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Avaliacao de parametros fotosintéticos

em microplantas de Castanheiro durante
= a fase de aclimatizacao

| RESUMO

O objetivo deste trabalho foi realizar

um estudo comparativo em microplantas

de castanheiro com dois sistemas de expressao
- edesenvolvimento radicular, in vitro e ex vitro,
e com duas intensidades luminosas (150 e 250
umol m=2 s') durante a aclimatizacéo, e a sua

/2 sinfluéncia no desenvolvimento das microplantas
¥ durante esta fase, através da quantificacio
de parametros fotossintéticos. A concentracdo

de clorofilas, apos os tratamentos

de aclimatizacao, dependeu quer do tipo

de sistema radicular que as plantas possuiam

no inicio da aclimatizacdo, quer do regime

luminoso a que as plantas estiveram submetidas.

As plantas com enraizamento in vitro

e aclimatizadas sob menor irradiancia foram

as que apresentaram valores superiores para

a clorofila total (7,74 mg g~'ps), mas com o valor

mais baixo na razéo entre clorofila a/b (2,7).
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Quando comparamos os valores registados para os pa-
rametros fotossintéticos das plantas dos diferentes trata-
mentos, verificamos que as taxas de fotossintese aparente
vio gradualmente aumentando a medida que as novas
folhas se vdo desenvolvendo (0,75 pmol CO, m™ s nas
folhas persistentes e 3,43 pmol CO, m? s na folha 3 das
plantas aclimatizadas a 250 pmol m2 s!) . O mesmo acon-
tece na capacidade fotossintética (3,93 pmol 0, m?s" nas
folhas persistentes e 7,87 pmol O, m™ s na folha 3 das
plantas aclimatizadas a 250 pmol m™ s™'). Estes valores
foram tendencialmente superiores nas plantas com enrai-
zamento ex vitro e aclimatizadas a maior irradiancia, pelo
que a um melhor sistema radicular e uma maior disponi-
bilidade luminosa correspondeu um acréscimo na compe-
téncia fotossintética, o que resultou num melhor desenvol-
vimento morfofisioldgico das plantas.

Palavras-chave: aclimatizacfo, castanheiro, fotossintese,
irradiancia, rizogénese.

Abstract

The aim of this study was to conduct a comparative
study in chestnut microplants with two systems of expres-
sion and root development, in vitro and ex vitro, and with
two light intensities (150 and 250 pmol m? s’!) during
acclimatization, and its influence on the development of
microplants during this phase, through the quantification
of photosynthetic parameters. The chlorophyll concentra-
tion after acclimatization treatments depended on both
type of root system that the plants had at the beginning
of acclimatization, whether the light intensity to which the
plants were subjected. Plants with roots in vitro and accli-
matized under lower irradiance showed the higher values
for total chlorophyll (7.74 mg g 'ps), but with the lowest
value of the ratio of chlorophyll a/b (2.7). When the va-
lues recorded for the photosynthetic parameters of plants
of different treatments were compared, we found that the
rates of apparent photosynthesis gradually increasing as
the new leaves are developed (0.75 pmol CO, m™s™ in per-
sistent leaves and 3.43 pmol CO, m™ s on leaf 3 on plants
acclimatized to 250 pmol m™2 s™'). The same happens in
photosynthetic capacity (3.93 pmol O, m™ s™" in persistent
leaves and 7.87 pmol O, m? s on leaf 3 of plants accli-
matized to 250 pmol m2 s!). These values were higher in
plants with ex vitro rooting and acclimatization to higher
irradiance, so a better root system availability and a higher
light availability, corresponding to an increase in the pho-
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tosynthetic ability, resulting in a better morphophysiologi-
cal plant development.

Keywords: acclimatization, chestnut, light intensity, pho-
tosynthesis, rooting.

1. INTRODUCAO

O processo de multiplicagdo in vitro desenvolve-se
num microambiente caracterizado por elevada humidade
relativa, baixa intensidade de fluxo fotonico, trocas gaso-
sas limitadas e com disponibilidade de agucar e nutrientes
que garantem um crescimento heterotrofico. Como con-
sequéncia destes fatores, o material vegetal que ai se de-
senvolve apresenta, comparativamente as plantas obtidas
por semente, alteracdes ao nivel morfoldgico, anatémico e
fisioloégico que condicionam fortemente a sua capacidade
de adaptacéo as futuras condicdes naturais de crescimento.

Para que o processo de adaptacdo as condi¢cdes natu-
rais permita obter uma elevada taxa de sobrevivéncia das
microplantas regeneradas in vitro, torna-se necessario um
periodo de transicido, conhecido por aclimatizacgio, duran-
te o qual se devem desenvolver adaptacdes anatdmicas e
fisiologicas as condicdes de cultura em autotrofia, sendo
este processo muito dependente das espécies (Grout, 1988).

A funcionalidade do sistema radicular adventicio é,
assim, uma condicdo essencial para a sobrevivéncia da
planta durante a fase de aclimatizacdo, como também para
o crescimento e desenvolvimento da planta no seu local
definitivo (Mohammed e Vidaver, 1991; Van Telgen et al.,
1992; Didz-Pérez et al., 1995). Se o balanco hidrico da
planta depende em muito da funcionalidade estomatica,
nio ¢ menos verdade que esse balanco pode ser condicio-
nado pela capacidade de absorcdo do sistema radicular.
Esta capacidade de absorgédo ¢ controlada pela area de ex-
posicdo radicular, pelas propriedades hidraulicas que se es-
tabelecem entre raiz e substrato, pelo potencial de 4gua do
solo, bem como por outros fatores, tais como, salinidade,
baixas temperaturas e fraco arejamento do substrato (Kra-
mer, 1983). As raizes formadas em condicoes in vitro tém
sido consideradas, para algumas espécies, como funcio-
nalmente deficientes, quer pela sua hipertrofia quer pela
auséncia de pelos radiculares (Debergh e Maene, 1981; Ziv,
1986; McClelland et al., 1990), bem como por apresenta-
rem deficientes conexdes vasculares com o caule, o que
resulta numa restricio na capacidade de translocagio de
agua entre a raiz e o caule (Grout e Aston, 1977a). Também
a elevada mortalidade destas raizes durante as primeiras



horas ou dias de aclimatizacio foi referida como sendo
uma desvantagem destes sistemas radiculares (Debergh e
Read, 1991).

Em oposicio a estes sistemas radiculares in vitro es-
tdo os sistemas radiculares adventicios cujos processos de
expressio e desenvolvimento ocorrem em condigdes ex vi-
tro, isto ¢, em condi¢des de autotrofia. Estes sistemas, para
além da vantagem de possibilitarem a formacio de raizes
em contacto direto com um substrato natural, permitem
também a microplanta sairem das condi¢des heterotréficas
para as condicdes autotréficas, com as evidentes vanta-
gens que esse facto devera trazer a planta quando for co-
locada em condigdes de aclimatizacio.

A intensidade da luz durante a aclimatizagdo é outro
fator que pode condicionar o éxito da fase de aclimatiza-
¢do. Sabe-se que a intensidade luminosa tem efeitos signi-
ficativos na diferenciacio foliar e pode influenciar certas
caracteristicas, tais como a espessura da folha, a diferen-
ciacdo do mesofilo, o desenvolvimento vascular, a divisdo
celular e a diferenciagdo estomatica (Lichtenthaler, 1981).
Como consequéncia destes efeitos, e por um efeito direto,
também a atividade fotossintética ¢ condicionada pela luz
(Donnelly e Vidaver, 1984; Lee et al., 1985; Matysiak e
Nowak, 1994). Acréscimos na intensidade de luz durante
a aclimatizacdo tém sido referenciados como vantajosos
para o acelerar do processo de adaptacio (Lee et al., 1985;
Kozai et al., 1990; Reuther, 1991; Dubé e Vidaver, 1992)
desde que ndo se verifiquem condicdes de fotoinibigdo
(Dubé e Vidaver, 1992).

0 objetivo deste trabalho foi o estudo comparativo de
dois sistemas de expressdo e desenvolvimento radicular,
in vitro e ex vitro, e sua influéncia no desenvolvimento
das microplantas durante a aclimatizacdo, bem como o es-
tudo da influéncia de duas intensidades luminosas a que
as microplantas foram sujeitas durante a aclimatizacdo. A
avaliacdo destes fatores foi feita através do estudo de para-
metros fotossintéticos dos quais a quantificagdo de clorofi-
las, taxa de fotossintese aparente, taxa de transpiracio e a
condutancia estomatica e capacidade fotossintética.

2. MATERIAL E METODOS

Para a fase de aclimatizacdo das microplantas foram
utilizados estufins com um volume interno de 450 litros e
equipados com dispositivos de controlo de luz e humidade
(ARALAB™, mod. 500 E). Os estufins estavam colocados
numa sala climatizada a 25°C. No interior dos estufins,
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como consequéncia da dissipacdo de calor pela energia lu-
minosa, a temperatura oscilou em 25 + 2 °C. A iluminagdo
foi fornecida por lampadas fluorescentes Osram® Lumilux
White Cool e Sylvania® Gro-lux colocadas no topo do es-
tufim, com intensidade de acordo com os tratamentos de-
finidos. O fotoperiodo utilizado foi de 16 h luz e 8 h noite.

A humidade relativa (HR), controlada por uma sonda
higrométrica com controlo digital, era produzida por um
sistema vaporizador de ultrassons (sistema de nevoeiro),
que produz goticulas de dgua, cujas dimensdes permitem
a criacdo de ambientes com humidade elevada, sem que
haja significativa condensacdo. Os valores de HR foram
sendo gradualmente reduzidos desde os 98% e 95% no
dia 0 de instalacdo, respetivamente para as microplantas
provenientes do enraizamento in vitro e ex vitro, até aos
50%, 24 dias ap6s o inicio da aclimatizag¢do, mantendo-se
esta humidade até ao final do periodo de aclimatizacio
que foi de 4 semanas.

As microplantas usadas nos ensaios de aclimatizacio
foram selecionadas por forma a constituirem lotes homo-
géneos e apresentando sinais aparentes de crescimento,
quer da parte aérea quer da parte radicular. No caso das
microplantas provenientes do enraizamento in vitro, apos
a remocdo da planta do meio de cultura, foi feita a lava-
gem do sistema radicular em agua corrente por forma a
retirar o mais possivel os restos de agar antes de serem
colocadas em vasos. No caso das plantas com enraizamen-
to ex vitro, estas foram retiradas das caixas e colocadas
diretamente nos vasos.

As microplantas foram colocadas, individualmente, em
vasos de plastico com 200 cm® de capacidade (@ 9 x 8 cm).
O substrato foi uma mistura de turfa:perlite, 1:2, v:v. Apos
o envasamento cada planta foi regada com uma solucio
nutritiva sendo de imediato colocada no estufim de acli-
matizacao.

Para uma mais facil e rapida visualizacdo apresenta-se
na figura 1 um esquema ilustrativo dos ensaios realizados
e respetivos momentos de avaliacdo. Na figura 2 apresen-
ta-se um aspeto geral das microplantas na fase inicial e
final de aclimatizagéo.

. § . i . i :
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Fig. 1. Esquema dos ensaios de enraizamento e aclimatizacdo e respe-

tivos momentos de avaliagdo.
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Fig. 2. Aspeto geral das microplantas na fase inicial e final de aclima-
tizagdo. (A) Inicio da aclimatizagdo no estufim de aclimatizago.
(B e C) Fim de aclimatizacdo, dentro e fora do estufim.

2.1 Quantificacao de clorofilas

A primeira quantificacdo das concentracdes de cloro-
filas foi feita nas folhas de plantas no final da fase de
enraizamento a que correspondeu o dia zero de aclima-
tizacdo (fDO) (Fig. 1). A segunda avaliagio teve lugar 4
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semanas apds o dia zero, isto ¢, no final da fase de acli-
matizacdo a que foram sujeitas as plantas provenientes do
enraizamento in vitro e ex vitro e submetidas a dois niveis
(Fig. 1 e 2).
Foram quantificadas as concentragdes de clorofilas nas fo-
lhas persistentes (fP), folna um (f1), folha dois (f2) e folha
trés (f3). Foram também determinadas as concentracdes de

de irradiancia, 150 e 250 + 10 pmol m=2 s’!

clorofilas em folhas de plantas micropropagadas a crescer
em vaso sob condicoes de campo (fC).

A extragio foi feita em acetona a 80% de acordo com
o método de Arnon (1949) a partir do material vegetal
fresco. As absorvéncias dos extratos foram lidas no espec-
trofotometro (Shimadzu, UV-2100) para os comprimentos
de onda de maxima absorvéncia das Cla e Clb em acetona
a 80% (663 e 645 nm respetivamente) e aplicaram-se as
formulas de calculo (Mackinney, 1941).

Cada determinacéo foi feita a partir do extrato de dois
discos de tecido foliar com @ 7 mm (0,77 cm? de area),
recolhidos em plantas distintas e casualisadas tendo sido
usadas 8 amostras (n=8) para cada tipo de folha; as expe-
riéncias foram repetidas duas vezes para cada tratamento.

Os resultados foram expressos em mg de clorofila por uni-
dade de peso seco foliar (mg g 'ps). Nestas determinacoes foi
utilizado um valor médio de peso seco por disco para cada um
dos tipos de folhas referenciadas. Esse valor foi determinado
como a média de 20 amostras (n=20), repetido por 3 vezes.

2.2 Parametros fotossintéticos

A taxa de fotossintese aparente (A), a taxa de transpira-
¢do (E) e a condutancia estomatica (G) foram medidas nas
folhas persistentes (fP), folha um (f1), folha dois (f2) e folha
trés (f3) de plantas com enraizamento ex vitro e submetidas
aos dois niveis de irradiancia, 150 e 250 + 10 pmol m? s™' e
nas folhas dois (f2) e folhas trés (f3) de plantas com enrai-
zamento in vitro, igualmente submetidas aos dois niveis de
irradidncia durante a aclimatizacio (Fig. 1). Estes parame-
tros foram também quantificados em folhas de campo (fC).

0 equipamento utilizado foi um porometro portatil com
sistema de aquisi¢do de dados integrado (CO? Gas Analyzer,
Model CI-301 - CID, Inc., USA), acoplado a uma cuvete cir-
cular com 2,5 cm? de area, a funcionar em sistema aberto.
A taxa de fluxo de ar foi de 0,5 litros min™' e os registos
feitos em modo manual. A taxa de fotossintese liquida, ou
aparente, ¢ determinada através da taxa de CO, fixado por
unidade de &rea foliar e por unidade de tempo (pmol m2s'),
a taxa de transpiracio ¢ dada pelo fluxo de vapor de dgua



por unidade de érea foliar e por unidade de tempo (mmol
m? s7') e a condutincia estomatica é dada pelo inverso da
resisténcia estomatica, conhecendo a transpiracio e tempe-
ratura da superficie da folha e expressa em mmol m™2 s,

Por cada folha efetuaram-se 5 leituras consecutivas,
sendo o valor considerado, a média dessas cinco leituras.
Para a folha dois (f2) e folha trés (f3) foram utilizadas 15
plantas (n=15), para as folhas persistentes (fP) e folhas de
plantas de campo (fC) foram utilizadas 10 plantas (n=10) e
a experiéncia foi repetida 2 vezes.

2.3 Curvas de resposta a luz e capaci-
dade fotossintética

A taxa fotossintética maxima (A ) foi medida pela
da taxa de libertagdo de O, em condigbes de CO, satu-
rante. A densidade do fluxo fotonico fotossinteticamente
ativo (PPFD) foi saturante para o caso da determinagio
de A _ (1120 pmol quanta m™ s™'). Para a sua determina-
cdo utilizou-se um sistema constituido por um elétrodo de
oxigénio na fase gasosa (Hansatech Ins. Ltd , Modelo LD2,
Norfolk, UK) e uma caixa de controlo do elétrodo (Hansa-
tech Ins. Ltd , Modelo CB1-D, Norfolk, UK). A luz foi emi-
tida por uma lAmpada Bjorkman (Hansatech Ins. Ltd, LS2),
com sistema de filtros neutros que, por associacio entre si,
permitem fornecer a PPFD pretendida.

As taxas foram determinadas no mesmo tipo de folhas
das utilizadas para a determinacdo da taxa de fotossintese
aparente, a temperatura constante de 25°C. A concentracdo
de CO, foi de aproximadamente 5%, fornecido pela libertagéo
de CO, a partir de uma solugéo tampéo saturada de NaHCO,.

Para a determinagdo das curvas de resposta a luz, a CO,
saturante, apos um periodo inicial de escuro, a densidade de
fluxo fotonico (PPFD) variou progressivamente para 8, 18, 28,
70, 140, 370, 700 e 1120 pmol quanta m™ s, durante o qual
as taxas de libertagdo de O, por area foliar e por unidade de
tempo (pmol m s!) foram calculadas pela seguinte expressio:

o= oo
|:|'_ _llll ] -"LI' b
b
. = 153y —
el SRR LTV Eb i ot B Tra T

[If e li sdo as leituras finais e iniciais dos valores
da unidade LD2, de medida (m) ou de calibra¢do (c)
respetivamente; At é o intervalo de tempo entre li e
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If, (min); s é a drea foliar usada (cm?); CO,¢é a con-
centragdo de CO, na cimara (%) e T é a temperatura
do ar na camara (°C). A constante 15.62 é o fator de
conversdo de unidades em que é expressa A]

Para cada determinagdo foram utilizados 7 discos fo-
liares de & 7 mm (2,695 cm? de area) destacados da mesma
folha a partir de plantas casualisadas, exceto das folhas
persistentes que, devido a sua reduzida area se tornou ne-
cessario utilizar duas a trés folhas da mesma planta. Para
cada tipo de folha foram feitas trés determinacdes (n=3) e
a experiéncia foi repetida duas vezes.

3 RESULTADOS

3.1 Clorofilas

As concentracdes em pigmentos clorofilinos, clorofila
a (CL), clorofila b (Cl) e clorofila total (Cl
minadas de acordo com o descrito em material e métodos.

oa) foram deter-
Os resultados dessas determinagdes sdo apresentados
na tabela 1, onde se avalia a influéncia dos dois fatores,
sistema de enraizamento e irradiancia, e nas figuras 3 a 7
onde se avalia, para cada um dos tratamentos de enrai-
zamento, a influéncia da irradiancia de aclimatizacio em
cada um dos tipos de folhas comparativamente com os
valores das folhas no dia zero (fDO) de aclimatizagio
Verificaram-se, para todos os parametros em anélise
(c, c, a
do tipo de sistema radicular que as plantas possuiam no

o € Tazdo Cl [Cl) efeitos significativos, quer
inicio da aclimatizacdo quer da irradidncia a que as plan-
tas estiveram sujeitas durante a aclimatizacdo, bem como
uma interacio significativa entre estes dois fatores (Tab. 1).

Tab. 1. Influéncia do tipo de desenvolvimento radicular e da intensi-
dade da luz na concentragéo de Cl, Cl, Cl e razdo CIEICIb no
final da fase de aclimatizagdo em plantas de castanheiro micro-
propagadas.

Rizogénese Luz cl, c, otol Razdo
(umol m?s7) (mg g”'ps) (mg g'ps) (mggTps) CI/Cl

In vitro 150 7,74 a 3,50 a 11,24 a 2,70 b
250 471 ¢ 130 ¢ 6,01 ¢ 3,80a

Ex vitro 150 4,50 ¢ 1,43 ¢ 594 ¢ 3,50 a
250 6,14 b 1,96 b 8,101 340a

As plantas com enraizamento in vitro e aclimatizadas a
150 pmol m™ s*! foram as que apresentaram concentracdes
de Cl e Cl, mais elevadas, no entanto, apresentaram uma
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razdo entre Cl /Cl significativamente inferior as plantas
dos restantes tratamentos; nas plantas com enraizamen-
to ex vitro, contrariamente ao que se registou nas plantas
com enraizamento in vitro, foram as plantas submetidas a
maior irradiancia (250 pmol m s™!') as que apresentaram
concentracdes de clorofilas mais elevadas (Tab. 1).

Na tabela 2 estdo indicadas as concentracdes de Cl,
C1,
micropropagadas com um ano de idade, onde ¢ possivel

i € Tazdo CL /Cl para as folhas de campo de plantas
observar uma razio ClalClb dentro dos valores apresenta-
dos pelas plantas no final da aclimatizacdo, apresentando,
no entanto, valores superiores de Cl, Cl, e Cl_ .

Tab. 2. Concentragdo de Cl, Cl, Cl_ e razdo CI/Cl em folhas de
campo de plantas micropropagadas com 1 ano de idade. Os valo-
res sdo médias+ep de 8 repeticoes.

Clorofila a Clorofila b Clorofila total Razédo
(mg g7'ps) (mg g7'ps) (mg g'ps) Cl,/Cl,
9,59 + 1,06 3,10 + 0,46 12,69 + 1,30 3,14 £ 0,45

A andlise da influéncia da irradiancia a que as micro-
plantas estiveram sujeitas durante a fase de aclimatizacéo,
para cada um dos tipos de enraizamento, permite avaliar
mais em detalhe a variacdo das concentracdes de clorofilas
em cada um dos tipos de folhas, bem como a comparagio
dessas concentragées com o valor da folha do dia zero
(fDO) de aclimatizacio.

Nas plantas com enraizamento in vitro registaram-se
diferencas significativas na concentragio de Cl, em fun-
cdo do tratamento (niveis de irradidncia) e do tipo de folha
analisado (Fig. 3). O valor médio mais elevado foi regista-
do nas folhas persistentes e folna um, com 9+0,5 e 9,2+0,5
mg g 'ps respetivamente, diferindo de forma significativa
das restantes. Quando comparamos a concentragdo de Cl,
nas folhas do dia zero, verificamos que esta difere signifi-
cativamente das folhas persistentes das plantas aclimatiza-
das a 150 e 250 pmol m2 s (Fig. 3A).

Nas plantas com enraizamento ex vitro sdo as folhas das
plantas que estiveram sujeitas a maior irradidncia duran-
te a aclimatizagdo que apresentam as concentragdes de Cl
mais elevadas, contrariamente ao que havia sido registado
com as plantas aclimatizadas a 150 pmol m s (Fig. 3B).
0 valor mais elevado foi registado nas folhas persistentes
das plantas aclimatizadas a 250 pmol m™? s, com 7,1+0,4
mg g'ps, e o valor mais baixo registado na folha dois das
plantas aclimatizadas sob a irradiancia de 150 pmol m™ s,
com 3,4+0,2 mg g 'ps. Quando comparamos a concentragio
de Cl. nas folhas do dia zero verificamos que esta difere
significativamente das folhas persistentes (Fig. 3B).
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Fig. 3. Efeito da intensidade de luz (umol m= s') durante a fase de
aclimatizacdo de plantas de castanheiro micropropagadas, nas
concentracdes de clorofila a (Cl) para cada um dos tipos de fo-
Iha analisada e folha do dia zero (fD0). (A) Plantas com sistema
radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com sistema radicular
desenvolvido ex vitro.

As concentragdes de Cl, apresentaram um padréo de va-
riacdo em tudo semelhante ao registado para as concentra-
¢bes de Cl. Assim, nas plantas com enraizamento in vitro
registaram-se valores mais elevados nas folhas das plantas
aclimatizadas a 150 pmol m™ s! comparativamente as acli-
matizadas a 250 pmol m s!, com os valores mais elevados a
serem registados também nas folhas persistentes e folha um,
sem diferenca significativa entre si (Fig. 4A). A concentracio
na folha do dia zero ndo mostrou diferenca significativa para



a concentracdo das folhas persistentes das plantas aclimati-
zadas a 250 pmol m™ s™'. Ja as folhas persistentes das plantas
aclimatizadas a 150 pmol m™ s’! apresentaram um acréscimo
significativo no teor de Cl,. Nas plantas com enraizamento ex
vitro foram as folhas das plantas sujeitas & maior irradiancia
durante a aclimatiza¢do as que apresentaram valores de Cl,
mais elevados, com valores maximos a serem registados para
as folhas persistentes, folha um e folha dois, sem diferenca
significativa entre si (Fig. 4B).
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Fig. 4. Efeito da intensidade de luz durante (umol m= s') durante a
fase de aclimatizacdo de plantas de castanheiro micropropagadas
na concentragao de clorofila b (Cl,) para cada um dos tipos de fo-
Ihas analisadas e folha do dia zero (fDO). (A) Plantas com sistema
radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com sistema radicular
desenvolvido ex vitro.

As folhas persistentes das plantas aclimatizadas a 250
pmol m™ s™! mostraram um acréscimo significativo no teor
de Clb comparativamente com as folhas do dia zero, o
mesmo ja ndo acontecendo com as folhas persistentes das
plantas aclimatizadas a 150 pmol m s! (Fig. 4B).
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Fig. 5. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizacdo
na concentragdo de clorofila total (Cl_ ) para cada um dos tipos
de folhas analisadas e folha do dia zero (fD0). (A) Plantas com
sistema radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com sistema
radicular desenvolvido ex vitro.

A concentracio de clorofila total reflete, consequente-
mente, o padrdo de variacdo conjunto das concentragdes
de Cla e Clb em funcio do tratamento (niveis de intensidade
luminosa) e do tipo de folha analisado. Em relacéio ao tipo
de folha, o valor médio mais elevado foi registado nas fo-
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lhas persistentes e folha um das plantas com enraizamento
in vitro e aclimatizadas a 150 pmol m2s™!, com 12,7+0,5 e
13,4+0,9 mg g 'ps respetivamente, diferindo de forma sig-
nificativa das restantes (Fig. 5A). Nas plantas com enraiza-
mento ex vitro, os valores mais elevados foram registados
nas folhas persistentes, folha um e folha dois das plantas
aclimatizadas a 250 pmol m? s!, com 9,3+0,3, 8,2+0,8 e
8,2+0,4 mg g 'ps respetivamente (Fig. 5B).

Na razéo Cl /Cl, das plantas com enraizamento in vitro
em funcéo dos niveis de intensidade luminosa, registaram-
-se valores mais elevados nas folhas que estiveram sujeitas
a maior irradiancia durante a aclimatizagdo, com valores
entre 3,6+0,2 e 3,9+0,1 (Fig. 6A).
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Fig. 6. Efeito da intensidade de luz durante a fase de aclimatizacdo na
razo entre concentragdes de clorofila a e b (Cl /CI ) para cada um
dos tipos de folha analisada e folha do dia zero ( flbO) (A) Plantas
com sistema radicular desenvolvido in vitro. (B) Plantas com siste-
ma radicular desenvolvido ex vitro.
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Nas plantas com enraizamento ex vitro os valores da
razdo entre Cl /Cl, ndo mostraram qualquer diferenca sig-
nificativa em funcio do tipo de folha analisada, tendo os
valores oscilado entre os 3,2+0,2 para a folha dois das
plantas que foram aclimatizadas a 250 pmol m™? s e os
3,8+0,4 para a folha trés das plantas que foram aclimatiza-
das a 150 pmol m™s'. Verifica-se também que as folhas do
dia zero apresentavam ja uma razdo em tudo idéntica a das
folhas no final da fase de aclimatizacéo (Fig. 6B).

3.2 Taxa de fotossintese aparente,
transpiracdo e condutancia estomatica

Na tabela 3 estdo indicados os resultados obtidos na
taxa de fotossintese aparente, transpiracdo e condutancia
estomatica, para as microplantas de cada um dos tipos de
tratamentos no final da fase de aclimatizacédo, utilizan-
do apenas os resultados quantificados na folha dois (f2)
e folha trés (f3) uma vez que estes tipos de folhas foram
comuns a todos os grupos de plantas.

Tab. 3. Influéncia do tipo de sistema radicular e densidade de fluxo
fotonico de cada um dos tratamentos de aclimatizacdo na taxa
de fotossintese aparente (A), taxa de transpiragio (E) e condutan-
cia estomatica (G), em plantas de castanheiro micropropagadas,
quantificados na folha dois e trés dos respetivos tratamentos, no
final da fase de aclimatizacéo.

Rizogénese Luz A E G
(umol m2s)  (umol CO, m™ s7) (mmol m2s') (mmol m2s7)

In vitro 150 3,49 ab 2,09 b 80,47 b
250 381a 3,08 a 106,93 a
Ex vitro 150 3,23b 1,82 be 78,13 b
250 325b 172 ¢ 79,35b

Para qualquer dos referidos parametros, verificou-se que
as diferencas significativas que se registaram se ficaram a de-
ver, exclusivamente, ao fator rizogénese, isto &, o tipo de sis-
tema radicular que as plantas possuiam no inicio do processo
de aclimatizacéo, ndo tendo o nivel de irradiancia influencia-
do os referidos pardmetros. O valor da taxa de fotossintese
aparente mais elevado foi registado nas plantas com raizes in
vitro e aclimatizadas a 250 pmol m™ s™, com 3,81 yumol CO,
m™ s, sem diferenca significativa para as plantas aclimatiza-
das a 150 pmol m s’', mas significativamente diferente das
plantas com raizes ex vitro (Tab. 3). Aquele grupo de plantas
apresentou, também, os valores mais elevados para a taxa de
transpiragio (E), com 3,08 mmol m? s e condutancia esto-
matica (G), com 106,9 mmol m2s'.



De referir ainda que, para a taxa de transpiragio e con-
dutancia estomatica, se registaram interacoes significati-
vas entre o tipo de tratamento de rizogénese e o regime
de luz a que as plantas estiveram sujeitas durante a fase
de aclimatizacdo, dando assim a indicacdo de que estes
parametros variam consoante a combinagéo destes fatores
entre si (Tab. 3).

A anadlise do comportamento dos diferentes tipos de
folhas quantificadas neste estudo, feita nas microplan-
tas com enraizamento ex vitro, torna possivel avaliar
o contributo parcial de cada um desses tipos de folhas
comparativamente com as folhas de plantas de campo
(fC) (Fig. 7). Assim, sdo patentes as baixas taxas de fo-
tossintese aparente que as folhas persistentes apresen-
tam, independentemente do tratamento luminoso a que
as plantas estiveram sujeitas durante a aclimatizacéo,
com valores de 1+0,09 e 0,75+0,09 umol CO? m™2 s' res-
petivamente para as plantas aclimatizadas a 150 pmol
m?s!ea 250 pmol m? st (Fig.7A). E também visivel
o gradual acréscimo de taxa de fotossintese na sequén-
cia de diferenciacdo foliar, entre folha um, dois e trés,
quer no caso das plantas aclimatizadas a 150 pmol m™
s, quer nas plantas aclimatizadas a 250 pmol m™ s-!
(Fig. 7A). De referir que na folha trés das plantas do
tratamento com maior irradiancia se verificou um valor
de taxa de fotossintese aparente ligeiramente superior,
sem diferenca significativa, relativamente ao apresenta-
do pela folha trés do grupo de plantas aclimatizadas a
150 pmol m™ s™'. A taxa de fotossintese aparente para
as folhas de campo foi de 4,5+0,2 umol CO, m™ s™'. As
taxas de transpiracdo apresentaram comportamento se-
melhante em todos os tipos de folhas analisados, com
valores ligeiramente superiores nas folhas um e folha
dois das plantas sujeitas a uma irradiancia de 150 pmol
m2 s”!, com as folhas trés das plantas aclimatizadas a
250 pmol m™ s! a apresentarem um valor mais elevado
em relacdo a folha trés das plantas aclimatizadas a 150
pmol m? s (Fig. 7B). Também neste parametro o va-
lor mais elevado foi registado nas folhas das plantas de
campo, com 2,5+0,3 mmol m™? s’

A condutancia estomadtica apresenta também um pa-
drdo de flutuacdo bastante restrito (entre 70+4,7 mmol
m™2s™! para a folha um das plantas aclimatizadas a 250
pmol m? s e 92+14,7 mmol m™ s™! para as folhas per-
sistentes do mesmo tratamento), com um padrdo de va-
riacdo entre folhas das plantas dos dois tratamentos em
tudo idéntico ao verificado com o das taxas de transpi-
racdo (Fig. 70).
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7. Efeito da intensidade de luz (umol m? s") durante a fase de
aclimatizacio na taxa de fotossintese aparente A (A), taxa de
transpiragdo E (B) e condutancia estomatica G (C) em plantas de
castanheiro micropropagadas com enraizamento ex vitro, medi-
das em folhas persistentes (fP), folha um (f1), folha dois (f2), fo-
Iha trés (f3) e folhas de campo de plantas micropropagadas (fC).
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3.4 Curvas de resposta a luz e capaci-
dade fotossintética

As curvas de resposta da taxa de fotossintese em fun-
céo da densidade de fluxo foténico (PPFD), medidas a CO,
saturante, apresentadas nas figuras 8 a 12, mostram uma
adaptacdo gradual do aparelho fotossintético das plantas
micropropagadas as condicdes in vivo, a medida que se vai
assistindo ao desenvolvimento de novas folhas durante o
processo de aclimatizagéo.
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Fig. 8. Curvas de resposta a irradidncia da taxa de libertacdo de O,
medida a 25°C e CO, saturante, em discos foliares dos diferentes
tipos de folhas analisadas (fP, 2 e f3), de plantas de castanheiro
com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 150 pmol m=2 s,
apos 4 semanas de aclimatizacéo. Os valores representam médias
+ erro padréo de trés repeticoes.
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Fig. 9. Curvas de resposta a irradidncia da taxa de libertacdo de O,
medida a 25°C e COz saturante, em discos foliares dos diferentes
tipos de folhas analisadas (fP, f2 e f3), de plantas de castanheiro
com enraizamento in vitro e aclimatizadas a 250 pmol m=2 s,
apos 4 semanas de aclimatizacéo. Os valores representam médias
+ erro padréo de trés repeticoes.

No caso das folhas dois e trés, a saturacdo da fotos-
sintese na taxa na libertagdo de O, verifica-se a niveis de
irradidncia mais elevados, entre 300 e 400 pmol m2s™'. As
curvas de resposta a luz das folhas dois e trés apresentaram
um padrio de comportamento muito semelhante, indepen-
dentemente dos tratamentos, tendo a folha dois apresenta-
do sempre valores superiores ao da folha trés, com excecéo
das plantas com raizes ex vitro e aclimatizadas a 150 pmol
m s, nas irradidncias intermédias (Fig. 10). Vale a pena
referir que a folha dois tem, pelo menos, mais uma semana

de desenvolvimento comparativamente a folha trés.
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Fig. 10. Curvas de resposta a irradiancia da taxa de libertacéo de O,
medida a 25°C e CO2 saturante, em discos foliares dos diferentes
tipos de folhas analisadas (fP, f2 e f3), de plantas de castanheiro
com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 150 umol m2 s,
apos 4 semanas de aclimatizacéo. Os valores representam média
+ erro padrdo de trés repeticoes.

Verifica-se, também, que nas plantas com o sistema
radicular desenvolvido em substrato natural, ex vitro, ha
uma certa tendéncia de aproximacdo das curvas de res-
posta entre estes dois tipos de folhas, de tal forma que os
intervalos de confianca se sobrepdem entre si, deixando
assim de haver diferencas significativas (Fig. 10 e 11), o
que ndo aconteceu com as microplantas com enraizamento
in vitro (Fig. 8 e 9).
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Fig. 11. Curvas de resposta a irradiancia da taxa de libertagdo de O,,
medida a 25°C e CO2 saturante, em discos foliares dos diferentes
tipos de folhas analisadas (fP, 2 e f3), de plantas de castanheiro
com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 250 umol m=2 s,
apos 4 semanas de aclimatizacdo. Os valores representam média
+ erro padrdo de trés repeticoes.

A curva de resposta das folhas de campo de plantas
micropropagadas revela a maior capacidade fotossintética
destas folhas, atingindo o ponto de saturaciio para inten-
sidades de luz entre os 800 e 1000 pumol m?s! (Fig. 12).

De facto, ¢ notdria a reduzida capacidade fotossintética
das folhas persistentes para qualquer dos tratamentos, ndo
sé em termos da rdpida saturacido, que ¢ atingida a baixos
niveis de PPFD a que se submeteram, + 100 pmol quanta
m? s, como também do valor de A que apresentaram,
néo ultrapassando 3,93+0,15 umol O, m™ s™, obtido nas
folhas das plantas com raizes ex vitro e aclimatizadas a
250 pmol m? 57! (Tab. 4).
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g. 12. Curva de resposta  irradiancia, da taxa de libertacéo de O,, medi-
da a 25°C e CO, saturante, em discos foliares de folhas de campo (fQ),
de plantas de castanheiro micropropagadas com um ano. Os valores
representam média + erro padréo de trés repetices.
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Tab. 4. Valores da taxa de fotossintese a luz saturante, Amx (umol
0, m?s), para as folhas persistentes (fP), folha um (f1) e folha
dois (f2) no final dos diferentes tratamentos de aclimatizacéo de
plantas de castanheiro micropropagadas .

Rizogénese Luz fP f2 3
(umol m2s7)

In vitro 150 368+0,10 7,72 + 0,47 6,76 + 0,11
250 378+0,18 7,40+0,17 6,37 £ 0,17

Ex vitro 150 366+012 787+064 684+0,50
250 393+015 856+024 7871023

Estes aspetos sdo apoiados pela analise dos valores es-

]7

calculados com base no ajustamento de uma funcio de

timados para as taxas de fotossintese a luz saturante [Amax
regressdo nao linear, anteriormente descrita, as curvas de
resposta a densidade de fluxo fotonico fotossinteticamente
ativo (PPFD), para os diferentes tipos de folhas em cada
um dos tratamentos (Tab. 4). As folhas persistentes apre-
sentam entre si valores muito semelhantes, variando entre
3,66+0,12 e 3,93+0,15 pmol O, m” s e muito inferio-
res aos que se registaram na folha dois e folha trés (entre
7,410,17 € 8,610,247 pmol O, m™ s™' € 6,4+0,17 € 7,910,23
pmol 0, m? s! respetivamente), com diferenciacio e ex-
pansdo ja em condicdes de aclimatizagcdo. As folhas dois
apresentaram sempre valores superiores aos registados nas
folhas trés, independentemente do tipo de tratamento, o
que nio sera de estranhar face a diferenca de tempo de de-
senvolvimento para com a folha dois. De referir ainda que
as plantas com raizes formadas ex vitro apresentaram uma
melhor capacidade fotossintética, independentemente do
tipo de folha, comparativamente as microplantas com rai-
zes formadas in vitro, o que indicia a importancia do siste-
ma radicular que cada um dos grupos possuia no inicio da
aclimatizacio ou também o facto de estas plantas terem ja
iniciado o seu processo de autotrofia em simultineo com o
desenvolvimento do sistema radicular.

4. DISCUSSAO

As microplantas sdo submetidas a rapidas e extremas
alteragdes de funcionamento quando transferidas dos sis-
temas de cultura in vitro, onde possuem uma fonte de
sacarose disponivel e de uma limitada troca de gases e
baixas intensidades de luz, para sistemas de crescimento e
desenvolvimento in vivo. Como consequéncia, estas plan-
tas sdo forcadas a alterarem profundamente o seu sistema
metabolico de heterotrofico para autotrofico, e o processo
fotossintético torna-se entdo determinante para permitir a
sobrevivéncia.

E bem conhecida a importancia e os efeitos das ca-
racteristicas da luz ambiental sobre o crescimento e de-
senvolvimento vegetal, determinando muitas das carac-
teristicas morfoldgicas e fisioldgicas das folhas. E sabido
que as folhas desenvolvidas na presenca de baixos niveis
de irradiancia apresentam uma elevada proporcio de Cl

relativamente a Cl, um elevado valor da Cl bem como

total”
uma menor razio de proteina soluvel/clorofila, compara-
tivamente a folhas desenvolvidas sob intensidades mais
elevadas (Chaves, 1994), sendo apontados valores de Cl /
Cl, de 2,85+0,09 para espécies de sombra e de 3,5+0,15
para espécies de sol (Boardman, 1977).

Os resultados das plantas com enraizamento in vitro
estdo assim de acordo com as consideracoes feitas ante-
riormente e também referidas por outros autores (Lichten-
thaler, 1981; Donnelly e Vidaver, 1984). A razio de tal nio
se ter verificado com as plantas com enraizamento ex vitro
podera relacionar-se com o facto de estas plantas possui-
rem desde o inicio da aclimatizacdo um sistema radicular
funcional, permitindo uma maior capacidade de absorcio
de nutrientes e, como consequéncia, um desempenho me-
tabdlico superior, confirmado pelo comportamento fotos-
sintético destas plantas. No entanto, este grupo de plantas,
nido apresenta valores de razdo de Cl /Cl significativa-
mente diferentes das plantas com enraizamento in vitro,
quando comparamos os diferentes tipos de folhas entre si.

As plantas com desenvolvimento in vitro apresentam
uma concentracio de clorofila total comparavel ao apre-
sentado por plantas controlo crescendo sob idénticas con-
di¢cdes de luz (Donnelly e Vidaver, 1984). Em termos de
area foliar, a concentracdo de clorofila ¢ elevada em ni-
veis de luz baixos comparativamente a niveis altos (Lee et
al., 1985). Este facto estd em concordancia com a normal
adaptacio encontrada nas folhas de sombra (Bjérkman,
1981). Também em Liquidambar styraciflua crescendo in
vitro sob baixa irradiincia, Lee et al. (1985) observaram
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que as membranas dos cloroplastos ndo estavam diferen-
ciadas em grana e as membranas internas apresentavam
um arranjo irregular. Quando colocadas sob elevadas in-
tensidades, as folhas formadas em condi¢des in vitro apre-
sentaram fraca capacidade fotossintética que poderia re-
sultar de danos provocados nos pigmentos fotossintéticos
associados a fotoinibigdo.

Com a utilizagdo de técnicas de fluorescéncia Lees et
al. (1991), mostraram que folhas de Clematis diferenciadas
in vitro, apresentavam alteracdes significativas no com-
portamento dos diferentes parametros de fluorescéncia, re-
velando a existéncia de clorofila fora dos centros de reacdo
e desorganizacdo dos pigmentos fotossintéticos. A desor-
ganizacio dos pigmentos fotossintéticos pode ser respon-
savel pela baixa capacidade fotossintética das folhas de-
senvolvidas in vitro e posteriormente aclimatizadas, apesar
de apresentarem elevadas concentracgdes de clorofila total,
tal como ocorreu nestes ensaios com as plantas de casta-
nheiro. E provavel que uma mudanca de balanco fotossin-
tético negativo para positivo durante a fase de diferencia-
cio foliar esteja correlacionada com o acoplamento dos
pigmentos fotossintéticos aos centros de reagcdo. Apesar de
se dispor de pouca informacgédo sobre o impacto das con-
digdes de cultivo in vitro neste mecanismo, sdo referidos
resultados sugerindo que, em condi¢des in vitro, a inibigao
do ciclo de Calvin por “feedback” dos agucares tem como
resultado um fluxo de eletrdes excessivo nas membranas
dos tilacoides que provocam entdo fotoinibicdo e fotoo-
xidagdo (Cappellades et al., 1991; Dubé e Vidaver, 1992;
Huylenbroeck et al., 1995).

Lees et al. (1991) em Clematis ‘The President’, referem
que apesar de se assistir a um significativo aumento na ca-
pacidade fotossintética das folhas persistentes na primeira
semana de aclimatizag¢do, quase o dobro do que as folhas
apresentavam quando in vitro, estas continuam a apresen-
tar capacidades de fotossintese limitadas. Aqueles autores
sugerem que uma possivel inibicdo pela sacarose possa
permanecer ainda evidente neste tipo de folhas. Em Rubus
idaeus verificou-se que a quantidade de CO, incorporada
por folhas persistentes, um més apds a sua saida do meio
de cultura se mantinha inalterdavel podendo mesmo apre-
sentar, momentaneamente, um balanco negativo (Donne-
Ily e Vidaver 1984), resultado que nos nossos ensaios ape-
nas registdmos até ser atingido o ponto de compensacio
para a luz. Aqueles autores referem ainda que as folhas
persistentes constituiam cerca de 30% do total da area fo-
liar embora fossem responséveis por menos de 10% do CO,
incorporado. Smith et al. (1986) em Betula platyphylla, in-
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dicam resultados semelhantes. J4 em Asparagus officinalis
e em morangueiro, Yue et al. (1992; 1993) referem que a
capacidade fotossintética das folhas formadas in vitro ¢
um contributo importante para o crescimento autotrdéfico
durante o periodo de aclimatizagéo.

0 comportamento descrito para as folhas persistentes
de castanheiro, com balango positivo de carbono durante a
aclimatizacdo, devera traduzir-se num importante suporte
para a manutencdo das condicdes de sobrevivéncia e de-
senvolvimento da planta, durante a fase inicial de aclima-
tizacdo, isto ¢, na auséncia de novas folhas. Devera ter ain-
da especial significado nas plantas cujo desenvolvimento
radicular ocorreu em condigdes ex vitro e, portanto, ja em
condicdes autotrdficas, sem sacarose, periodo durante o
qual se assiste a formacdo do sistema radicular. O casta-
nheiro devera, por isso, ser incluido dentro das espécies
competentes, no que diz respeito ao comportamento das
folhas persistentes.

As folhas formadas de novo (folhas dois e trés), apre-
sentaram taxas de fotossintese aparente 3 vezes superiores
as registadas para as folhas persistentes e cerca de 50%
mais do que o valor apresentado pela folna um. Também a
capacidade fotossintética aumentou significativamente, na
ordem dos 200%, e registou-se um aumento significativo
na PPFD a que ocorre saturacdo para a luz. Estes aspetos
traduzem uma importante melhoria da competéncia fotos-
sintética das plantas apos o transplante e no decorrer da
aclimatizacdo que, como se referiu, ¢ fundamentalmente
devida as folhas que se diferenciam de novo. Esta situacio
tem sido referida por varios autores como Donnelly et al.
(1984) em Rubus idaeus, Grout e Millam (1985) em Fraga-
ria x ananassa, Smith et al. (1986) em Betula platyphylla e
Lees et al. (1991) em Clematis.

Quer a taxa de fotossintese aparente (A) quer a taxa
de fotossintese méxima (A, ) mostraram ser afetadas pelo
regime luminoso a que as microplantas foram submeti-
das durante o processo de aclimatizagcdo, sendo aqueles
parametros influenciados positivamente pelo aumento da
irradiancia. Ao aumento da disponibilidade luminosa cor-
respondeu, assim, um acréscimo das taxas de fotossintese.
Lee et al. (1985) néo registaram acréscimos na taxa de fo-
tossintese liquida em microplantas de Liquidambar styra-
ciflua, quando o nivel de irradiancia variou entre 50 e 150
pmol m™? s™!, mas sim quando esses niveis variaram entre
155 e 315 pmol m™?s'. Também Donnelly et al. (1984) em
Rubus idaeus, verificaram uma relacio direta entre a taxa
de fixacio de 14C0,, o nivel de irradiancia e o crescimento
durante a fase de aclimatizacdo. Em geral, acréscimos de



intensidade luminosa tendem a permitir acréscimos na ati-
vidade fotossintética. Lee et al. (1985), Kozai et al. (1988,
1990) e Dubé e Vidaver (1992) mostraram que a utilizagio
de elevadas intensidades luminosas, proximas das 400 a
500 pmol quanta m s!, provocam um incremento na ati-
vidade fotossintética.

Comparativamente as folhas de campo de plantas mi-
cropropagadas, verifica-se ainda uma diferenca signifi-
cativa nas taxas de fotossintese aparente com valores de
4,5 contra 3,4 pmol CO, m? s da folha trés das plantas
com enraizamento ex vitro e aclimatizadas a 250 pmol m~
s!; a taxa de transpiracdo ¢ significativamente superior;
a condutancia estomatica apresentando valores nio sig-
nificativamente diferentes. Romano (1994), em plantas de
sobreiro micropropagadas e apdés 1 més de aclimatizacio,
refere valores muito semelhantes, 3,5 pmol CO, m™ s™' para
a taxa de fotossintese aparente, 1,3 mmol m™? s para a
taxa de transpiragdo e 170 mmol m™ s™! para a condutancia
estomatica. O valor registado para a taxa de fotossintese
aparente nas plantas de campo micropropagadas com um
ano de idade, 4,5 umol CO, m™ s™', estd muito proximo dos
valores apontados por Lanteri et al. (1993) para a taxa de
fotossintese instantanea de plantas seminais de castanhei-
ro com 3 anos de idade. Estes autores referem valores de
taxa de fotossintese aparente compreendidos entre 5,3 e
7,8 pmol CO, m™ s”', dependendo das caracteristicas do
grupo de plantas analisado, e valores de condutancia esto-
matica a variarem entre 90 e 140 mmol m2 s

Verificamos, ainda, uma certa tendéncia para as mi-
croplantas com sistema radicular desenvolvido ex vitro e
aclimatizadas sob o nivel de irradiancia mais elevado, apre-
sentarem valores superiores na taxa fotossintética a CO,
saturante. Isto traduz a melhor eficiéncia do aparelho fo-
tossintético desenvolvido sob condicoes de irradiancia mais
elevadas nas microplantas com enraizamento ex vitro. Este
melhor desempenho é consequéncia do facto de um melhor
sistema radicular ter maior capacidade de absorcio de agua,
permitir a formacéo de mais tecidos produtores (‘sources’) e,
como tal, maior quantidade de produtos que podem ser usa-
dos na fotossintese. A importancia de um sistema radicular
bem desenvolvido na capacidade fotossintética e sobrevi-
véncia na aclimatizacfio foi também referida por Moham-
med et al. (1992) em plantas de Pseudotsuga menziesii.

Do estudo da capacidade fotossintética feita em con-
di¢des nido limitantes, de luz e CO,, constata-se que o en-
riquecimento da atmosfera em CO, resulta num acréscimo
das taxas de fotossintese. Isto mesmo tem sido indicado
por outros autores, noutras espécies (Lakso et al., 1986;

Desjardins et al., 1987, 1995; Kozai et al., 1987; Faulks e
Mudge, 1988), referindo no entanto que se torna indispen-
savel proceder a um incremento na intensidade lumino-
sa para que o tratamento com CO, suplementar possa ser
eficiente. Nas condigdes experimentais dos nossos ensaios
admitimos que os valores maximos de irradidncia possam
atingir 400 pmol quanta m s!; valor a que foi registado
a saturacao.
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