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RESUMO

Apesar do consideravel interesse que revestem os estudos sobre nutrigdo
célcica e a importdncia da mesma na fisiologia e morfogénese vegetal, s6 um
limitado niimero de estudos tem sido realizados para avaliar as diferengas varietais .
em relagdo a absorgfio, transporte, translocagio e eficiéncia de utilizagdo do ido,
como um conceito integrado.

Os estudos sobre o célcio estdo comummente relacionados com as suas
fungdes bioquimicas, desenvolvimento vegetal, transporte pelas membranas celulares
e entre os diferentes tecidos da planta, com os seus efeitos sobre a sintese da parede
celular, e mais recentemente a sua fungfo como substincia de sinalizagio.

No entanto, no presente estudo abordou-se sob o ponto de vista integrado os
efeitos do célcio sobre todas as partes da planta, salientando as diferencas varietais
em relagdo a afinidade das mesmas pelo ifio em estadios prematuros da vida da
planta (teste precoce).

Utilizou-se a cultura in vitro como método de trabalho por permitir um
controle apurado tanto da composi¢do dos meios como das condi¢des ambientais a
que foram sujeitas as plantulas durante o decorrer dos ensaios.

Incorporou-se o conceito de teste precoce, ou seja as plantulas foram retiradas
do meio passados 15 dias do inicio da cultura; procedendo-se a avaliagio das
variedades em funcfo da sua afinidade pelo calcio.

Analisaram-se os efeitos que diversas concentragdes de célcio teriam sobre o
conteudo de célcio nos tecidos da parte aérea e da raiz das variedades seleccionadas,
e quais as modificagdes que os niveis de célcio nos tecidos teriam sobre os
pardmetros biométricos.

Estudos preliminares no campo permitiram seleccionar duas variedades com
diferente susceptibilidade a podriddo apical (Blossom-end-rof), sendo esta uma

desordem fisiol6gica que se caracteriza por uma marcada deficiéncia de célcio na
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RESUMO

parte distal dos frutos e que no tomate para indistria representa uma das principais
causas de depreciagfo dos frutos para a industria de pelado e concentrado.

O meio de cultura de base para todas as experiéncias realizadas neste trabalho
foi o de Murashige e Skoog (1962) modificado em relagdo & concentragdo de célcio
(as quais variaram, segundo as experiéncias entre ndo adi¢do € 4.5 mM).

Testou-se também o comportamento das variedades em fun¢fio dos niveis de
calcio externo quando submetidas a diferentes quantidades de energia, tanto da
energia fotossintética (plantas em regime autotréfico) como aquela que é incorporada
através da sacarose do meio (regime heterotréfico).

Por outro lado modificou-se a quantidade e qualidade da fonte de azoto
incorporada no meio de cultura e observou-se o seu efeito na absorgdo e translocagéo
do célcio na planta.

Para caracterizag@o das variedades em fungdo da sua afinidade com o célcio
foram medidos vérios pardmetros biométricos, assim como os contetidos internos de
célcio, a parti¢do do célcio entre raiz e parte aérea e a eficiéncia de utilizagéo do ido
pelas variedades.

Encontraram-se diferengas substanciais entre as variedades no que diz respeito
a homeostasia calcica e a eficiéncia de utilizagdo do ido, especialmente quando
submetidas a condi¢des extremas de célcio no meio (défice e excesso).

As cultivares analisadas apresentaram variagdes nos seus pardmetros
biométricos, estando estes correlacionados com os conteudos de célcio nos tecidos o
que mostra variagdes estruturais e fisiologicas entre elas. As alteragBes energéticas
(sacarose ¢ PAR), e das fontes de azoto incorporadas no meio, modificaram

substancialmente as quantidades de calcio nos tecidos das duas variedades.
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ABSTRACT

Despite the considerable interest in calcium nutrition and its importance in the
physiology and morphogenesis of plants, only a limited number of studies have
especially focused on variety differences in calcium uptake, distribution and use
efficiency in an integrated concept.

Calcium studies are commonly related with biochemical functions, plant
development, and transport by membranes and between tissues, effects on the wall
syntheses, on carbohydrate metabolism, calcium as a signal substance and recently
calcium pumping ATPase.

Our approach however involves the integration of all the seedling parts tries to
point out differences between varieties relatively to their Ca®>" affinity at early stage
of plant life. We analysed also the effect of calcium in a wide range of calcium
media concentration. We used artificial conditions (in vitro culture) to control the
nutrient medium composition and the environmental conditions of the plant.

Preliminary experiments in the field on tomato blossom end rot (physiological
disorder related to calcium fruits deficiency) allowed us to select two varieties with
different calcium sensibility.

We used Murashige and Skoog (1962) basal medium modified for calcium
concentration (in a range between traces and 4,5 mM of calcium) to evaluate the
varieties behaviour on calcium media content. Otherwise we tested the varieties at
different levels of calcium media content in relation with the quantity of energy
brought by the photosynthetic active radiation (PAR) and by different quantities of
sucrose. We also tested the interaction between the quantity and quality of nitrogen
in the media and the calcium absorption and distribution in the plant.

Biometrics parameters, tissue calcium content, partitioning of calcium
between the seedling parts, and calculations of the calcium use efficiency are used to

evaluate variety differences.



ABSTRACT

Substantially differences about calcium homeostasis and calcium used
efficiency are found between varieties, especially at the extremes (deficit and excess
of calcium media concentration).

The biometrics parameters in correlation with the calcium media content
reflect also structural and physiological variation. The level of energy as a carbon
source modifies substantially the capacity of the internal calcium regulation and this
capacity was not the same for the two varieties. One of the varieties showed much
more efficiency to regulate tissue calcium content even when no sucrose is added
and PAR is reduced to 50%. These results could be analysed in terms of calcium

pump system efficiency.



1- INTRODUCAO

1.1 - Justificagiio e objectivos do trabalho
1.1.1-Os problemas das deficiéncias em célcio
(A podriddo apical em tomate)

Em Portugal a cultura do tomate € a principal cultura para a inddstria
alimentar, transformando cerca de 600 000 toneladas de frutos frescos por ano, dos
quais 98% destinam-se & fabricagio de concentrado; 90% deste destina-se a
exportagdo. As zonas de produgdo estdo concentradas nas regides do Ribatejo,
Estremadura e Alentejo (Braga da Crﬁz, 1990).

A podriddo apical do tomateiro é o factor de prejuizo mais frequente e
importante na cultura do tomate para indistria em Portugal (Meierrose, 1990). Eéta
altera¢do fisiologica é causada por uma deficiéncia de célcio localizada na porgdo
distal dos frutos. Os frutos afectados apresentam na zona apical, uma necrose
superficial com a forma de uma mancha ligeiramente deprimida e arredondada, de
cor castanha (Cardoso Ribeiro, 1992).

Para além da podriddo apical existem outras enfermidades fisiolégicas
relacionadas com a falta de calcio como sfo: o abotoamento na couve-flor, o tip burn
na alface, o blackheart no aipo, o bitter pit na maga, a podriddo apical no pimento
doce e no meldo, etc. (Shear, 1975; Bangerth, 1979 citados por Marschner, 1995).
Todas estas deficiéncias estdo associadas com as altas taxas de crescimento € baixas
taxas de transpiragdo o que em conjunto, incrementam o risco de que o conteudo de
calcio seja menor que o nivel critico de célcio requerido para a estabilidade da parede
celular e integridade das membranas dos orgdos afectados.

Diversos factores seriam responsaveis pelo aumento da incidéncia da podriddo
apical no tomate, entre eles pode-se citar;

- 0 stress hidrico (Adam e El-Gizawy, 1986, citado por Brown e Ho, 1993),

- - 0 Stress osmotico na zona das raizes (Ehret e Ho, 1986 citados por Brown e

Ho, 1993);



1 - INTRODUCCAO

- a susceptibilidade do cultivar (Adams e Ho, 1992);

- 0 ensombramento (Ho et al., 1993);

- os factores que influenciam a longo prazo o desenvolvimento do fruto e

particularmente o desenvolvimento do tecido xilémico (Ho et al.,, 1993,

citados por Brown e Ho, 1993) e

- - 0 antagonismo com outros catides como ocorre com altas concentragdes de

K" ou NH," no meio (Besford et al., 1978; De Kock et al., 1979; Carpena et

al., 1986 citados por Dumas, 1990).

Marschner (1995) explica que um incremento na concentragdo de calcio na
solugdo externa conduz a um incremento no conteddo de célcio nas folhas, mas néo
necessariamente em 6rgdos com taxas de transpira¢do baixa como séo os frutos ¢ os
tubérculos. Por outro lado, as plantas tem desenvolvido mecanismos para restringir o
transporte de calcio até estes 6rgios mantendo uma baixa concentragéo de célcio na
seiva do floema, através da precipitagio do Ca®* como oxalato dentro dos tubos
crivosos (Liegel, 1970; Fink, 1991b citados por Marschner, 1995) ou no tegumento
das sementes (Mix e Marschner, 1995).

A dilui¢do do conteido de célcio nos tecidos, devido ao crescimento, € outro
meio de manter um baixo nivel de célcio. A manutengfo desta baixa concentragio €
necessaria para uma rapida expansfio celular e uma alta permeabilidade da
membrana, tanto nos frutos como nos tecidos de armazenamento (Mix e Marschner,
1976a).

Ho et al., (1993) estudaram também as possiveis causas da podriddo apical no
tomateiro em relagfo & absorg#o e transporte de célcio. Entre algumas das conclusdes
do seu trabalho referem que as bases fisioldgicas da susceptibilidade a podridao
apical é devida a interacgdo entre o hébito de crescimento do fruto e o ambiente onde
a planta cresce. Assim, uma reduzida absor¢do de célcio pelas raizes (salinidade,
stress osmotico, etc.) ou um fraco transporte de célcio dentro do fruto, reduzem a
concentragio do seu armazenamento extra-celular nos tecidos da parte distal do frilto

mais que noutras partes do mesmo.
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concentragdo do seu armazenamento extra-celular nos tecidos da parte distal do fruto
mais que noutras partes do mesmo.

Uma grande necessidade de célcio na sintese do plasmalema resultante de
uma elevada taxa de alongamento celular, decorrente de um importe elevado de
sacarose ou uma elevada temperatura do fruto, poderiam incrementar o deficit
existente entre a disponibilidade e a necessidade de célcio. Assim, uma alta taxa de
alongamento e crescimento celular acompanhada por uma taxa de transporte baixa
dentro do fruto seriam as bases da susceptibilidade diferencial 4 podriddo apical. No
entanto e segundo Ho, et al., (1993) entre as cultivares de tomateiro susceptiveis a
podriddo apical a importincia relativa destes factores podem diferir. Sendo em
alguns mais grave a baixa absorgdo de calcio pelas raizes e em outros poderia ser
mais grave um deficiente transporte de célcio no xilema dentro do préprio fruto.

Sendo a podriddo apical uma das principais causas de perda de frutos nas
areas de produgio em Portugal, nfio existem no entanto trabalhos sobre as causas da
variabilidade genética existente entre cultivares resistentes e susceptiveis. Assim o
objectivo deste trabalho foi o de investigar as diferengas entre variedades em relagédo
a afinidade ao Ca®* em estadios prematuros da vida duma planta (teste precoce)* e se
uma maior afinidade pelo célcio estaria em concordancia com uma manifesta
resisténcia & podriddo apical.

A utilizagdo da cultura in vitro permitiu controlar a composi¢do mineral dos
meios de cultura (particularmente as concentragdes de calcio e as fontes de energia) e
manter constantes os factores fisicos durante o decorrer das diferentes experiéncias.

A compreensio dos mecanismos envolvidos na absor¢do e no transporte de
calcio abre novas perspectivas para a investigagdo das bases genéticas destas
diferengas, e para elaboragdo de programas de melhoramento genético em relagéo a
este aspecto. Contudo, ndo é possivel discutir as diferengas na afinidade varietal em

relagdio ao calcio sem um conhecimento aprofundado do metabolismo deste ido na

* 24
De acordo com o AUPELF, teste preoce é definido como um teste preditor através do qual se antecipa a
expressdo fenotipica global, aproximandose o mais possivel da informagfio genética (genbtipo) por
intermédio de um factor estreitamente correlacionado (frequentemente a resposta é morfolégica,
fisiol6gica ou molecular)
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2.1 - Caracterizagdo do ido célcio

O célcio é um catifio relativamente grande cujo raio i6nico € de 0,412 nm com
uma energia de hidratagio de 1577 Jmol ' (Marschner, 1995). A concentragdo média
de célcio necesséria para um adequado crescimento vegetal € na parte aérea de 0.125
mmol g” (5 mg g’ ), Brown et al., 1987 citados por Marschner, 1995. Para outros
autores os contetidos médios de célcio nas plantas variam entre 1 a 3 mg por cada
100 mg de matéria seca (Demarty et al., 1984), ou 5-30 mg g de matéria seca
(Mengel e Kirkby, 1982). Dependendo das condigdes de crescimento da espécie e do
6rgdo, a concentrago de célcio varia entre 0,1 a 5% do peso da planta (Marshener,
1995).

As plantas tipicas de solos calcérios (calcicolas) contém normalmente muito
mais calcio nos tecidos que as de solos 4cidos. Nas calcicolas o célcio pode ser
fornecido em altas concentragdes podendo alcangar mais de 10% do peso seco, por
exemplo nas folhas maduras, sem causar sintomas de toxicidade ou inibi¢do severa
do crescimento. Por outro lado, os requerimentos de célcio para um crescimento
6ptimo sdo muito menores nas mono que nas dicotiledoneas, como se mostra na
Tabela 2.1. Estas diferengas sdo um reflexo das necessidades de calcio a nivel dos
tecidos, as quais sdo mais baixas no azevém (0,7 mg g”) que no tomateiro (12,9 mg
g’') para um crescimento maximo relativo de 100. Estas diferencas entre mono e
dicotiledéneas tém sido confirmadas em grande numero de espécies (Islam et al.,
1987, citados por Marschner, 1995).

As duas cargas (+) do ido calcio fazem dele um elemento facilmente
absorvivel pelas membranas biologicas, que sdo geralmente carregadas
negativamente. O Ca** possui igualmente uma tendéncia para formar complexos
organo-metalicos: os quelatos. Nas regibes superficiais da célula, ele neutraliza 0s

acidos pépticos constituintes da lamela média.
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Tabela 2.1 - Efeito da concentragio de célcio na solugio nutritiva sobre a taxa de
crescimento relativa de duas espécies e contetidos de célcio nos tecidos da parte aérea.

Célcio na solugéo
nutritiva (uM) 0,8 2,5 10 100 1000
Velocidade de
crescimento
AZEVEM 42 100* 94 94 93
TOMATEIRO 3 19 52 100* 80

Contetido de Ca** em
mg g’ de matéria seca
AZEVEM 0,6 0,7* 1,5 1,7 10,8
TOMATEIRO 2,1 1,3 3,0 12,9* 24,9
Loneragan et al., 1968; Loneragan e Snowball, 1969. Fonte Marshner, 1995.

Na auséncia de Ca** ou em presenga de ides oxalicos que o podem precipitar,
os tecidos tém tendéncia a se dissociarem (Heller et al., 1989). Segundo o mesmo
autor, a fixagdo do Ca®>* sobre os sitios negativos das cabegas polares dos
fosfolipidos membranares tende a aproxima-los, dando-lhes uma maior coesdo.
Deste modo, o Ca®>* diminui a permeabilidade celular, limita a penetragio da 4gua e
da maior parte dos ides, especialmente do ferro e do potassio. No entanto, o Ca**
aumenta os riscos de caréncia de elementos necesséarios as plantas, quando estes
estdo presentes em pequenas quantidades.

O Ca®" penetra no lume dos vactiolos, preferencialmente nos tecidos adultos,
neutralizando os 4cidos orginicos em excesso, precipitando os 4cidos oxalico,
tartarico e citrico em cristais; 4cidos que sfo particularmente abundantes nos tecidos
velhos, onde as oxidagdes se realizam deficientemente (Heller et al., 1989).

Os estudos tradicionais sobre o ido focavam principalmente aspectos
relacionados com (a) disponibilidade do célcio no solo, (b) absor¢do ao nivel
radicular, (c) transporte e translocagfo, (d) conteudo nos tecidos e distribui¢do na
planta, (¢) compartimentagdo do Ca’* na célula e (f) deficiéncias de Ca** nos
vegetais. Os trabalhos mais recentes sobre o Ca® nos vegetais tem-se centrado nas
suas fungdes sobre a regulagdo celular e sobre a sua acgiio como mensageiro
secundario. Estas Gltimas contribui¢des tem incrementado grandemente o interesse
pelo ido (Ferguson, 1990).
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Este trabalho sobre a afinidade do ido célcio enquadra-se dentro dos aspectos
designados de “tradicionais” (absorgdo, translocag@o e transporte). Na revisdo sobre
o Ca?" incluiram-se alguns aspectos sobre a fungfio do mesmo como regulador das
respostas celulares aos sinais exteriores (mensageiro secundério) por se considerar
que esta ficaria incompleta se nfo fosse abordado este aspecto fundamental da
fun¢do do ifio calcio na planta. Por outro lado esta fungéio do ifio célcio permite
compreender melhor os aspectos relacionados com a sua compartimentagdo nas

células vegetais.

2.2 - Absorgio, transporte e translocacgiio do cdlcio na planta

A absorgio, transporte e distribuiggo do célcio na planta seguem sempre as
seguintes etapas:

a) absor¢#o ao nivel radicular,

b) transporte através da raiz até os vasos xilémicos e

¢) movimento até a parte aérea ou até os 6rgéos de armazenamento.

2.2.1- Absor¢do ao nivel radicular

O contetido de Ca** na planta, segundo Loneragan e Snowball, (1969) é
controlado fundamentalmente por via genética, sendo pouco afectado pela
disponibilidade de célcio no meio onde se encontram as raizes. Como regra geral,
pode-se dizer que existe uma grande discrepancia entre a concentragdo dum
elemento mineral no solo ou na solugdo nutritiva e os requerimentos destes
elementos pela planta. Por outro lado existem na solug&o do solo altas concentragdes
de elementos minerais que nfio sdo necessarios para o crescimento vegetal; sendo o
mecanismo de absorc¢do dos nutrientes um processo selectivo. Segundo Marschener,
(1995) as velocidades com que os diferentes ides s3io absorvidos depende

fundamentalmente da espécie e do ido em causa, como pode ver-se pela Tabela 2.2.

27



2 -REVISAO BIBLIOGRAFICA

Tabela 2.2 - Variagdes na concentragiio dos ides Ca>* e K* na solugdo externa e na seiva das
raizes de milho e feijdo

Concentragdo externa (mM)
Apo6s 4 dias ® Concentrag8o na seiva da raiz
(mM)
Inicial Milho Feijdo Milho Feijdo
Potassio 2.00 0.14 0.67 160 84
Calcio 1.00 0.94 0.59 3 10

* No foi compensada a 4gua perdida pela transpiragdo
Fonte: Marschener, 1995.

Os movimentos dos ides e outros solutos de baixo peso molecular desde a
solugdo externa para o interior da parede das células ou raizes (nos espagos
intercelulares) é um processo ndo metabdlico (passivo) levado a cabo por difusdo ou
fluxo em massa. Ndo obstante, as paredes celulares podem interactuar com o0s
solutos, facilitando ou restringindo os movimentos dos mesmos até os sitios de
absor¢io da membrana plasmadtica das células ou raizes (Marschener, 1995). As
paredes das células estdo constituidas por uma rede de celulose, hemicelulose
(incluindo pectinas) e glicoproteinas. Estas paredes possuem poros de diferentes
tamanhos, podendo os maiores chegar a medir 5.0 nm (Carpita et al., 1979).
Comparativamente os ides hidratados de célcio sfio bastante mais pequenos, sendo
10 a 20% menores que os poros da parede (Tabela 2.3). Deste modo, pode afirmar-se
que estes poros (chamados de interfibrilares e espagos intermicelares) ndo

ofereceriam nenhuma restri¢do a0 movimento dos ies nos espagos livres da raiz.

Tabela 2.3 - Tamanho dos poros nas paredes celulares da rizoderme e do cortex e tamanho
dos ides calcio e potassio hidratados.

Dimetro (nm)

Parede celular da rizoderme 500-3000
Parede celular do cértex (milho) 100-200
Poros da parede <5.0
Sacarose 1.0
I6es hidratados

Ca** 0.82
K" 0.66

Fonte: Marchener, 1995.
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Uma porgdo varidvel das pectinas da parede celular sfio A4cidos
poligalacturénicos que se originam na lamela média. Assim, os grupos carboxilicos
(R.COO") do apoplasto actuam como intercambiadores de catides.

Nas raizes os catides da solugdo externa, como sdo os catides calcio, podem
acumular-se nos espagos livres (nfo metabdlicos), os quais ndo sdo propriamente
espagos livres em que os caties podem circular livremente; pelo que, Hope e
Stevens, (1952) introduziram o termo espago livre aparente (dpparent Free Space,
AFS) para o apoplasto. Isto inclui o espag:o livre para a circulagdo da dgua (Water
Free Space, WFS), qué é acessivel aos ides e moléculas com e sem carga, € 0 espago
livie Donnam (Donnan Free Space), onde ocorrem o intercAmbio catiénico e ao
mesmo tempo a repulsdo dos anides.

Os catides bivalentes como o Ca®>* sdo assim preferencialmente ligados a estes
sitios de intercambio. Existem considerdveis diferengas na capacidade de
intercAmbio catiénico (Cationic Exchange Capacity, CEC) entre espécies vegetais,
isto é o nimero de catides intercambiados pelos sitios localizados nas paredes
celulares.

Apesar da selectividade da fixagdo dos catides pelas paredes celulares, os
locais principais da selectividade da absor¢do de catides, anides e a dos solutos
encontram-se preferencialmente na membrana plasmatica das células da raiz. Esta
barreira actua nos dois sentidos, seleccionando por um lado os ides que entram do
apoplasto para o citoplasma (influxo) e pbr outro os ides que saem do citoplasma
para o apoplasto ou para solugfo externa (efluxo).

A outra barreira é o tonoplasto (membrana vacuolar) que no caso do Ca®* é de
fundamental importancia por ser o destino principal do célcio livre citoplasmatico
nas célula vegetais (Marschner, 1995).

A membrana plasmatica funciona como uma barreira efectiva a difusdo e
intercambio de ides. Isto é demonstrado pelo facto da maioria do 45Ca®" absorvido

(influxo) encontrar-se ainda intercambidvel no espago livre aparente (apoplasto),

passados 30 minutos apés a entrada na raiz (Macklon e Sim, 1975, citados por
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Clarkson, 1984). Entretanto a maioria do Ca®* encontrado na raiz tinha sido
rapidamente trocado com o Ca®* da solugfio externa, saturando todo o espago cortical
extra celular. A entrada de célcio no apoplasto, pode ser impedida por catides, por

ex. aluminio, que podem precipitar-se sobre a superficie da raiz (Clarkson, 1984).

2.2.1.1 - Interac¢iio com outros ides

Até aqui considerou-se que a absorgdo do Ca®* & um processo que
depende das suas propriedades fisico-quimicas e da selectividade das membranas
celulares das células da raiz. Todavia na solugdo externa (ou em solugdes nutritivas),
tanto anides como catides estdo presentes em diferentes formas e concentragdes, pelo
que so frequentes interacgdes entre eles durante o processo de absor¢do (Marschner,
1995). Entre estas interacgdes descrever-se-8o brevemente a competicio € o

. . + o~
sinergismo do Ca** com outros ides.

2.2.1.1.1-Competicio
O melhor exemplo de competi¢do com o Ca?* ¢ a inibi¢Sio na absor¢dio do
mesmo pelo NH,* (Shaviv et al., 1987). Esta competi¢do entre ambos € devida a
concorréncia pelas cargas negativas de células individuais, dos tecidos e 6rgdos
(Engels e Marschner, 1993). Por sua vez o Ca®* compete activamente com o Mg**

reduzindo marcadamente as taxas de absor¢do do mesmo (Marschner, 1995).

2.2.1.1.2- Sinergismo

O sinergismo entre ifes € outro aspecto a ter em consideragdo em
estudos de absorgdio mineral. A estimulagdo na absorgdo de catides pelos anibes e
vice-versa é uma consequéncia da necessidade de manter o balango de cargas nas
células. O sinergismo na absor¢do pode ser o resultado de um incremento na
actividade metabélica das raizes quando os nutrientes s3o supridos, apés um periodo

de restricao.
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Um exemplo de sinergismo ¢ o estimulo da absorg#o de ides e catides. O Ca**
estimula a absorgdio liquida de K™ em condigBes de baixo pH, principalmente pelo
facto de contrapor os efeitos negativos das altas concentragdes de H' sobre a
integridade das membranas e sobre o funcionamento da bomba proténica de efluxo.
Quando existe um baixo pH no solo ou na solugéo nutritiva o Ca** nio s6 favorece
um influxo liquido de K* (contra-transporte) mas também de anides como o CI
(Marschner,1995).

Devido ao seu efeito estabilizador na membrana plasmética, o Ca>* tem um
importante papel na selectividade da absorgfo i6nica, especificamente na relagdo
K*/Na" nas raizes. O calcio actua favorecendo a selectividade pelo K* por uma ou
vérias das seguintes vias: estimulando as bombas de efluxo do ido Na', como
contratransporte do K'/Na", sobre a bomaba H'/Na’, ou ainda pelos seus efeitos
gerais sobre a integridade das membranas. Quando o célcio est4 ausente na solugdo
externa, a selectividade das membranas i absor¢do i6nica diminui, Tabela 2.4;
(Marschner, 1995).

As altas concentragdes de cdlcio sfio particularmente necessrias para a
manutengio da alta selectividade K'/Na" e para a tolerancia das plantas & presenga

de certos sais em excesso.

Tabela 2.4 - Efeito do Ca®* na selectividade das raizes sobre K'/Na".

Taxa de absorgo (peq. g peso fresco; 4 )

Solugdo externa NaCl+KCl Milho Beterraba sacarina
(10 meq .I"" de cada) Na® K" Na'+ Na* K' Na'+K'
K+
- Célcio 9 11 20 18.8 8.3 27.1
+ Cilcio® 5.9 15.0 20.9 154 10.7 26.1

#0.5 mM CaCl,. Fonte: Marschner, 1995

2.2.2-Transporte do Ca®" através do cortex até aos vasos xilémicos radicais
Clarkson (1984) apresenta uma ampla revisdo sobre a passagem do Ca?* pelos

diferentes tecidos da raiz até alcangar os vasos do xilema e ser transportado as
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diferentes partes da planta. Este autor explica que a entrada de dgua e Ca®* alcangam
os seus valores maximos nas regides apicais da raiz, sendo fortemente influenciada
pelos desenvolvimentos anatomicos da endoderme. Na regifio apical da raiz as
células endodérmicas sdo grandes, tendo ja completado a primeira fase do seu
desenvolvimento ¢ possuem a banda de Caspari; os vasos do meta-xilema sdo
completamente conductivos, se bem que o grande xilema central possa ainda nio o
ser (Sanderson, Whitbread e Fielding, 1983; citados por Clarkson, 1984).

E importante para compreender os argumentos de Clarkson (1984), analisar
porqué a banda de Céspari afecta o fluxo apopléstico dos materiais. A banda ¢ por si
s6 uma barreira na qual os poros na parede celuldsica estdo bloqueados, ou
severamente restringidos por deposi¢es de lenhina e suberina. A superficie da
banda e o plasmalema das células adjacentes estio firmemente unidos, pelo que
resulta impossivel ao célcio atravessar a endoderme pela via apoplastica,
consequentemente o Ca®* & desviado para o interior do simplasto das células

endodérmicas (Figura 2.1).

ENDODERME

N

1

1

Figura 2.1 - Modelo proposto por Clarkson, (1984) no desvio da direc¢o dos fluxos de
Ca”'do apoplasto para o interior do simplasto das células endodérmicas e subsequente
efluxo activo para o interior do apoplasto estelar. A ciclose citoplasmaética participaria na
transferéncia do calcio ligado através do citosol. Fonte: Clarkson, (1984).
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Clarkson (1984), explica que, a menos que o citosol das células endodérmicas
seja diferente das outras células conhecidas, o calcio que entra deverd ser
rapidamente ligado para evitar a acumulagéo de Ca’ livre que danifique a célula. O
ca’ que entra no citosol das células endodérmicas sera posteriormente descarregado
por um efluxo activo no apoplasto da estela. Esta tltima passagem do Ca’ de dentro
das células endodérmicas novamente para o apoplasto localizado do lado interno a
banda de Caspari seria devida as bombas de célcio nas membranas.

Segundo medig¢des das quantidades de Ca2+ a diferentes niveis nos tecidos da
raiz, Clarkson, (1984) demonstra que a passagem do Ca2+ pelas células
endodérmicas é bastante ripida e explica que o plasmalema das cé€lulas
endodérmicas seria o ponto de localizagdo da actividade das ATPasas ligadas ao
Ca2+.

Esta conclusdo provém da observagdo de que a entrada de Ca** na raiz nio é
afectada ou é pouco afectada pelos bloqueadores da respiragdo, se bem que, a
transferéncia do mesmo até o xilema seja inibida pela acgfio destes bloqueadores.

Em regides mais velhas da raiz, uma outra resisténcia adicional a entrada de
célcio é imposta pela deposi¢do de suberina na lamela media e lenhificagdo da
parede celulésica tercidria (Clarkson e Robards, 1975 citados por Clarkson, 1984).
Assim, se uma grande parte da endoderme da raiz estivesse suberificada nos eixos
principais e nas ramificagGes, s6 10% das necessidades em Ca®** da parte aérea
poderiam ser obtidos. Deste modo, quaisquer modificagdes na condi¢do do solo ou

variagSes a nivel ambiental que incrementassem rapidamente a suberificagdo da raiz

produziriam rapidas deficiéncias de calcio na planta.

2.2.3-Movimento do Ca®" até a parte aérea ou até os 6rgios de
armazenamento
Como para a maioria dos outros ides, o transporte do Ca®" pelo xilema ocorre

principalmente por fluxo em massa, pelo que alteragdes nas taxas de transpiragéo
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tém grande influéncia na distribuigio e acumulagfio dos ides Ca® na parte aérea
(Epstein, 1972). No entanto, segundo Bell e Biddulph, (1963) as taxas de
transpirago ndo influenciariam o Ca>* do mesmo modo que influenciam outros ides.
Assim, a absor¢do e distribuigdo do célcio na planta n3o estio intimamente
relacionadas com a absor¢do de agua nem com a taxa de transpiragdo (Atkinson,
1991b citado por Atkinson et al., 1992).

Diferentes autores tem explicado o facto do ido céalcio nfo ser sé transportado
pelo fluxo em massa, se bem que os movimentos do Ca?" dentro da estela sdo
principalmente apoplasticos.

Os vasos do xilema distribuidos por toda a planta possuem abundantes sitios
de intercimbio para os ides Ca2+ e para outros catides bivalentes, assim estes sitios
de intercambio ficam fechados quando se d4 a sua saturagfio. A capacidade de
intercdmbio do xilema é da ordem de 0,6 a 1 x 10-7eq. cm” nos vasos do caule de
Papyrus sp. (Van de Geijn e Petit, 1979 citados por Clarkson, 1984). Este valor de
intercdmbio é muito grande para dever-se a um simples estrato sobre a superficie da
parede. Estes autores estimam que a densidade de cargas seria da ordem de 300-500
mol m.3 na fase Donnan da parede.

Os iBes Ca que transporta o xilema so fixados em grande parte pelas cargas
negativas das paredes das células xilémicas sendo logo absorvidos pelas células
adjacentes (Ferguson e Bollard, 1976; Van De Geijn e Petit, 1979; em Limami e
Lamaze, 1991). Desta forma, o cilindro do xilema opera como uma comprida coluna
de trocas, sendo a translocagfo do Ca’ realizada principalmente por processos de
intercdmbio, com grupos moleculares de carga negativa, ndo podendo, pelo tanto ser
s6 explicada em termos de fluxo massivo como anteriormente referido (em Limami e
Lamaze, 1991).

De facto, nas plantas em crescimento, o Ca2+ e translocado até ao éapice (o
qual ¢ um Orgdo com uma taxa de transpiragio extremamente baixa),
presumivelmente pela formagio de novos sitios de intercdmbio para o ido. Por outro

lado, o influxo de Caz+ nas folhas diminui logo que estas alcangam a maturidade,
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ainda que a taxa de transpiragdo das mesmas permanega constante (Koontz e Foote,
1966, citados por Banuelos et al., 1987). Parece, assim, que as plantas possuem
possibilidades adicionais de regulagdo interna da distribui¢io do Ca®* para além da
sua ligacdo aos suprimentos de d4gua e movimentos da mesma no xilema (Banuelos
et al., 1987).

Em concordincia com estas opinides, Marschner, (1986) explica que a
concentra¢fo idnica diurna do Ca2+ na seiva xilemdtica ndo se ajusta aos padrSes
gerais, para os quais a concentrag#o total de ides esti negativamente correlacionada
com a transpira¢do. A um maior fluxo de 4gua durante o fotoperiodo corresponde um
decréscimo da concentragdo iOnica; em contraste com estas observagdes a
concentragédo do Ca’ na seiva xilemética apresenta dois picos diferentes: um durante
o dia e outro a noite, ndo dependentes aparentemente do volume do fluxo no xilema.

Segundo Krug et al, (1972) condigdes que favorecem altas taxas de
transpiragdo na parte aérea da planta frequentemente diminuem os influxos de Ca2+
de 6rgdos com baixas taxas de transpiragdo como as rosetas da couve-flor. Nestas
condigdes os fluxos do xilema sdo dirigidos prioritariamente aos 6rgdos com taxas de
transpiragdo elevadas, ou seja as folhas exteriores, em detrimento das folhas
interiores as quais apresentam sintomas de deficiéncia por falta de Ca®".

Em contrapartida em condigbes de baixa transpiragdo, a velocidade do
volume do fluxo do xilema desde a raiz a parte aérea est4 determinado por pressdo
radicular. Deste modo o importe de 4gua e de Ca®* via xilema para os érgdos com
taxas de transpiragio baixas estdo dependentes preferencialmente da pressdo
radicular. A disponibilidade de &4gua na regido onde se encontram as raizes,
particularmente durante a noite, é deste modo fundamental para o transporte a longa
distancia até aos 6rgdos em crescimento activo, que apresentam altas demandas de
célcio (Marschener, 1995). Sendo assim, altos potenciais osméticos na solugdo do
solo (por exemplo em condigdes de salinidade, ou quando o solo vai secando)

. - ] . 2+
diminuem a pressdo radicular e os influxos de Ca nas folhas novas e nos frutos e
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induzem deficiéncias de calcio (Bradfield e Guttridge, 1984; Mizrahi e Pasternak,
1985; Berkel, 1988 citados por Marschener, 1995).

A pressdo radicular esta fortemente dependente da respiragdo radicular e dos
suprimentos de oxigénio as raizes. Uma interrup¢do do arejamento na solugio
nutritiva durante a noite ndo afecta a acumulagio de Ca2+ nas raizes de tomate mas
afecta principalmente o seu transporte até a parte aérea, que é deste modo reduzido
em 42% no caule e em 82% nas folhas (Tachibana, 1991).

Segundo De Guzman e De la Fuente, 1984, a regulagdo do transporte de Ca®*
entre a fonte e o destino, e feita presumivelmente por componentes ndo vasculares, .

sendo o ifo transportado de célula a célula com um contra-transporte de uma auxina

(AIA).

2.2.4 - Regulagido hormonal do transporte de Ca®.

Com vista 3 uma melhor compreensdio dos mecanismos ligados a regulagéo
interna da distribuicdo do Ca®* na planta, vérios autores investigaram a relagfo entre
as hormonas vegetais e o transporte de Ca®".

Existem varios trabalhos que demonstram uma correlagido estreita entre o
transporte do Acido Indol Acético (AIA) e o transporte de Ca2+ nos tecidos em
desenvolvimento. Foram propostas duas interpretagdes da interacgéo Ca /AIA. A
primeira, no qual o ido teria um papel fundamental na secregfo basipetala da auxina
(Dela Fuente, 1984 citado por Brown e Ho, 1993); sendo o Ca’" essencial para
manter o0 movimento polar do AIA (Allan e Rubery, 1991; Lee et. al, 1984; citados
por Brown e Ho, 1993).

A segunda proposta, contraria a anterior seria que o transporte do AIA teria
influéncia no transporte do Ca’ para os tecidos em desenvolvimento. Esta estreita
interacgdo entre o AIA e o Ca’" ocorre tanto a nivel celular como afecta também a
- redistribui¢do e o transporte a distdncia destas duas substincias na planta (Tamas,

1995).
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Banuelos et al., (1987), estudaram a relagfo entre o transporte basipetal da
auxina e o transporte acropetalo do Ca’" até aos frutos de tomate. Observaram uma
correlagdo positiva entre o transporte polar endégeno do AIA fora do fruto de tomate
e o transporte de Yca” para o interior do mesmo fruto (em condicfio de frutos com
taxa de transpiragdo nula). Assim, explicam que o ambiente natural e as condigdes de
cultura podem afectar o transporte basipetal da auxina (de modo semelhante aos
efeitos produzidos pelos inibidores especificos da auxina) e consequentemente
contribuir para diminuir a concentragdo do Ca’ em frutos com baixas taxas de
transpiragdo. Os possiveis mecanismos fisiolégicos envolvidos nas interacgdes entre
AIA e 0 ifo Ca’ tem sido discutidos em detalhe por Hertel, 1983; De Guzman ¢
Dela Fuente, 1986 e por Tamas, 1995.

Brown e Ho, (1993) que estudaram os factores que afectam o transporte do
Ca’ e 0 movimento basipeto do AIA em frutos de tomate em relagfo & incidéncia da
podriddo apical nfo encontraram evidéncias que o movimento basipetalo do AIA
fosse essencial para a simultdnea absor¢do e transporte do Ca’" até aos frutos de
tomate de cultivares com diferente susceptibilidade 3 podriddo apical. Banuelos et
al., (1987) concluem que, o nivel de Ca2+ no fruto seria importante no transporte
basipetal do AIA, isto é, o calcio regularia 0 movimento da auxina € ndo ao
contrario. Por outro lado estes autores citados por Ho et al., (1993) afirmam que os
factores mais importantes que afectariam a absorgéo de Ca’ e o desenvolvimento da
podriddo apical, seriam aqueles que influenciam a longo prazo o desenvolvimento de
tecido xilémico funcional e a integridade das membranas.

A influéncia do 4cido abscisico (ABA) em regular a entrada de Ca’ no
xilema foi testada por Atkinson et al., (1992). Estudos prévios tinham demonstrado
que aplicagdes de ABA nas raizes produziam um incremento na taxa de exudagfo do
xilema de plantas bem regadas quando as mesmas eram decapitadas. Este efeito foi
atribuido a modifica¢8es temporais na condutividade hidraulica e no balango i6énico
(Glinka, 1980; Fiscus, 1981; Anderson e Proebsting, 1984; citados por Atkinson et
al., 1992).
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As experiéncias com milho e tabaco realizadas por Atkinson et al., (1992) nas
quais 50 cm’ de ABA 10" M foram aplicados com a rega, 30 minutos antes das
plantas serem decapitadas, ndo produziu nenhum efeito na taxa & qual o calcio foi
enviado para o interior do xilema, nem sobre a sua concentragdo final, ainda que as
taxas de exudagdo das raizes decapitadas fosse aproximadamente o dobro depois do
tratamento com ABA.

Segundo Atkinson et al., (1992) o plasmalema na parte interna da endoderme
seria o ponto de localizagdo da bomba de regulag@io do efluxo para o interior do
xilema como foi explicado anteriormente por Clarckson, 1988. Alguma coordenagéo
entre 0 movimento enddégeno do ABA desde o interior da raiz para o centro do
xilema e o seu efeito no fluxo do célcio seria devida ao envolvimento do Ca®* nas

respostas celulares ao ABA (Mc Ainsh et al., 1990; Gehring, Irving e Parish, 1990).

2.2.5- Transporte de Ca** pelo floema

Como anteriormente foi referido, o transporte a distancia do Ca?* entre a raiz
e a parte aérea, realiza-se predominantemente nos vasos nio vivos do xilema; este
transporte € unidireccional, isto €, desde a raiz até a parte aérea. Em contraste, o
transporte a distancia no floema realiza-se nas células vivas dos tubos crivosos e é
bidireccional. A direcgdo deste transporte esta determinada principalmente pelos
requerimentos nutricionais dos varios 6rgdos e tecidos e ocorre sempre da fonte ao
destino.

Por outro lado o transporte via floema é um importante componente no ciclo
dos nutrientes minerais entre a parte aérea e a raiz (Marschner, 1995). Durante o
transporte, os elementos minerais e os solutos organicos sdo transferidos entre
xilema e floema por processos de intercAmbio, denominados de carga e descarga
(loading e unloading). As transferencias so feitas por células especificas chamadas

células de transferencia (Pate € Gunning, 1972 citados por Marschner, 1995).
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Pelo facto do transporte floemaético ser feito em células vivas e dado que o ido
célcio tem uma consideravel habilidade de estabelecer ligages cruzadas entre
polimeros e de criar estruturas rigidas, os contetidos de célcio livre no floema sio
baixos (Epstein, 1972).

Outra razdo para o baixo contetido de célcio livre no floema, apontada por
Marschner (1995), € a constituicdo das placas crivosas que unem os elementos dos
tubos crivosos. Os contornos destas placas estdo delineados por calose, um
polisacérido altamente hidratavel, existindo evidéncias que com elevados contetidos
de Ca’ no floema, a calose pode depositar-se rapidamente, obliterando as placas e
consequentemente impedindo o transporte a distancia nos tubos crivosos do floema.
Sendo assim, s6 muito pequenas quantidades de Ca”' deveram estar presentes no
floema para ser possivel o normal funcionamento do transporte a longa disténcia
(Kauss, 1987 citado por Marschner, 1995).

As quantidades de Ca’ presentes no exudado de floema de caules de
Nicotiana glauca obtido por Hocking, (1980) foi de 83.3 pg mI"' (pH do exudado
7.8-8.0), entretanto para a mesma planta e condi¢des, a quantidade de calcio no
exudado de xilema foi de 189.2 pg mI” (pH do exudado 5.6-5.9). A excepgdo do ifio
Ca2+, a concentragdo de todos os outros solutos encontrados por Hocking, (1980b) no
floema foram varias vezes superiores aos do xilema como se mostra na Tabela 2.5.

Nio s6 as quantidades de Ca®* no floema sdo baixas, mas também o ¢ a sua
mobilidade. Do mesmo modo que o mangands o Ca’* move-se lentamente no
floema, pelo que as demandas de Ca®* nos locais de crescimento activo devem ser
cobertas pela importagdo de Ca®" via xilema (Marschner, 1995). As diferengas no
transporte de Ca®" entre o xilema e o floema ficam bem evidentes na Tabela 2.6.
Estas diferengas sdo bem evidentes quando comparamos o Ca’" com o K*, um dos
elementos minerais mais méveis no floema.

Os problemas da falta de Ca** dos orgios em crescimento activo (geralmente

caracterizados por baixos suprimentos de 4gua via xilema), sdo agravados pelas

quantidades quase despreziveis que chegam a estes 6rgdos via floema. Este facto esta
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na origem das doencas fisiolégicas como a podriddo apical no tomateiro. Além
disso, existe uma correlacdo negativa entre a velocidade de crescimento e o contetido
de Ca®* na matéria seca dos frutos em crescimento, ndo sendo observado isto em
relagdo ao K.

As altas taxas de crescimento que ocorrem nas zonas e 6rgdos em crescimento
activo sdo devidas a elevados influxos de solutos que transloca o floema e
correlacionadas com as elevadas quantidades de K ali encontradas, mas com baixos
influxos de Ca®*. Por outro lado e como referido anteriormente, nos érgos com
taxas de transpiragdo baixa, as altas taxas de solutos que a eles chegam via floema
diminuem ou ainda invertem a direc¢do dos fluxos do xilema (Mix e Marschner,
1976c¢ citados por Marschner, 1995). Este contrafluxo da 4gua no xilema pode ser
significante como ocorre nos bagos de videira (Lang e Thorpe, 1989 citados por
Marschner, 1995) ocasionando a saida de célcio e outros solutos destes frutos (Mix e

Marschner, 1995).

Tabela 2. 5 - Comparagio dos niveis de solutos orginicos e inorginicos em exudados de
floema e xilema de Nicotiana glauca.

Exudado de floema Exudado de xilema Razdo concentragio

(incisdo de caule) (traqueia) floema/xilema

pH 7.8-8.0 pH 5.6-5.9
Substancia (ng mI™yP (ug mI)°
Matéria seca 170-196° 1.1-1.2° 155-163
Sacarose 155-168° ND —
Comp. aminados 10 808.0 283.0 38.2
Nitratos ND NA —
Ambnio 453 9.7 4.7
Potassio 3673.0 204.3 18.0
Fosforo 434.6 68.1 6.4
Cloreto 486.4 63.8 7.6
Enxofre 138.9 43.3 3.2
Caélcio 83.3 189.2 0.44
Magnésio 104.3 33.8 3.1
Sédio 116.3 46.2 2.5
Ferro 9.4 0.60 15.7
Zinco 15.9 1.47 10.8
Manganés 0.87 0.23 3.8
Cobre 1.20 0.11 10.9

Extraido de Marschner, 1995. * Hocking (1980). ° ND. quantidades ndo detectiveis; NA, ndo
existem dados disponiveis. em mg ml™.
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Tabela 2.6 - Importes de K", Mg*" e Ca®" pelo apice terminal e folhas jovens de ricino,
Ricinus communis (Ricino)

Rebento terminal Folhas jovens
K Mg Ca K Mg Ca
Xilema 3.9 8.0 42 20.6 5.2 24
Floema 20.4 2.0 0.03 19.3 2.0 0.03

Extraido de Marschner, 1995. Os dados estdo em pumol por planta para 9 dias.
Os dados foram recalculados a partir dos trabalhos de Jeschke e Pate (1991b)

2.3 - Compartimentacio intra e extra celular do Ca’",
A distribuigdo tipica do calcio em células de tecidos vegetais completamente
desenvolvidos e portanto com alta capacidade de intercambio catidnico nas paredes

celulares € mostrada na Figura 2.2.

.@@Reﬁculo
endoplasmitico
Vacuiolo

Figura 2.2 — Representagdo esquematica de duas células adjacentes com a distribuigdo
tipica de Ca 2+(0). Marschner, 1995.

Como pode ver-se na Figura, existem zonas de alta concentragdo de cdlcio e
outras zonas com uma concentracdo muito baixa. Altas concentra¢des encontram-se
na lamela média da parede celular, no exterior da membrana plasmatica (MP), no

reticulo endoplasmatico (ER) e nos vactolos (Marschner, 1995).
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Tanto a localizagdo como os potenciais electroquimicos que existem nas
membranas dos constituintes celulares sfo de fundamental importincia para o
normal funcionamento e regulagio dos continuos processo metabdlicos que ocorrem
no citoplasma e organelos. Ainda que os gradientes de célcio sejam relativamente
estiveis, estes sfo estabelecidos por um balango dindmico de influxos e efluxos

através de cada uma das membranas celulares (Busch, 1995).

2.3.1-Vactolos

Os vactiolos, devido ao seu grande tamanho relativo, constituem o mais
importante reservatério do Ca’* celular, permitindo a homeostase do Ca** citosélico.
O Ca®* vacuolar pode variar entre centos de micromoles a quantidades milimolares
(Bethke et al., 1995). A diferenca de potenciais electroquimicos (ApCa®") através do
tonoplasto (TP) pode ser calculada em 28-34 KJ mol”. Em células nfio estimuladas,
grandes fluxos de Ca®* ocorrem através do TP, similares em magnitude aqueles que
ocorrem na MP. Em células estimuladas por sinais externos (ver secg¢éo 2.6.3),
ocorrem cimbios no potencial do TP, que fazem libertar para o citoplasma o Ca?*
armazenado no vactiolo. Porém, segundo Bush, (1995) € necessario mais informagédo
para se conhecer os cAmbios que estes sinais provocam no potencial eléctrico desta

membrana.

2. 3.2 - Reticulo endoplasmatico:

O reticulo endoplasmatico (RE), do mesmo modo que o vactiolo, funcionaria
como depésito intracelular de Ca®*. N#o tem sido possivel até ao momento
determinar com exactiddo as quantidades de Ca** do lume reticular; no entanto
pensa-se que nele existiriam elevados niveis de Ca**, mas nfio ultrapassando os 50
M. O RE das células de aleurona de cevada contem niveis milimolares de Ca*",

com valores na concentragio de Ca”" livre que alcangam os 5 pM (Bush et al. 1989,
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Busch et al., 1993 citados por Bethke et al., 1995). Medi¢des dos efluxos de Ca®* de
vesiculas de RE, indicam que existe um rapido intercimbio de Ca?" através da
membrana do mesmo; estes dados sugerem que o nivel de Ca** do RE é mantido
pelo balango entre ripidos processos de efluxos e influxos. No entanto a importincia
do RE como fonte de Ca** em células estimuladas por sinais externos (ver secgdo
2.6.3) ¢ a sua participagdo nos processos de resposta-estimulo ndo é conhecida
(Bush, 1995).

As superficies do RE excedem grandemente as quantidades de calcio
vacuolar, mas nfo existe evidéncia que este armazenamento ao nivel do reticulo

contribua para manter a homeostase do Ca®* citos6lico (Bethke et al., 1995).

2. 3. 3 - Plastidios e Mitocondria

Os cloroplastos e as mitocondrias também contem niveis milimolares de Ca**
e segundo alguns investigadores estes dois organelos possuem um importante papel
na homeostase célcica (Burchert et al, 1990; Dieter ¢ Marme 1980; Kreimer et al.,
1988; citados por Bethke et al., 1995). Todavia, existem ainda muitas duvidas sobre
a magnitude das diferengas de potenciais electroquimicos (ApCa%), nas membranas
externas dos plastidios e mitocondria, porem ndo parece provavel que tenham a
mesma importancia das que ocorrem através da MP, TP, e RE.

Os cloroplastos e as mitocondrias contém niveis milimolares de Ca** total, se
bem que ligado aos fosfatos e lipidos membranares. Os aumentos de Ca** que
ocorrem no interior dos plastidios e mitocondrias relativamente ao Ca** do citosol,
sfo atribuidos a um balango nos potenciais da membrana que se incrementa como
resultado da fotossintese ou da respiragéo.

Diferengas transitorias de potenciais electroquimicos (ApCa®") permitem a
entrada de consideraveis quantidades de Ca®* nos cloroplastos em células expostas a
luz. No caso dos plastidios o incremento de Ca®" interno estaria relacionado com

determinados processos como a expressdo génica (Bush, 1995).
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2.3.4 - Nicleo

N#o tem sido possivel até agora penetrar no invélucro do niicleo para medir
os niveis de Ca?* do mesmo. As técnicas por imagem nio mostram nenhuma
diferenga entre o contetido de Ca>* do niicleo e do citosol que o rodeia. Este facto
ndo € estranho pois, se considera que os poros do invélucro do micleo possuem
tamanho suficiente para permitir movimentos difusivos de Ca** entre um e outro
lado. Trabalhos recentes em células animais indicam a existéncia de cimbios no
contetido Ca®" dos nucleos, cAmbios que podem ser maiores ou menores do que as
trocas que ocorrem simultaneamente no citosol que o rodeia. Estas observagfes terdo

que se confirmadas segundo Bush, 1995.

2.3.5- Citosol

Em contraste com as elevadas concentragdes de calcio que se encontram no
reticulo endoplasmatico e nos vactiolos, a concentragdo de Ca** livre no citosol é
extremamente baixa, sendo raramente superior a 1uM

Para avaliar o conteado de Ca’' livre no citoplasma de células vegetais
existem uma série de condicionantes, uma delas é sem divida a presenga tanto da
parede celular como do vacuolo, que dificultam a colocagio dos microelectrodos
necessarios para a medigio dos ides de Ca®* livre do citoplasma.

Recentemente, diferentes autores, utilizando diferentes técnicas, tem feito
estimativas dos conteudos de Ca®* no citoplasma de células de tecidos vegetais, que
indicam que a concentragdo de Ca®" intracelular nestas células é mantida a niveis
nano-moleculares médios (Tabela 2.7)

Imagens de Ca** no citosol indicam que a sua concentragdo nio € a mesma
em todas as partes do citosol. Estes gradientes de Ca®* citoplasmatico s3o segundo
Bush, (1995) importantes para o funcionamento normal da célula e especialmente

para a “transduc¢do” de sinais externos.
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Tabela 2.7 - Estimagdes da concentragio de Ca?* livre no citosol de tecidos vegetais

TECIDO CoNC. REF.

Protoplastos cenoura 360 nM 1
Protoplastos cenoura 120-360 nM 2
Protoplastos cevada <200 nM 3
Protoplastos aleurona de cevada 250 nM 3
Tradescantia pelos do estame <1.0 yM 4
Chara entren6 220 nM 5
Nitella entren6 250-400 nM

145 nM 6
Zea pelo radicular 145-231 nM 7
Zea coleoptiles 84-143 nM 8

1-Gilroy, Hughes e Trewavas (1987); 2- Gilroy, Hughes e Trewavas (1989); 3- Bush e Jones
(1987); 4- Hepler ¢ Callahan (1987); 5- Williamson e Ashley (1982); 6- Miller e Sanders
(1987); 7- Felle (1988a); 8- Felle (1988b); Fonte: Evans et al. (1991).

2.3.6 - Membrana plasmaética

O mais alto potencial electroquimico na célula é o que existe através da
membrana plasmética (MP). Em células ndio estimuladas, os niveis de Ca** citosélico
sdo da ordem de 107M, e o nivel do Ca®* no apoplasto de plantas terrestres varia
entre 10™ e 10” M. Os potenciais eléctricos (¥mp) através da membrana plasmatica
variam entre -150 a -200 mV, e a diferenga de potenciais electroquimicos (ApCa™,
calculados pela equaggo de Nernst € de 45-60 KJ mol ™.

O Ca®* livre do citosol e 0 Ca®" extra-celular estdo em equilibrio com uma
maior reserva de célcio que se encontra ligado aos polisacéridos, lipidos e proteinas.
Estimulos que alterem os potenciais eléctricos (Wmp), ou o pH da parede celular
podem mobilizar o Ca®>" da parede incrementando as diferengas de potencial através
da MP, alterando, portanto, os fluxos de Ca®" através da mesma. Pequenos cdmbios
nos influxos ou efluxos de Ca?" através da membrana, produzidos em resposta a
sinais, (ver secgdo 2.6.3) podem alterar significativamente os conteudos de calcio

livre do citosol (Bush, 1995).
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2.3.7-Parede celular

Em contraste com outros macronutrientes, a maior parte do calcio de uma
planta localiza-se frequentemente nas paredes celulares. Esta particularidade na sua
distribuigdo € consequéncia da abundancia de sitios de ligagdo que o Ca”* encontra
nas paredes. Os reservatorios de célcio na parede celular sio também importantes
para a manutengfio da homeostase das células vegetais. Na parede celular encontram-
se concentragdes milimolares de calcio e dependendo do pH e das propriedades de
carga da parede, a concentragio no apoplasto de células em crescimento & estimado
em 100 a 200 uM (Cleland et al., 1990 citados por Bethke et al., 1995).

As interac¢Bes entre os ides de calcio e as paredes celulares desempenham um
papel fundamental na fisiologia da planta. Os ides de célcio estdo envolvidos em
varios mecanismos fisiolégicos como: a estabilizagio da estrutura das paredes
celulares, o crescimento por acidificagdo, o controlo das enzimas da parede, etc.
Todas estas fungdes resultam da estreita ligag@io dos ides &s pectinas presentes nas
paredes celulares. Devido a sua forte ligagdo com os grupos carboxilicos dos acidos
pécticos, os ides Ca’ actuariam na parede de maneira similar aos H. Assim,
controlam a densidade de carga da parede, a qual est4 directamente correlacionada

com a selectividade i6nica da parede e com o seu grau de turgescéncia, (Demarty et

al., 1984).

2 . 4 - Processos intra e extra celulares mediados pelo Ca*".

2.4.1 - Estabilizacio da membrana plasmitica pelo Ca™.

O ido célcio estabiliza a membrana unindo os fosfatos e grupos carboxilicos
dos fosfolipidos e proteinas (Caldwell e Haug, 1981), preferencialmente na
superficie das membranas (Legge et al.,1982). Ao nivel destes sitios de ligagdo
produzem-se intercAmbios entre o célcio e outros catides, como por exemplo K' Na"

ou H*. O intercAmbio do Ca®* (ligado 3 membrana) por altas concentragdes de Na' é

46



2 —~REVISAO BIBLIOGRAFICA

o factor mais importante envolvido no stress por salinidade (Lynch et al., 1987;
Rengel, 1992b, citados por Marschner, 1995).

Para realizar as suas fungdes ao nivel da membrana plasmatica, o Ca®* deverd
estar sempre presente na solugéio externa, onde regula a selectividade da absorg¢do
idnica e evita a perda dos solutos do citoplasma. O efeito protector do Ca®* nas
membranas é de fundamental importdncia em condigdes de sfress, como por
exemplo o provocado por baixas temperaturas e anaerobiose, minorando os danos
causados pelas geadas (Marschner, 1995).

Em tecidos deficientes em célcio o dano na integridade das membranas
provoca um incremento na velocidade da respiraggio; este facto esta relacionado com
um aumento na perda dos substratos da respiragdio dos vactiolos pelas enzimas
respiratdrias do citoplasma (Bangerth et al., 1972).

Segundo Marschner (1995), o ifio célcio nfio sé protege os lipidos da
membrana, como participa também no aumento da ruptura das membranas dos
corpos lipidicos dos cotilédones durante a germinagéo das sementes, como € 0 caso
das sementes de Ricinus sp. Pelo menos duas enzimas lipofiticas associadas com
corpos proteicos sdo estimuladas pelo calcio ou pela calmodulina (ver secgéo 2.6.1).

O Ca** estimula também uma certa quantidade de enzimas ligadas &
membrana, particularmente ATPases da membrana plasmaética das raizes de certas

espécies (Kuiper e Kuiper, 1979).

2.4.2 - Estabilizacio da estrutura da parede celular pelo Ca’ e
crescimento celular
O crescimento das células vegetais € promovido pela extensdo da parede
devido & pressdo de turgescéncia. O processo comega pela perda da rigidez da parede
celular, permitindo assim o seu alongamento. Todavia, os mecanismos da indugdo do
crescimento 4cido ou pela acgdo do AIA, ndo estdo completamente elucidados; sabe-

se no entanto que catides bivalentes como o Ca®" impedem o enfraquecimento da
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parede e a subsequente extens3o celular. Demarty et al., (1984) explicam que a
inibi¢dio do crescimento nfio é o resultado de processos de gelificagdo da parede
celular produzidos pelo ido célcio, mas sim pela grande afinidade do mesmo com os
grupos urénicos. Esta afinidade provoca a substituigéio nos grupos urénicos dos H
da parede, modificando o pH local, o que, por sua vez, modificaria a actividade das
enzimas da parede, interferindo assim no alongamento celular.

Virk e Cleland, (1988), discutem amplamente a fungfo dos H e do Ca:Z+ na
modificagdo da extensibilidade das paredes e o seu efeito no alongamento celular.
Segundo estes autores as paredes celulares conteriam varios conjuntos de “ligagdes
de alta resisténcia” (LAR), que controlariam a extensibilidade da parede.

Para Virk e Cleland, (1990), as paredes celulares conteriam vérios conjuntos
de ligagdes de alta resisténcia. Um conjunto destas ligagdes, ainda ndo identificado,
seria destruido em resposta 4 condi¢des de acidez, sendo provavelmente o principal
conjunto de ligagdes destruido na indugfo de crescimento por fusicoccina.

Um segundo conjunto de LAR s#o as pontes de calcio, muitas das quais ddo
uma contribui¢do escassa & resisténcia da parede. No entanto, a remogdo destas
ligagdes de calcio potenciaria a ruptura das LAR sensiveis aos 4cidos.

Um terceiro conjunto de LAR estaria envolvido na indugéo do crescimento
pela acgdio auxinica (Theologis, 1988 citado por Cleland, 1990). Estas ultimas ndo
sdo ligagdes calcicas, portanto a remogdo de quase todo o célcio contido na parede
com Quin-2 (agente quelatizante do calcio) ndo provoca o mesmo efeito na
extensibilidade da parede como o induzido pela ac¢fo das auxinas. Assim a parede
celular actua como se fosse composta de uma série de micro-dominios, cada um
deles delimitado pelas ligagdes de alta resisténcia que o rodeiam (Cleland, 1987).

Outros contributos importantes para uma maior compreensdo das fungdes do
Ca®" na parede celular e nos efeitos da concentragdo de Ca®' na sintese da parede sdo
referidos nos trabalhos de Demarty et al., (1984) e Eklund et al., (1990).

Muitos modelos estabelecem uma ligagdo entre o crescimento diferencial € a

redistribuicgio do Ca** na zona de alongamento (por ex. Clarckson, 1984; Poovaiah,
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Mc Fadden e Reddy 1987; Roux e Serlin, 1987; Arslan - Cerim, 1966; Goswwami e
Audus, 1976; Migliaccio e Galston, (1987) citados por Bagshaw e Cleland, 1993).
Contrariamente, Hasentein et al., (1988) e Lee et al., (1983b) citados por Bagshaw e
Cleland, (1993) explicam que o estabelecimento de gradientes de Ca®" através das
zonas de alongamento de raizes de milho ou de ervilha nfo causaram crescimento
diferencial pelo que pouca ou nenhuma curvatura foi observada nestas raizes em
crescimento.

Bagshaw e Cleland, (1993) explicam que as paredes das células epidérmicas
que controlam o crescimento n3o sfio endurecidas por altas concentragdes de Ca*, e
nem foram danificadas pela remog3o de consideraveis quantidades de Céz+ (mais de
45%). Por outro lado, estes autores demostraram que o crescimento € a
gravicurvatura de hipocétilos ndo foram afectados pela saturagdo com Ca®* dos
tecidos epidérmicos. Sugerem assim, a impossibilidade do Ca®* desempenhar um

papel significativo durante a fase de reacgéo da gravicurvatura.

2.4 .3 - Efeitos do Ca?* no metabolismo dos carbohidratos

A construgfio das estruturas celulares e a capacidade de alongamento e diviséo
celular estio dependentes tanto da presenga de carbohidratos como da
disponibilidade de calcio (Marme, 1983; Demarty et al., 1984; Burstrom, 1968,;
citados por Greger e Bertell, 1992).

Segundo Marschner, (1978) uma baixa concentragéo de Ca®* nos érgdos de
armazenamento induzem a uma alta permeabilidade da membrana facilitando deste
modo a difusdo dos solutos para o interior do tecido. Assim um baixo contetido de
Ca®" promoveria a acumulagiio de agicar nos Orgdos que armazenam grandes
quantidades do mesmo, transportado ate ali pelo floema.

Greger e Bertell, (1992) estudaram o efeito do Ca** e do Cd** no metabolismo
dos hidratos de carbono. Segundo estes autores, o metabolismo dos hidratos de

carbono é indirectamente afectado pela presenga de calcio. Em presenga de baixas
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quantidades de Ca”* nos tecidos, o crescimento das plantas de beterraba foi retardado
e os niveis de carbohidratos incrementados. Efeito contrario foi verificado com altas
concentragdes de célcio. Os resultados do trabalho de Greger e Bertell, (1992)
sugerem que os niveis de Ca** modificam a distribuigio dos hidratos de carbono
entre os 6rgdos em crescimento e os de armazenamento. Os efeitos a longo prazo do
Ca®* sobre o balango dos carbohidratos entre aqueles utilizados para a manutengfo e

crescimento e os armazenados podem ser representados esquematicamente como se

segue:
—_
Condig¢fio normal CH;O Utilizados CH,0 Armazenados
—_
Baixo Ca* CH,O Utilizados CH,0 Armazenados
D — .
Alto Ca** CH,0 Utilizados* CH,0 Armazenados
CH;0 = carbohidratos
O comprimento das setas denota razfo a relativa das reacgdes.

Fonte: Greger e Bertell, 1992.

Segundo este esquema a taxa de absorgdo de sacarose ¢ reduzida nos tecidos
de armazenamento das raizes quando o Ca®" é baixo; isto € devido a um baixo
gradiente de concentragdo que ¢ seguido de um alto armazenamento de
carbohidratos.

O trabalho efectuado por Matsumoto e Taraoka, (1980) em Cucumis sativus
mostrou que os agucares soliveis se acumulavam drasticamente nas folhas, e
decresciam nas raizes quando as plantas cresciam em condi¢des de pouca
disponibilidade de Ca®>" no meio; no entanto ndo houve alteragdes qualitativas entre
os aglcares soluveis.

Schulte-Baukloh e Fromm, (1993) investigaram os efeitos das deficiéncias de

Ca®" na parti¢fio dos fotoassimilados e na distribuigdo mineral no floema de Populus
50



2 —REVISAO BIBLIOGRAFICA

e ndo encontraram alteragSes especificas entre os agucares soliveis em plantas com
caréncia de Ca®". Estes autores explicam que baixos conteiidos de Ca®* ndo afectam
os caminhos do metabolismo dos carbohidratos, mas sim o seu transporte.

No trabalho acima citado foi comprovado que, quando as arvores de Populus
crescem em meios com deficiéncia de Ca®*, apareceram sintomas desta deficiéncia
nas folhas, e as quantidades de 'C assimilado e transportado pelo floema foram
reduzidas.

Em concordincia com os trabalhos que relacionam o ifio célcio aos
carbohidratos pode-se dizer que a influéncia do Ca®' realiza-se alterando o transporte
entre a fonte e o destino dos carbohidratos na planta. Schulte-Baukloh e Fromm,
(1993) explicam que, no caso das plantas de Populus submetidas a deficiéncia de
Ca®* no meio, reduziram drasticamente as quantidades de Ca®" transportadas pelo
floema incrementando simultaneamente as quantidades de Mg®’e de P tanto nas
paredes como no citoplasma dos tubos crivosos do floema. Segundo estes autores,
isto representa uma clara evidéncia que a reduzida translocagfo dos carbohidratos no
floema ndo depende s6 de uma diminui¢@o das concentragdes de Ca**, mas também
dos incrementos dos ides magnésio e fosforo.

Cambios na distribuigio transmembranar de iGes pode afectar a entrada de
solutos para o floema (Delrot, 1989 citado por Schulte-Baukloh e Fromm, 1993). Em
relagdo a0 Mg®* é sabido que nos vegetais, este interfere com a nutrigdo do Ca*. Em |
baixas concentragdes estimula a actividade das ATPases, no entanto em
concentragdes elevadas (mais de 3 mol m™) tem um efeito inibidor (Walker e Leigh,
1981 citados por Schulte-Baukloh e Fromm, 1993). Assim os efeitos de inibigdo das
ATPases por grandes quantidades de Mg®* é segundo estes autores, uma outra
evidéncia que o efeito na traslocagfo do floema nfio é uma causa directa das baixas
quantidades de Ca’*, mas sim das alteragdes que isto provoca nas quantidades de
outros ides especialmente no excesso de Ca**.

Para além destes processos descritos, outros processos celulares sdo mediados

pelo ifio Ca®*, tais como o crescimento polarizado da célula, a mitose e a citocinese,
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a corrente citoplasmatica, a fusdo protoplasmética, a regulagdo do volume celular das
células guarda, o movimento circadiano das folhas, etc. Uma extensa revisdo sobre

estes processos mediados pelo Ca** encontra-se no trabalho de Wayne, (1985).

2 .5 - Homeostasia calcica (Mecanismos da regulacio do Ca®)

Actualmente ndo existem duvidas de que as células vegetais mantém a
concentra¢do interna de Ca®" livre dentro de limites muito estreitos, raramente
excedendo 1uM; enquanto que no apoplasto situado a uns poucos nanémetros de
distincia (para fora da membrana plasmaética) a concentragdo do ido € de 10° a 10*
vezes maior.

Os suprimentos de Ca** que chegam as células foliares, transportados até ali
durante o dia pela corrente transpiratoria (assumindo que os sitios de intercimbio no
espago livre estdo saturados de Ca®") esta compreendido entre 50 a 100 pM), sendo a
concentragdo de Ca”>* maior durante a noite devido a pressdo radicular (Atkinson et
al., 1991 citado por Ramon et al., 1993). Pelo facto das raizes nfo poderem
descarregar o Ca®™ nio desejado directamente na solugdo do solo e de existir pouca
oportunidade para exportar 0 mesmo para o floema, os excessos de Ca®" que chegam
as células foliares devem assim ser transportados para o interior dos vactiolos
(Shumaker e Sze, 1986).

Nos vactiolos os ides célcio podem precipitar como oxalato ou serem ligados
ao malato ou citrato. No entanto é inevitavel que exista um fluxo de Ca®" desde os
vacuolos para o citoplasma, assim como um influxo através da membrana
plasmatica. A manutengiio a longo prazo da homeostasia célcica no citoplasma
depende assim da actuagio de mecanismos energéticos que actuam expelindo o Ca**
do citoplasma contra de um gradiente de energia livre bastante grande (usualmente
maior que 40 KJ mol" ) Ramon et al., (1993).

Por outro lado Bethke et al., (1995) explicam que a energia metabdlica em

forma de ATP depende de grandes fontes de ides fosfato livres, devido a este facto a
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concentragdo intracelular de calcio livre [Ca®"]; deve ser mantida muito baixa de
maneira a evitar a formagdo de sais de fosfato de célcio. Esta necessidade
bioquimica da manuteng@io de baixos niveis de Ca®* no ambiente citosélico rico em
PO, € possivel pela actuagdo do anteriormente citado sistema homeostatico.

Os componentes do sistema homeostatico sdo: as bombas, os transportadores
secundérios e os canais i6nicos (Figura 2.3). Em conjunto formam um complexo
sistema para a regulagdo da fungdo celular permitindo flutuagdes controladas dos
niveis de Ca®* citosélico, (Bush, 1995).

Funcionalmente estes transportadores dividem-se em duas classes: os que
participam nos efluxos do Ca®" para fora do citoplasma (Ca®*ATPases e Ca®>"/nH"
“antiportadores” (antiporters) e os que actuam nos influxos de Ca’* (canais de Ca®").
A utilizagiio de membranas isoladas e da técnica do patch-clamp tem permitido a

caracterizagfio das actividades destas duas classes de transportadores, (Bush, 1995).

2.5.1 - Transportadores de efluxo

2.5.1.1- Bombas de Ca2*t
ATPases. (Transporte Activo de Ca’* Pelas Membranas Celulares).

As Ca®*ATPases que mediam os efluxos de Ca®* do citosol parecem pertencer
a um antigo e diverso grupo evolutivo de bombas iénicas chamadas ATPases do
tipo-P (Figura 2.3; 2), que formam um intermediério fosforilado durante o transporte.
Esta fosforilagio e por conseguinte o transporte activo destas bombas € inibido pelo
vanadato (vanadate).

O transporte activo de Ca’" com estas caracteristicas (ATPases do tipo-P),
tem sido encontrado nas preparagdes de quase todo tipo de membranas vegetais
(células radiculares de mono e dicotiledéneas, folhas, cotiledones, coleoptiles e
aleuronas).

Para além das caracteristicas citadas, que sdo indicativas das ATPases do
tipo-P, estas Ca**ATPases vegetais possuem alta afinidade pelo Ca**, um pH 6ptimo

entre 7.0 e 7.5, sendo inibidas pela erotrosina B. Possuem também baixa
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especificidade pelo ATP como substrato para formagfio da fosfoenzima e transporte
(Chen, et al., 1993 e Williams et al., 1990 citados por Bush, 1995).

ATPases estimuladas pela CaM (equivalentes as do tipo MP das células dos
mamiferos), foram purificadas primeiramente em coleoptiles de milho. Possuem uma
massa molecular de 140 kDa e uma antigenicidade comum com as proteinas animais.
Este tipo de ATPases foram encontradas principalmente no reticulo endoplasmatico
¢ no tonoplasto e mais raramente na membrana plasmética. Nas Tabelas 2.8 ¢ 2.9
resumem-se as propriedades da actividade das ATPases estimuladas pela

calmodulina ao nivel da membrana plasmética de células vegetais.

Os mecanismos de transporte de Ca®>* dependentes do ATP tem sido descritos
como estritamente dependentes do Mg?*, mas sfio menos especificos por nucleétidos
que as H'-ATPases, pois, para além, de usarem ATP como substrato, também podem
fazer uso do Inositol 5’ Trifosfato (ITP) ou da Guanosina Tri Fosfato (GTP)
(Giannini et al., 1987, Grif e Weiler 1989, Williams et al., 1990 citados por Ramoén
et al., 1993).

Em 1993, Askerlund € Evans, demonstraram pela primeira vez dois diferentes
intermediérios fosforilados obtidos da membrana plasmatica, as Ca’*ATPases e as
H'ATPases. Do mesmo modo, Vicente ¢ Vale (1995), demostram a actividade dos
Ca**/nH" e das ATPases do tipo P, em vesiculas da membrana plasmatica de raizes
de milho.

A importancia das Ca?*ATPases na regulagio do Ca’" em células vivas tem
sido inferido pela sua abundéancia, localizagfo intracelular e afinidade pelo Ca™".

Um segundo grupo de Ca>*ATPases que ndio sdo estimuladas pela CaM,
foram igualmente identificadas nas plantas. Gianini et al. (1987), citados por Bush
(1995), propdem que estas seriam do tipo RE (encontradas em células animais), pelo
facto destas ATPases ndio serem estimuladas pela CaM, e pela formagdo de uma
fosfoenzima de 100-kDa de massa similar 3 ATPase do reticulo sarcoplasmico (RS).

No entanto, serd necessaria uma caracterizag8o mais apurada para determinar

se estas ATPases insensiveis @ CaM sfo de facto enzimas do tipo RE, (Bush, 1995).
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Tabela 2.8 - Propriedades dos transportadores de Ca’" nas membranas de células vegetais.

CELULAS OP'I;'II_}\/IO ESPECIFICIDADE  INIBIDORES Ei;m’:ﬁo Mg
Milho 7,2-7,5 Basal:75%GTP  Vanadato Sim 140.000
55%UTP Lantanio

50%ITP
+CaM 0%GTP
0%UTP
0%ITP
Rabanete 7,5 - Vanadato Nio (?) 280.000
Eritrocina B

Fonte: Evans et al., 1991

Tabela 2.9 - Bombas de Ca®'estimuladas pela calmodulina (CaM) identificadas em

membranas vegetais intracelulares.

Pardmetro Cenoura ' Brassica® Cevada > Milho * Milho’
Células Células Em Inflorescéncias  Aleurona Raizes Re'bentos

suspensao estiolados
K, Ca 1-2 uM +CaM=0.6uM 500 nM 5 uM ND
pH Optimo ND c7-7.5 ND ND 7-7.5

£ _
EspeC} : ATP(100)>GT  ATP(100) >ITP N (100UT
nucleétidos P GTP(45)>UTP= P=ITP (10)
(80) CTP (10)

Estimulagdo . . . . .
pela CaM Sim (3-4x) Sim (5x) Sim(2-6x) Sim (3x) Sim(2-3x)

_ ND: nio determinado. (1) Hsieh et al., 1991; (2) Askerlund e Evans, 1992; (3) Gilroy € Jones, 1993;

(4) Brauer et al., 1990; (5) Theodoulou, 1992. Fonte: Evans, 1994.

2.5.1.2—-%“Contraportadores” (antiporters)

Uma segunda classe de transportadores que intervém no efluxo do Ca* nas

células vegetais sio os Ca’/nH' (Figuras 2.3; 6). Estes “contraportadores”

(antiporters) sdo transportadores secundérios que ndo requerem ATP para o

transporte ¢ podem usar qualquer um dos componentes da for¢a motriz protonica

(pmf) tais como: os gradientes de pH, ApH (Schumaker e Sze, 1986 citados por

Bush, 1995) ou os gradientes de potencial eléctrico, Ay (Blackford et al., 1990

citados por Bush, 1995) para conduzir o Ca?,
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Para diferenciar estes transportadores das Ca’*ATPases tem-se usado como
inibidor do transporte de Ca>* o protonosforo (protonosphore) em lugar do vanadato.

O requerimento da forga motriz proténica (pmf) por parte destes
transportadores para conduzir o Ca®* restringiria a sua presenga nas membranas com
bombas de H'. Assim a membrana plasmética, o tonoplasto e o reticulo de Golgi, sdo
as possiveis localizagGes para os Ca**/nH"* (Bush, 1995).

Estudos in vitro tem mostrado duas propriedades fundamentais dos
“contraportadores” que sdo importantes para compreender o seu papel na regulagéo
do Ca*". Estas propriedades sfo: a sua baixa afinidade pelo Ca?* e um intercambio de
mais de dois H" por cada Ca®" transportado. Analises cinéticas da actividade dos
contraportadores em preparagdes de membranas de aveia, trigo, cenoura e cevada
entre outros, tem estimado a K, para o Ca’" entre 10 a 67 uM. Os
“contraportadores” funcionam abafando ou amortecendo grandes mudangas no
conteado de Ca®" no citosol e mantendo o Ca®* armazenado no vactiolo (Bush,

1995).

2.5.2 - Transportadores de influxo

Os influxos de Ca®* podem ocorrer através de uma bomba ou por um
“contraportador” operando no sentido inverso. No entanto, estes parecem operar
longe do equilibrio termodindmico e provavelmente s6 cumprem a fungdo de
exportar Ca”"; pelo que, as principais rotas de entrada de Ca®* parecem ser 0S canais.

Os canais de Ca®>" podem ser classificados de acordo com a sua localizagdo
intracelular: os da membrana plasmaética, que sdo canais de influxo (Fig. 2.3;3 e4) e
os encontrados noutras membranas intracelulares, que s3o canais de liberagdo de
Ca** (Fig. 2.3; 7 € 8).

Uma outra classificagdo, com cinco classes ¢ baseada na condigdo que
determina o estado do canal em aberto ou fechado. Segundo Bush, (1995) trés destas

classes de canais tem sido identificados nas plantas:
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-canais que funcionam com voltagem,

-canais que funcionam com mensageiros secundarios €

-os que funcionam mecanicamente

Descrevemos brevemente cada uma das classes de canais de Ca >* que podem

ser encontrados nos vegetais

2.5.2.1- Canais que funcionam com voltagem.

Os canais de Ca " da membrana plasmatica (Fig. 2.3; 3) e do tonoplasto (Fig.
2.3; 8) ja foram identificados, mas ndo ainda os do reticulo endoplasmico (RE),
Johannes et al., 1991 citados por Bethke (1995).

Os canais de calcio da membrana plasmatica e do tonoplasto utilizam os
gradientes electroquimicos que favorecem o influxo passivo de Ca®" para o interior

do citoplasma de todas as células.

A identificagdo dos canais de Ca®" ao nivel da membrana plasmatica, tem sido
feita com base a sua sensibilidade aos bloqueadores de Ca®*, no entanto medig3es
eléctricas directas, sdo ainda muito escassas.

Em contraste com estes canais de influxo, existiriam dois tipos de canais
(altamente selectivos) de voltagem no tonoplasto, que liberam Ca** do vactiolo para
o citoplasma. Contudo estes dois tipos de canais que sfo regulados por voltagens,
estariam no entanto abertos a diferentes potenciais de membrana (Bush, 1995).

O primeiro grupo encontrado em vaciolos de beterraba sacarina permaneceria
aberto em presenga de altos potenciais negativos no vactolo. Estes canais sdo
bloqueados pelo verapamil e pelo La’" e possuem uma condutincia de 40 pS (em
100mM Ba®").

No segundo grupo, também observado no tonoplasto de beterraba sacarina,
encontram-se canais de voltagens que permanecem abertos a potenciais que s3o
positivos dentro do vaciolo, apresentando uma condutincia de 12 pS (em 5-20 mM

CaCL,).
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2.5.2.2 - Canais operados por mensageiros secundarios

Um dos mecanismos melhor conhecido para a liberagdo de Ca®* dos
armazenamentos internos € a activag@o de canais operados pelo Inositol Tri Fosfato
(IP;). O IP; foi identificado primeiramente em vesiculas isoladas de aveia;
posteriormente observou-se que o mesmo induzia a liberagdo de Ca®* de vactiolos

isolados e de outros organelos celulares nfo identificados em células intactas.

ONENNO)

Caz+ Caz+

® ©
{twfﬁ'lr _:1:_ -

ca+ @
ATP Ca?* InsIP3
Cloroplasto
+ HI
Ca®* Ca? RE
nH"
6 ® O AT
S Ca?*
Vaciiolo
Citoplasma [Ca™}= 1000M

Figura 2.3 - Identidade e localizagdo dos sistemas de transporte envolvidos na homeostasia
do Ca®' no citosol. Fonte: Johannes et al., 1991 citados por Bethke et al., 1995.

Na membrana plasmética: 1- H' ATPase electrogénica que gera um alto potencial negativo na
membrana (tipicamente -150mV), 2- Principal Ca®ATPase que actua energeticamente na
exportagio do Ca®* citosdlico em troca de H' extra-celulares, 3- Canal de Hidroxipiridina (DHP)
sensivel ao Ca?*, activado por voltagens depolarizantes (+). 4- Outras classes de canais permedveis
ao Ca**

O sistema de transporte no Tonoplasto: 5- principal H'ATPase electrogénica que gera um
potencial positivo na membrana (entre +20 e +50mV) e um gradiente interno de pH 4cido de 2
unidades, 6- Intercambiador de Ca®"/H" accionado pelos componentes quimicos € eléctricos das
forgas motrizes do protfo, 7- Canal de Ca® IP; 8- Canal de Ca®* operado por voltagens, aberto por
substitui¢des nos potenciais eléctricos do TP (+).

Transportadores de cdlcio noutras membranas: 9-Canal de Ca”" nos cloroplastos que facilita a
passagem do Ca®* para o interior do mesmo em resposta a um potencial interno negativo da
membrana. 10- Principal Ca>*ATPase no reticulo endoplasmatico.
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O IP; vegetal ¢ inibido pela heparina (como o das células de mamiferos).
Estes canais possuem uma condutincia simples de 30 pS em 5 mM Ca** (do lado
vacuolar), sdo activos s6 em condigdio de potenciais positivos de membrana, € ndo

sfo especificamente bloqueados pelo verapamil ou o TMB-8 (Bush, 1995).

2.5.2.3 - Canais operados por mecanismos de tensio
(Strech-operated channel).

Canais de Ca®" activados por mecanismos de tensdo foram recentemente
identificados na membrana plasmitica de vérias plantas (Cosgrove, 1991; Ding e
Pickard, 1993 citados por Bush, 1995).

Estes canais estariam envolvidos na regulagdio da turgescéncia, nas respostas
tigmotrépicas (respostas a estimulos mecénicos), na toxicidade pelo AP, nas
respostas a variagdes de temperatura e hormonas (Bush, 1995).

A selectividade destes canais ndo é s6 pelo Ca®*, sendo também permeaveis
ao K7, (Bush, 1995).

Evidéncias experimentais sugerem que os canais de célcio da membrana
plasmética e do tonoplasto sdo usados para aumentar a concentragdo de Ca**
intracelular. Assim, se tem verificado que cAmbios na concentragdo externa de Ca**
produz cdmbios muito rapidos na concentragfo interna de célcio [Ca®*]..

Altas concentragdes de Ca®* sdo necessarias para que a planta responda a
presenga de 4cido absicico (ABA), auxinas, citoquininas e giberelinas. Por outro
lado um incremento na [Ca®']; est4 associado a estas hormonas.

Sdo indirectas as evidéncias de que os canais da membrana plasmatica tem
um papel no influxo de Ca®" dentro da célula, no entanto, a demonstragdo de
correntes internas de Ca®* associadas com uma elevada quantidade do mesmo no
citosol, implicam os canais de Ca®* como caminhos para a entrada e regulagdo da

[Ca2+]; (Bethke et al., 1995).
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2.6 - O Ca** como mensageiro secundério. (Agente de sinalizago)

Devido a incapacidade de se movimentarem, as plantas tem desenvolvido
mecanismos para captar e responder a diversos sinais, entre eles aos sinais de stress.
Isto permite-lhes adaptar-se ou desenvolverem resisténcia as variagdes ambientais.

Se bem o Ca®* nfio é o tinico responsavel pela captagio e pelas respostas
celulares aos sinais exteriores, qualquer estimulo que induza uma resposta celular
complexa, provavelmente envolverd o Ca’* em algum ponto do caminho da
“transducg¢do”, o contrario € ainda mais provavel.

Nas células animais, mensageiros como os nucletidos ciclicos e o Ca®* tem
um papel vital na transferéncia de sinais. Nestas células, conhece-se h4 muito tempo
a funco dos ides calcio como molécula chave de sinalizagio.

Nas plantas, o Ca’* tem sido igualmente relacionado com a regulagdo de
vérios processos fisioldgicos que ocorrem durante o crescimento e desenvolvimento.
Estudos recentes indicam que este iio tem um papel importante como mensageiro na
transducgdo de varios sinais tanto hormonais como ambientais (Tester, 1990; Rincon
e Hanson, 1986; Thuleau et al., 1996).

A fungdo do célcio como mensageiro secunddrio baseia-se, como
anteriormente referido, na baixa concentragio de Ca®* livre no citosol € na alta
concentrago encontrada nos outros constituintes celulares (Trewavas e Gilroy, 1991
citados por Marchner 1995).

O estabelecimento do papel do Ca®* nos caminhos da “transducgfio” de sinais,
requer informagdo sobre como o estimulo regula os niveis de Ca®" e que proteinas
alvo sdo activadas pelos cAmbios na concentragio de Ca®* intracelular (Bush, 1995).

Um complexo sistema de circuitos ligam as respostas das células aos
estimulos externos. Nas plantas, as hormonas e estimulos ambientais sdo
“transduzidos” em respostas celulares por um conjunto de reacg¢bes que sO agora
comegam a ser compreendidas. Os compostos que actuam como mensageiros
secundarios (entre eles o ido célcio), desempenham um papel fundamental nos

passos da “transduc¢do” que precedem estes estimulos.
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As moléculas sinalizadoras formam um complexo tecido de caminhos
interconectados, como pode ver-se na Figura 2.4. As interacgdes entre as cadeias de
“sinal-transducg¢fo”, as chamadas cross-talk, podem ser uma fonte da amplificagdo
do sinal, assim como da complexidade do sinal. Depois do sinal hormonal
interactuar com o receptor pode ser “transduzido” dentro da célula via um dos
caminhos alternativos; a resposta da célula é independente do caminho ou

combinag¢io de caminhos utilizados (Bethke et al., 1995)

Vaciiolo
Armazenamento de célcio Armazenamento de cdlcio
Hormona

ri_}_' /\ » Ca™'LP
.\EJ S

Mensageiro 2rio — Activagdo enzimética—» . Resposta

bt fa

___’E Ca? Ca2+ LP

Figura 2.4 — Elementos da homeostase e transporte que ligam os sinais hormonais as
respostas celulares numa célula vegetal. Fonte: Bethke et al., (1995).

As fitohormonas (1) sdo distinguidas pelo receptor possivelmente na superficie
externa da membrana plasmatica. A percepgdo da hormona pode mudar a actividade das
Ca**ATPases da membrana plasmatica (2), ou dos canais de calcio da MP e outros
transportadores (3), dando como resultado alteragdes, usualmente um aumento da
concentragdo do calcio intracelular [Ca®*]i (4). Alternativamente, a hormona pode causar
uma segunda mensagem (5), diferente da [Ca®>']; como as IP; para libertar Ca®" desde os
armazenamentos intracelulares (6). Sdo provaveis cross-talk entre [Ca®]; e outros
mensageiros secundarios. O incremento da [Ca®"); activa o Ca*" ligado as proteinas Ca*' LP
(7), estas proteinas activam enzimas as quais comeg¢am a cadeia de eventos que conduzem a

uma especifica resposta celular (8).
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Nem todas as células possuem todos os elementos dos diferentes caminhos de
sinalizagdo. Assim, a resposta &s hormonas de células diferenciadas, pode ser
determinada pela presenca de moléculas em tecidos ou tipos de células que
contenham estas moléculas de “sinal-transduc¢o” (Bethke et al., 1995).

Os ides de Ca®* possuem um papel proeminente na “transducgdo” de sinais
nas células eucaridticas e tém sido implicados em quase todas as respostas celulares
as hormonas, com a excepg¢do do etileno.

O Ca** ¢ idealmente adequado para cumprir o papel de mensageiro
secundario, as suas propriedades fisico-quimicas permite-lhe interacgdes altamente
especificas entre ele e outras moléculas. A sua baixa concentragdo citoplasmatica
pode ser rapidamente alterada, sendo portanto singularmente apropriado para ser
uma molécula de sinalizag@o, néo €, no entanto, adequado como molécula efectora.

Assim, os cAmbios na concentragdo citoplasmatica deste ido, sdo s6 uma parte
da resposta celular aos sinais hormonais ou ambientais. Para que se produzam as
respostas fisiolégicas que seguem as modificagdes na concentragdo do célcio
citosélico [Ca®*]; sdo necessarias moléculas efectoras. Estas moléculas efectoras sdo
frequentemente proteinas, as quais uma vez ligadas a um ou mais ides de célcio,
modificam a sua conformag&o tornando-se activadas (Bethke et al., 1995)

E por meio das moléculas efectoras que os sinais baseados no Ca®* sdo
propagados e consequentemente os sinais baseados nas modificagdes da
concentragio de Ca>* interno, criam especificidade na resposta (Bethke et al., 1995).

O principal alvo dos sinais de Ca”>* no citosol, s3o:

-as proteinas ligadas ao Ca**, conhecidas como proteinas calcio-moduladas; a
mais conhecida ¢ a calmodulina (CaM) e

-as proteinas dependentes do Ca®", mas independentes da calmodulina, como
as quinases-proteicas (Roberts e Harmon, 1992). As quinases proteicas sdo
directamente estimuladas pelo Ca®*. Estas enzimas por sua vez fosforilam outras

enzimas.
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2.6.1- Proteinas ligadas ao Ca’*: A calmodulina

O Ca® estd ligado com uma alta selectividade mas reversivelmente a CaM,
um pequeno polipéptido com quatro pontos de ligagéo para o Ca®" (Figura 2.5).

Uma vez que a calmodulina & activada pela sua unidio com o Ca”, ela propria
liga-se a numerosas outras proteinas produzindo a activagio das mesmas. A

actividade da prépria CaM pode ser regulada pelo menos a trés niveis:

Ferimentos, etc.
éLuz, temperatura

H+
Parede celular Celulose Calose
Ca? Ca?* ° A
Membrana 3
plasmaética
1,4Glucan 1,3 Glucan
Citoplasma ¥ AD | ATP sintase sintase
2+ H <«
y Ca v
Inositol 1,4,5 ~ \T
trifosfato Quinase protéica —p Fosforilagdo «—p Resposta ﬁsiolégica
|

(activ.) I proteina

N

e,g., RNAm

ER
Vaciolo

Figura 2.5- Modelo do papel do calcio como mensageiro secundério na transducgdo
de sinais em células vegetais. R: sitios de recepgéo de sinais externos; por ex: ABA;

IAA. Fonte: Marschner, (1995).

-0 primeiro € ao nivel da concentragdo de Ca®*. Quando existem baixas
concentragdes de Ca”* intracelular (100nM), a CaM existe largamente na sua forma
inactivada (forma livre sem Ca®"). S6 ap6s a concentragiio de Ca** intracelular ser
aumentada apreciavelmente € que ocorre a ligagdo da CaM ao Ca*".

-a actividade da CaM pode ser também regulada pelo nivel da concentragio
de proteina. Contudo, pouco se sabe sobre a dindmica da concentragéio da CaM nas
plantas. O nivel de CaM em protoplastos de aleurona de cevada € incrementado em

50% ou mais apds a sua estimulagdo por GA; (Gilroy e Jones, 1993 citados por
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Bethke, 1995); também em Arabidopsis thaliana, ap6s dez minutos de estimulagio
por tato os niveis de CaM sdo aumentados mais de 10 vezes.

-finalmente a actividade intracelular da CaM se tem visto associada ao
aparelho mitético em células endospérmicas (Vantard et al., 1985 citados por Bethke
et al., 1995).

Um niimero relativamente grande de enzimas dependentes da CaM incluindo
a NADquinase, que catalisa a conversdo de NAD" em NADP (aceitador terminal de
electrdes nos cloroplastos), as NTPases, as Ca>* ATPases do reticulo endoplasmético
e da membrana plasmética que translocam Ca**, sdo também estimuladas pela CaM.
A calmodulina de células animais e vegetais sdo similares em 90% ao nivel dos

aminoéacidos.

2.6.2 - Proteinas dependentes do Ca>* mas independentes da calmodulina

As quinases proteicas s3o directamente estimuladas pelo Ca®* e estas enzimas
por sua vez fosforilam outras enzimas. Uma destas enzimas, localizada na MP e
fosforilada pela acgfio de uma quinase-proteica é a ATPase das bombas de H'.

Outras proteinas ligadas ao Ca’* e que sdo importantes na sinalizagdo
incluem: os transportadores i6nicos e os elementos do citoesqueleto. Como exemplo
pode-se citar a necessidade da presenga de Ca’* para a abertura dos canais de fluxo
de K' e o fecho dos canais de influxo de K* na membrana plasmitica das células
guardas dos estomas, presumivelmente isto ocorre pela interacg¢do directa entre os

Ca’* e o canal (Bethke et al., 1995).

2.6.3- Cambios no Ca®" citosélico em resposta a sinais de stress

Um elevado nimero de sinais, incluindo os sinais de stress, provocam o
: ’. . . . - +
incremento dos niveis de Ca®" no citosol, activando os canais de Ca®* nas

. . . +
membranas e por conseguinte incrementando o influxo de Ca*. Deste modo, a
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concentragdo de Ca®" livre no citosol é temporariamente incrementada. (Betcke et
al., 1995).

Este incremento do Ca* livre no citosol pode ser induzido por varios factores,
alguns dos quais sdo sumariados nas Tabelas 2.10 e 2.11. Alguns destes sinais
ambientais, por exemplo uma brusca descida da temperatura, induzem uma
despolarizagdo da membrana plasmaética (diferenga de potencial com uma variagéo
entre -120 a -180mV), pelo que activam os canais de Ca®* na membrana plasmatica
(Davies, 1987).

Os factores de stress abiéticos s3o rapidamente sinalizados elevando o
Ca®* livre no citosol, por ex: o tratamento de protoplastos de milho com cloreto de
célcio elevam o Ca®* no citosol de 1,1uM para 1,8 uM (Felle, 1991 citado por
Bethke, 1995).

Usando plantas transgénicas Knight et al., 1991, citado por Bethke, 1995),
mostraram que sinais como o frio, o contacto € o vento influenciam o crescimento
vegetal e o seu desenvolvimento, elevando marcadamente os niveis de Ca®* no
citosol, especialmente em cotilédones e raizes de plantulas, mas nfo nos hipocétilos

que sdo relativamente insensiveis ao choque frio.

Tabela 2.10 - Estimulos que produzem cimbios na concentragio citoslica de Ca®* nas
células vegetais.

ESTIMULO TIPO DE CELULA RESPOSTA FISIOLOGICA CAMBIzcz
[6)) NA [CA™)

HORMONAIS
Acido abscisico Coleoptilo e raiz de milho Crescimento  ? IT
Auxinas Células epidérmicas de milho  Crescimento ? OSC
Citoquininas Células de Funaria Iniciagdo de rebentos IS
Ac. giberélico Células de aleurona Estimulac@o da secregio IS
NAO HORMONAIS
Choque frio Plantulas de tabaco Aclimatagéo ao frio IT
Gravidade Coleoptile de milho Gravitropismo negativo IS
Luz Coleoptile de milho Fototropismo positivo IS
Salinidade Protoplasto de raiz de milho Tolerancia as sais ? I
Contacto Plantulas de tabaco Mecanopercepgéo IT
Vento Plantulas de tabaco Mecanopercepgio IT

(1) Resposta fisiolégica que seria regulada por cAmbios no [Ca®']; X, aumento; OSC, oscilagdo; IS,
incremento sustentado; IT, incremento transitorio. Fonte: Bethke et al. (1995).
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Tabela 2.11 - Sinais ambientais, hormonais e de stress que produzem cdmbios nos niveis de
2+ . . . .
Ca™" no citosol das células dos vegetais superiores.

SINAL TECNICA DE MEDICAO DO CALCIO EFEITO SOBRE O Ca
CITOPLASMATICO > po CitosoL
Frio Aequorin 0
Stress por sais Cilcio ligado a corante fluorescente T
Vento Aequorin T
Gravidade Célcio ligado a corante fluorescente T
Luz Calcio ligado a corante fluorescente T
Contacto Aequorin T
Ac. Absicico Calcio ligado a corante fluorescente 1)
Auxinas Cilcio ligado a corante fluorescente 31
Ac. Giberélico Ciélcio ligado a corante fluorescente )

{ diminuiggo no calcio citosélico, T incremento no célcio citosélico. Fonte: Reddy, 1995.

Os niveis de etileno e 4cido absicico (ABA) modificam-se em fungfio do
stress causado & planta por diversos factores. Mediante o emprego da técnica de
ligagio do Ca®* & corantes fluorescentes demonstrou-se que tanto o ABA, o 4cido
giberélico e as auxinas incrementam o Ca* no citosol (Ghring et al., 1990; Gilroy et
al., 1993; Jones e Bush, 1991 citados por Bethke et al., 1995).

Os diversos sinais usam diferentes fontes de armazenamento de Ca’* para
elevarem os niveis de Ca®", por ex.: o aumento de Ca®* produzido pelo frio ¢ inibido
por bloqueadores da membrana plasmaética, mas ndo € inibido pelos bloqueadores
dos canais de célcio ao nivel dos organelos. Todavia, o efeito produzido pelo vento
no incrento interno do Ca** nfio é bloqueado pelos bloqueadores que afectam os
canais dos organelos.

Néo existem duavidas que o stress e os sinais hormonais produzem um
incremento transitério do Ca** no citosol. Os mecanismos pelos quais este
incremento afecta processos bioquimicos e eventualmente processos fisiolégicos
mostra-se na Figura 2.6.

Enquanto muitos sistemas de sinalizagio nos vegetais usam a [Ca*'}; como
mensageiro secunddrio, outros mensageiros secundarios e sinais (reflectindo o status
metabdlico da célula), sdo também usados. A titulo de exemplo sdo listados na

Tabela 2.12, outros mensageiros secundérios vegetais.
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SINAL DE STRESS

I

Incremento do Regulagdo da expressdo
célcio no citosol das proteinas ligadas a calmodulina

Incremento na expressdo da calmodulina e
/ das proteinas semelhantes a calmodulina

A
| Calcio-calmodulina

v

A

Activago das enzimas
dependentes do calcio
(Ex., quinases-protéicas | v
I Activagdo das proteinas ligadas a
calmodulina pela calcio-calmodulina

A
Regulagdo da expressdo dos genes e/ou de reacgdes bioquimicas

A

TOLERANCIA AO STRESS

Figura 2.6 - Ilustragdo dos eventos propostos que envolvem calcio, calmodulina e
calmodulina ligada a proteinas, nos processos de tolerancia/resisténcia ao stress. Este
modelo baseia-se nos seguintes estudos: Poovaiah e Readdy, 1993; Knight et al., 1991;
Lynch et al., 1989; Knight et al., 1993; Braam e Davis, 1990; citados por Reddy, 1995.

Tabela 2.12 - Outros mensageiros secundarios nas plantas.

Mensageiro secundério Actividade
Inositol Fosfatos Libertam Ca®* dos armazenamentos internos
pH citoplasmético[H"] Nio conhecida
G-proteinas Regulagdo de canais i6nicos

Regulagdo do ciclo celular
Transporte vesicular

Diacilglicerois Activagdo das bombas idnicas
cAMP Néo conhecida
cGMP Néo conhecida

Fonte: Bethke et al., 1995.
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3.1 - Material vegetal

Em todas as experiéncias realizadas foram usadas sementes comerciais de
cultivares de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) para indlstria. As cultivares
seleccionadas foram dois hibridos da Petoseed: o Zenith (hibrido com dupla
finalidade: para a preparagdo de concentrado para sumo e frutos inteiros para pelado)
e o Hypeel 229 (hibrido exclusivamente destinado a obtengdo de frutos inteiros para
pelado). As sementes quando recebidas foram armazenadas na sua propria
embalagem e no frigorifico até a sua utilizagio. Para cada experiéncia realizada

foram seleccionadas sementes da mesma época de colheita (por exemplo: Hypeel,

Junho 93/Zenith Junho 93).

3.2 - Selec¢do do material vegetal

Para a selecgio destes dois hibridos teve-se em consideragdo a
susceptibilidade dos mesmos & podriddo apical (blossom end rof). A informagio
sobre o comportamento varietal em relagdo a este factor, obteve-se do ensaio
realizado por Cardoso Ribeiro no ano 1991, que teve como objectivo a comparagdo
das caracteristicas de 18 variedades de tomateiro para indastria em diferentes
condi¢des de fertilizagdo, destinados & colheita manual e/ou mecénica.

As Tabelas 3.1 e 3.2 incluem os resultados dos frutos rejeitados por podriddo
apical, para as diferentes variedades de colheita manual e mecéinica.

O Hypeel 229 € o Zenith foram ensaiados tanto para colheita mecénica como
manual o que permitiu dispor de um maior nimero de dados comparativamente com
as outras variedades ensaiadas. Dos frutos colhidos nas duas apanhas manuais o
Zenith apresentou mais de 25 % de frutos com podriddo apical na primeira colheita e

mais de 22% na segunda, ultrapassando os 15% na colheita inica ou mecéanica.
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Tabela 3.1-Percentagem de frutos com podridéo apical rejeitados por variedade em cada
uma das colheitas manuais.

H7151 Petopride Zenith ~ H-30  FM785 Mader - Hypeel Hypeel
_» 224
1ra colh. 875 2,72 2505 343 25 1697 25 28,88
2da colh. 1,24 0 225 165 1487 101 09 9,50

Fonte: Cardoso Ribeiro, F.J. 1992

Tabela 3.2-Percentagem de frutos com podridéo apical rejeitados por variedade na colheita
mecénica.

H7151 Red Can. [E6203 Petopr Zen'i_t_h‘_ M UC

Setter Row ide 9 82B

6,6 1,7

Coh. 15 107 76 1230 09 163

Mec.

Fonte: Cardoso Ribeiro, F.J. 1992

Pelo contrario e de acordo com os dados de todas as colheitas efectuadas o
Hypeel 229 nunca ultrapassou os 3% de frutos com esta deficiéncia (Cardoso
Ribeiro, 1992). Foram assim considerados o Zenith e o Hypeel dois hibridos com
diferente susceptibilidade ao célcio, na época de maturagdo dos frutos. Ndo foram
encontrados dados quantitativos dos contetidos relativos de célcio por grama de
matéria seca dos frutos, nem de qualquer outro tecido (caules, folhas, raizes, etc.) das

mesmas variedades.

3. 3 - Desinfec¢do superficial das sementes e esterilizagfio dos utensilios
Nas embalagens das sementes comerciais utilizadas referia-se que as mesmas
tinham sido submetidas a um tratamento com Thiram (antimicético) antes do

empacotamento; pelo que a esterilizagdo a que foram submetidas neste trabalho tinha
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como objectivo principal a eliminagdo de possiveis bactérias existentes na superficie
das mesmas.

A esterilizagio das sementes foi feita para todas as experiéncias de acordo
com o seguinte procedimento: esterilizagdo superficial por imersdio em lixivia
comercial Domestos 3, (contendo 5% de cloro activo) diluida 10 vezes (0,5% de
cloro na solugdo final). As sementes permaneceram na lixivia durante 20 minutos,
em agitagio continua durante o periodo da desinfec¢do. Seguidamente foram
transferidas para o fluxo laminar e lavadas (no mesmo recipiente onde foram
esterilizadas) com agua estéril nunca menos de trés vezes.

As lixivias comerciais contém além do hipoclorito de s6dio um detergente
redutor da tens3o superficial, favorecendo assim, a eficacia de acg¢do daquele. Por
outro lado, é importante utilizar embalagens de lixivia ainda intactas, pois, estas uma
vez abertas perdem progressivamente o cloro activo tornando o produto menos
eficaz.

Todo o material de vidro e utensilios de manuseamento das sementes foi

esterilizado em estufa a 180° durante hora e meia.

3.4 - Meios de Cultura

A composigio geral dos meios de cultura ¢ a seguinte: sais inorgénicos de
macro ¢ micronutrientes, vitaminas e carbohidratos. Todos estes dissolvidos em agua
(destilada ou bidestilada) formando uma solugdio aquosa, a que podem ser
adicionados outros compostos como reguladores do crescimento, amino4cidos, e
outros agentes ndo definidos como por exemplo: extracto de levedura, sumos e
extractos de frutos, caseina hidrolisada, antioxidantes, etc., segundo a natureza,
objectivos da cultura e espécie utilizada.

Geralmente os meios sdo solidificados com 4gar para constituir um sistema de

“suporte”. A quantidade de 4gar adicionado ao meio permite obter meios s6lidos ou
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semi-sélidos. Nalguns tipos de trabalhos ir vitro os meios liquidos (sem adigdo de
agentes solidificantes) ou de dupla fase (s6lido, liquido) sfio mais adequados.

O meio de cultura mais apto para a cultura in vitro do tomateiro foi
seleccionado num trabalho prévio, realizado no laboratério de Ecotecnologia da
Universidade de Paris Sud XI, Franga (dados nfo apresentados).

De entre os meios testados (Gamborg ,1966; Gamborg B5, 1968; Heller,
1955; e Murashige e Skoog, 1962) o que apresentou methores resultados foi o meio
de Murashige e Skoog (1962) para macro e micro nutrientes, pelo que foi

seleccionado como meio de base para todos os ensaios posteriormente realizados.

3.4. 1- Preparacio das solu¢des mie e dos meios de cultura

A composi¢do do meio de base utilizado foi a seguinte: sais minerais de
macro e micronutrientes de Murashige e Skoog (1962), as vitaminas de Morel
(1950), FeEDTA, sacarose e agar. Em nenhuma das experiéncias realizadas neste
trabalho foram adicionados reguladores de crescimento, aminoicidos ou qualquer
outro suplemento. Os Anexos I e II, mostram as concentragdes das solugdes mde e os
miligramas de cada composto por litro de meio base preparado.

O meio de base, preparado a partir das solu¢des mae, foi modificado em cada
experiéncia de acordo com o objectivo em causa, as alteragSes a formulagdo inicial
sdo mencionadas nos materiais ¢ métodos de cada experiéncia. Estas modificagdes
consistiram geralmente numa redugdo ou aumento das quantidades de célcio sob a
forma de Cl,Ca . 2H,0. O doseamento de calcio foi nalguns casos acompanhado por
outras modificagdes do meio de base como por exemplo o contetido de sacarose e as
fontes de azoto.Todos os meios foram ajustados antes da adi¢do do agar a pH 6.2"
com NaOH. O meio com agar foi aquecido em placa de aquecimento magnética, até

a obtengio duma solugdo totalmente transparente, seguidamente efectuo-se a

* *Na bibliografia corrente, refere-se que o valor do pH é geralmente ajustado a 5.7-5.8, mas no presente
trabalho o Difco Bacto agar quando cozido produzia uma acidificagdo dos meios para valores de pH inferiores
a 5.5 e como resultado ndo se verificaba a gelificagio do mesmo. Deste modo, optou-se por aumentar o pH da
solugdio até valores de pH 6.2, sendo o pH final do meio pronto a usar de 5.8.

71



3 - MATERIAL E METODOS

distribuicio do meio nos tubos de ensaio (10 ml/tubo), mediante uma bomba
peristaltica.

Os tubos contendo o meio foram esterilizados em autoclave (121°C, 1 atm. de
pressdo, durante 15 minutos). Os tubos usados foram sempre de 25 x 150 mm com
tampa de rosca, distribuidos em suportes de 24 tubos cada.

E importante referir que a qualidade da 4gua é neste trabalho de fundamental
importancia, porque segundo a natureza da mesma, pode ser uma fonte indesejavel
de célcio no meio. Pelo que foi sempre desmineralizada e posteriormente bidestilada,

tendo a condutividade eléctrica sido regularmente controlada.

3.5 - Condigdes fisicas da cultura:

As sementes (uma por tubo) foram colocadas no meio em condi¢des de
assepsia (no fluxo laminar) e transferidas a sala de cultura. Durante todo o periodo
de crescimento das plantas (15 dias), foram mantidas as seguintes condigdes:
fotoperiodo: 16/8 horas (dia/noite); termoperiodo: 25/19°C(dia/noite) e uma

intensidade luminosa de 2 594 lux +/- 10 lux.

3.6 - Obtencao dos parametros biométricos
Os pardmetros biométricos que foram medidos por plantula em todas as

experiéncias realizadas foram os seguintes: comprimento do hipocétilo e da raiz

! principal, matéria seca da parte aérea e da raiz principal. Para obtengio
dos parametros biométricos e determinagdes do conteudo de calcio
interno, as plantulas de todas as experiéncias foram retiradas do meio
exactamente 15 dias apds a colocagdo da semente em cultura. E de referir
que uma plantula de tomateiro com 15 dias de cultura apresenta uma
¥l parte aérea composta pelo hipocotilo, os cotilédones e nalguns casos os

primérdios foliares pouco desenvolvidos (Figura 3.1).

Figura 3.1. Tamanho de uma plantula de tomate com 15 dias de cultura. A parte aérea ¢é
composta pelo hipocétilo, cotilédones e os primordios foliares pouco desenvolvidos.
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3.6.1-Comprimento

Os valores de comprimento da raiz principal e dos hipocétilos de todas as

plantulas por variedade e repeticdo foram ___
obtidos manualmente (individualmente para
cada plantula) mediante o uso de uma régua
(Figura 3.2) e os dados anotados numa tabela

tipo, como a apresentada no Anexo III.

No caso da parte aérea medimos o :
‘ Comprimento do,
comprimento desde o colo da raiz até o ponto a 7 Hipocétilo '

de inser¢do dos cotilédones (ou seja foi

medido o hipocétilo).
Figura 3.2. Medigdo manual do comprimento
do hipocotilo.

3.6.2 - Matéria seca

Apds a obten¢do do comprimento, foram separados raizes e a parte aérea, as
raizes de todas as plantas duma mesma repeti¢do foram colocadas numa caixa de
Petri (devidamente tarada e identificada), procedendo-se de igual modo com a parte
aérea. A matéria seca de raizes e da parte aérea de cada repeticdo obteve-se por
i 5 | pesagem em balanga de precisdo apos
terem secado por um periodo de 48 h

em estufa a 85°- 90°C (Figura 3.3) e

S R e A S

s

arrefecidos num exsicador.

Figura 3.3 — Caixas de Petri com o material vegetal na estufa de secagem.
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Para obter a matéria seca de cada uma das partes da plantula (raiz e parte
aérea), o valor da quantidade total de matéria seca (dessa parte) de cada repeti¢do foi
dividido pelo numero de plantulas analisadas e secas por repeti¢do. Cada repeti¢do
tinha um nimero inicial de 24 plantulas’ (1 suporte). Exemplo duma tabela tipo

usada para obtengdo da matéria seca encontra-se no Anexo IV.

3.7 - Determinacdes do conteiido de célcio nos tecidos.

O contetido total de calcio nos tecidos foi analisado separadamente em raizes
e parte aérea, da seguinte forma:

Apbs a obtengdo do matéria seca de cada repeti¢do (raizes e parte aérea
separadamente) cada amostra foi macerada manualmente num almofariz de vidro até
a obtengdo dum p6 fino, retirando-se uma amostra que foi geralmente de 50 mg para
a parte aérea (® na tabela do Anexo V), e de 25 mg para as raizes. Esta amostra foi
submetida durante 48 h a extrac¢fo de calcio em 4cido cloridrico 0,IN (50% p/v;
#na tabela do anexo V) em agita¢do e posteriormente filtrado com papel de filtro
Whatman n°1.

Da solugdo de acido (filtrada) contendo os ides calcio foram preparadas
amostras, diluidas 10 vezes, sendo seguidamente analisadas em espectrofotdmetro de
absor¢do atémica (Perkin Elmer mod. 2380, equipado com uma ldmpada de célcio de
catodo oco). Para a realizagdo das leituras foi usada uma chama oxidante de
ar/acetileno, ajustando o comprimento de onda a 422.7 nm e abertura de 0,7.

A solugdo padrio de calcio ( a 5 ppm), foi preparada a partir de uma solugdo
de calcio BDH a 1000 ppm. Para realizar os ajustes do espectrofotémetro, o branco
usado foi a solu¢do de acido cloridrico 0,1N preparada para a extrac¢@o de calcio da
matéria seca e para a preparagdo das respectivas diluigdes.

De cada amostra foram feitas trés leituras e com estas se obteve uma média

do conteido de calcio relativo a cada repetigdo (* na tabela do Anexo V). A

" E de referir que as perdas de individuos por repeti¢do foram minimas (< de 1%) e que a maioria destas perdas
foram devidas a nfo germinagdo das sementes postas em cultura.
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concentragdo de Ca®* nos tecidos é sempre expressa em mg de Ca® por grama de

matéria seca.

3. 8 - Delineamento experimental e analise dos dados

Os dados de cada experiéncia foram sujeitos a analise de varidncia (ANOVA)
de factores multiplos mediante o programa Statgraph Plus versdo 7. As regressoes e
correlagdes foram feitas no FMSAS (File Management and Statistical Analysis
System 2.01 (1987) do Statpack (Biometrical Softwere Package 2.01). Cada
variedade teve 3 repetigdes por tratamento (3 suportes de 24 tubos cada). O
tratamento das médias foi avaliado pelo método das diferengas minimas

significativas (dms) para p < 0.05.
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4 . 1 - Introducio e objectivo

Segundo Atkinson et al. (1992) existe uma consideravel variabilidade inter
especifica na concentrag@o de calcio da seiva xilematica de plantas que crescem em
locais com concentragdes similares de célcio na rizosfera.

De acordo com Atkinson et al. (1991a, b) os factores determinantes da
concentragdo de calcio na seiva xilematica que é transferida a parte aérea sdo; a)
caracteristicas determinadas pelo gendtipo e b) a quantidade de célcio na rizosfera.

Deste modo, esta primeira experiéncia teve por objectivo detectar diferengas
no transporte e distribuigdo do calcio e nas respostas das duas variedades
seleccionadas pela sua diferente susceptibilidade 4 podriddo apical, em diferentes
concentragdes de célcio no meio. A avaliag8o das respostas genotipicas foi feita pela
determinagdo dos contetidos de célcio que foram translocados para a parte acrea e
dos conteudos de calcio presentes na raiz, em plantulas de 15 dias das duas
variedades cultivadas in vitro (testes precoce). Avaliou-se também o efeito que as
diferentes concentragdes de célcio do meio tiveram sobre os pardmetros biométricos
mais importantes, tais como; crescimento da parte aérea e da raiz, matéria seca da
parte aérea e da raiz, tamanho das células (comprimento) da parte aérea (hipocétilo)
e eficiéncia de utilizagdo do idio para a produgdo de matéria seca, pelas duas

variedades.

4 .2 - Material e Métodos

4.2.1-Meios de cultura (tratamentos)

Os materiais ¢ métodos utilizados nesta experiéncia foram idénticos aos
descritos no Capitulo 3 (Material e Métodos) com excepgdo dos valores de célcio no

meio, que variaram para cada tratamento. Os meios de cultura utilizados foram
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preparados a partir de uma solugdo méae de Murashige e Skoog (1962) sem calcio.
Deste modo, foram constituidos nove tratamentos diferentes segundo a quantidade
de CaClL,.2H,0O adicionada (Tabela 4.1). Nenhuma outra alteracéo foi feita nos

tratamentos.

Tabela 4.1 - Quantidades de CaCl, . 2 H,O em mg 1! adicionados ao meio de base de
Murashige e Skoog (1962), e correspondentes valores em mM e meq. de calcio para cada
tratamento.

Trat. 1 Trat.2  Trat. 3% Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6 Trat.7 Trat.8 Trat. 9

CaCl,.2H,0 660 550 440 374 330 220 154 66 0
mM de Ca 4,49 3,74 3,00 2,54 2,24 1,50 1,05 0,45 0
meq. de Ca** 8,98 7,48 6,00 5,08 4,48 3,00 2,10 0,90 0

*Nivel de cilcio no meio de Murashige e Skoog (1962)
Tratamento 9 = sem adigéo de célcio.

E importante salientar que as quantidades de calcio referidas na Tabela 4.1,
foram as adicionadas ao meio. No entanto, existem outras fontes de célcio nos
componentes do meio (Tabela 4.2), que pelo facto de serem quantidades muito
pequenas em relagdo aos niveis de calcio adicionados e sobretudo por serem as
mesmas para todos os tratamentos ndo foram consideradas. Utilizou-se deste modo,
o termo mM de célcio no meio para referir as quantidades adicionadas.

As outras possiveis fontes de célcio, foram quando possivel quantificadas
como ¢ caso das quantidades de calcio nas sementes e na dgua, bidestilada usada na
preparagdo dos meios. O valor médio da quantidade de calcio presente no Difco-
Bacto agar foi obtido dos dados publicados por Moncousin, (1991).

Os resultados que sdo apresentados na Tabela 4.2, sdo valores médios por
tubo de ensaio com 10 ml de meio de cultura e valor médio de calcio numa semente
de tomate. Para efeitos de comparagdo com os valores da Tabela 4.1 também séo

apresentados os valores por litro de meio.
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Tabela 4.2 - Contetiddos médios de célcio nos componentes de um tubo de ensaio posto em
cultura (10 ml) e por litro de meio.

Componente mg de célcio/tubo mg 1"
Semente 0.0041
Agua 0.0073 0.73
Sacarose 0.01 1
Agar (Difco-Bacto)* 0.18 18

Fonte: Moncousin, (1991).

Como se pode constatar, o 4gar ¢ o factor externo que introduz no meio

maiores quantidades de célcio.

4.2 .2 —Tamanho das células. (Comprimento).

Para se efectuar uma comparagio do tamanho das células da parte aérea em
funcdo do contetido de célcio no meio, foram seleccionados os tratamentos com 0.45
e 4.5 mM de calcio (0.660 mg e 0.066 mg de CaCl,.2H,0 por litro de meio).

Foram preparados trés suportes com 24 tubos para cada um dos tratamentos e
colocados em cultura com a finalidade de os utilizar exclusivamente para as
observagdes microscopicas. Apos 15 dias em cultura, as plantulas foram retiradas
para observagdo microscopica.

Uma camada superficial de células do hipocétilo (no sentido do crescimento)
foi retirada longitudinalmente, com auxilio duma ldmina, e posteriormente foi
observada num microscdpio éptico. Um porta-objecto com uma escala graduada de 2
mm, foi usado para calibrar a ocular graduada para cada aumento da objectiva.

Os valores apresentados correspondem a média de trés repetigdes de 75

células para cada variedade e tratamento.

4.2 .3 -Densidade celular dos tecidos da parte aérea
Para obtencdo da densidade celular da parte aérea, ou seja da quantidade de

biomassa por 4rea, considerou-se o hipocotilo das plantulas como sendo um cilindro
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de 1mm? de didmetro (valor aproximado para o didmetro do hipocétilo das plantulas
de tomate com 15 dias de cultura). Deste modo o volume do mesmo foi calculado
através da seguinte equag@o: V =h. 1. *

Onde: h = comprimento do hipocétilo; n =3.1416; * = didmetro. A densidade
foi obtida pela razdo entre a matéria seca e o volume da parte aérea.

Dens. = MS/V

4 .3 - Resultados

4.3.1 - Conteudo de calcio nos tecidos

4.3.1.1-Parte aérea

Os contetudos de célcio nos tecidos da parte aérea variaram em fungdo da
quantidade de calcio adicionada ao meio de cultura, das variedades e das interacgdes
célcio no meio por variedade (Quadro 1, Anexo VI). A um incremento no contetido
de célcio no meio correspondeu um incremento no contetido de célcio nos tecidos da
parte aérea das variedades estudadas.

De acordo com a analise estatistica, s6 ndo houve diferengas significativas
entre as médias dos tratamentos que continham 0.45 mM de célcio e o tratamento
sem adigdo de clcio, e entre 3.00 e 3.74 mM, para o total dos dados analisados
(Figura 4.1).

Como mostra a Figura 4.2 a variedade Hypeel apresentou uma média
significativamente superior para o conteado médio de calcio nos tecidos da parte
aérea quando comparados com os valores de Zenith.

Na Figura 4.3 apresentam-se os resultados do conteudo de Ca’" interno para
cada variedade em fungdio dos tratamentos. Como pode ver-se, houve nas duas
variedades um aumento nas quantidades de célcio nos tecidos da parte aérea a
medida que foi incrementada a quantidade de célcio no meio de cultura. No entanto,
os conteudos de calcio nos tecidos de Hypeel e Zenith foram diferentes para a

maioria dos meios testados.
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A baixas concentragdes de calcio no meio (0.45 mM e ndo adigdo de célcio) a
variedade Zenith apresentou valores significativamente mais elevados que Hypeel,
inversamente foi observado para altas concentragdes (a 3.74 ¢ 4.49 mM de célcio no
meio).

Com concentragdes acima de 3 mM de célcio, Zenith manteve os valores de
calcio dos tecidos da parte aérea dentro de uma gama de valores menos variaveis
(entre 17.5 € 19.92 mg de Ca” por grama de matéria seca).

Contrariamente, Hypeel sobe rapidamente os niveis de Ca** interno para os
tratamentos com quantidades mais elevadas de calcio, apresentando mais de 25 mg
de Ca®* por grama de matéria seca, em meios com 4.49 mM de célcio.

Também se verifica na Figura 4.3, que Hypeel apresenta uma maior
quantidade de calcio para a maioria das concentragdes testadas, todavia para

concentragdes entre 2.54 e 3.00 e 3.74 mM ndo se observaram diferengas entre as

variedades.
Ca® (mg g'MS) Ca’* (mg g'MS)
24 i 13.4 | ]
i I ] L I :
L ] 13 [ ]
20 [ 11 ] ]
16 F 3 126 | ]
12 F I : 122 | ]
i 1 ] ]
8 F I i . 118 [ I ]
i 1 I ] ]
4t . 11.4 [ ]
0 r —- 11 B 1 1 ]
0 1.05 2.24 3.00 4.49 1
045 " 1.50772.54" 3.74 Hypeel ~Zenith

mM de célcio adicionados ao
meio de cultura

Figura 4.1-Intervalos de confianga (95% Figura 4.2-Intervalos de confianga (95%
dms) para o conteido médio de Ca’’(mg g dms) para o contetido de Ca*’(mg g’ MS)
MS) das duas variedades; em fungdio da nos tecidos da parte aérea em fungéo das
concentragio de calcio adicionado ao meio variedades; para o total das concentragdes de
(mM). “célcio testadas.
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Ca* (mg g' MS)
26

22 1

2 + : + : : : : :
000 045 1.05 150 224 254 300 374 449
mM de calcio adicionados ao meio

& Hypeel @ Zenith

Figura 4.3 - Contetido de calcio (mg g' MS) para plantulas de 15 dias, de ambas as
variedades em func¢do da quantidade de calcio adicionado ao meio (mM).a; b, diferengas
significativas entre as médias das variedades (p 0.05).

4.1.2-Conteudo de calcio na raiz

A anélise de variancia realizada para o contetido de calcio na raiz para o total
dos dados analisados (Quadro 4 do Anexo VI) mostra que este é influenciado pela
concentragio externa de calcio (Fig. 4.4). No entanto, ndo foram observadas

diferengas significativas entre as variedades (Fig. 4.5).

Ca’ (mg g' MS) Ca?* (mg g' MS)
op 1[ R 6.7F ' ' ]
8T bl ] 6.5
of I I I I : 63 ]
4t I ]
61 ]
i é
oF L L ]
0 105 224 3.00 _4.49 57t ]
045 150 2547 3.74

Hypeel Zenith

mM de cédlcio adicionados ao meio

Figura 4.4 -Intervalos de confianga (95% Figura 4.5 -Intervalos de confianca (95%
dms) para o conteudo de calcio nos dms) para o conteudo de calcio nos tecidos da

tecidos da raiz (mg g” MS) em fungéio do raiz (mg g’ MS) em fungdo das variedades.
célcio no meio (mM). Valores para a Média dos valores de todas as concentragdes

média das duas variedades. de célcio para cada variedade.
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Ca’ (mg g" MS)
p4

GO 045 1.05 150 224 254 300 374 4.49

mM de calcio adicionados ao meio
</‘ Hypeel @ Zenith

Figura 4.6-Contetido de calcio na raiz (mg g MS) em fungdio da quantidade de calcio
adicionada ao meio de cultura (mM). a; b diferengas significativas entre variedades.

A Figura 4.6 mostra que o contetdo de calcio nos tecidos da raiz, foi maior em
ambas variedades para niveis intermédios de calcio no meio de cultura, decrescendo
para os valores extremos. Este padrdo ndo ¢ semelhante ao apresentado pela parte
acrea.

A andlise das interacgdes mostrou que existem diferengas significativas entre
as variedades para os niveis de célcio intermédios, sendo os valores observados para
a variedade Zenith significativamente superiores para concentragdes de 2.24 e 2.54
mM de célcio no meio. No entanto ndo houve diferengas para os conteudos de célcio
entre as raizes de Hypeel e Zenith que cresceram com pouco cdlcio no meio,

acontecendo 0 mesmo para os meios com muito célcio. (Fig. 4.6).

4 .3 .2 — Distribuicio do célcio absorvido entre os tecidos da parte aérea e da
raiz

Devido as diferengas observadas entre as curvas dos conteudos de célcio nos
tecidos da parte aérea e da raiz em fungdo da concentragdo externa de calcio,
considera-se importante analisar a distribui¢do de calcio entre os tecidos a parte aérea
€ a raiz.
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Nos tratamentos extremos (altas ou baixas concentragdes de calcio no meio) a
maior parte do calcio absorvido pelas variedades foi translocado para a parte aérea,
tendo os valores atingido 70 % do célcio total.

A niveis intermédios de calcio no meio de cultura a distribui¢do do célcio
absorvido foi de aproximadamente 50% para cada uma das partes da plantula.

Nas Figuras 4.7a (Hypeel) e 4.7b (Zenith), pode observar-se uma
representa¢do grafica da distribui¢do do calcio nos tecidos para cada nivel de calcio
no meio de cultura. Para concentragdes superiores a 3.00 mM de célcio externo, ndo
se observou em Zenith incremento na quantidade de calcio que € translocado para a
parte aérea.

Por outro lado as raizes desta variedade apresentaram maior quantidade de
calcio (por grama de matéria seca) que a parte aérea para valores intermédios de
célcio no meio. Este padrdo ndo foi observado em Hypeel cujas raizes tiveram

sempre menor quantidade de célcio que a parte aérea.

12

% de célcio nos tecidos % de calcio nos tecidos
100 — 255 100
43 ; 1 20.7 =
50|  Partc aérea | MEE Parte adrea | 1, 194 196

104 11.2

60

53

9.1 60

40 10

20 20

0 olP

20 20

40

73 | Raiz |

! STl 811 1 1 1 1 7R?’IZ 1

0 045 1.05 15 224 254 3 374 449 60
mM de célcio adicionados ao meio

1 ! i9'5 1 1
0 0.45 1.05 1.5 224 254 3 3.74 4.49
mM de célcio adicionados ao meio

60

Figura 4.7a Figura 4.7b

Figura 4.7. Parti¢do do calcio (em percentagem) entre a parte aérea e a raiz (plantulas de 15
dias) de Hypeel (4.7a) e Zenith (4.7b) para cada nivel de calcio no meio. O comprimento das
barras mostra as percentagens do calcio total para cada 6rgdo e os valores numéricos sobre
as barras a quantidade de Ca”>* por grama de matéria seca de cada 6rgao.
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4.3.2-Parametros biométricos

4.3.2.1-Comprimento da parte aérea (hipocétilo)

Os niveis de calcio no meio influenciaram o comprimento dos hipocétilos das
duas variedades como se pode verificar pela analise de varidncia (Quadro 2 do
AnexoVI). As plantulas de ambas as variedades apresentaram um maior crescimento
quando as concentragdes de calcio no meio foram baixas (0.45 e 1.05 mM de calcio),
com excepgdo do meio ao qual néo foi adicionado célcio (Fig. 4.8).

A partir da concentragfo de 1.50 mM verifica-se um decréscimo dos valores
do comprimento do hipocétilo tanto para Hypeel como para Zenith. Tal decréscimo
tem o seu valor minimo para a concentragdo de 3.00 mM de célcio no meio.

Nos meios em que foram adicionados mais de 3.00 mM de célcio pode
observar-se um novo aumento do comprimento do hipoc6tilo para as duas variedades
(Fig. 4.8 € 4.10).

A Figura 4.9 mostra que o comprimento da parte aérea da variedade Hypeel

foi significativamente inferior comparativamente com Zenith.

Comprimento (cm) Comprimento (cm)

9.7 ] 9.4
93 F I I ] 92¢ I ;
8.9 I I . d!
r I { 88 ]
8.5F ]
: 8.6 1
8.1F . ]
i 841 I
7.71 .
0 1.05 2.24 3.00 4.49 8.2
0.45 1.50 2.54 3.74
mM de céalcio adicionados ao meio

Hypeel Zenith

Figura 4.8-Intervalos de confianga (95% Figura 4.9-Intervalos de confianga (95%
dms) para o comprimento dos hipocétilos ~dms) para o comprimento dos hipocétilos em
(cm) em fungdo da quantidade de calcio fungdo das variedades. Valores médios para o
adicionado ao meio de cultura (mM). Os total das concentrag3es testadas.

valores representam as médias para 0s

valores de ambas as variedades.
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Comprimento do hipocétilo (cm)

10.5
a
10
9.5
ap
9
8.5 o
by / b
y b
8 7
o/
7.5 b 0
b
7 | ! | L | 1 !
0 045 1.05 1.50 224 254 3.00 3.74 449
mM de calcio adicionados ao meio

Figura 4.10 - Comprimento do hipocétilo (¢cm) em fung¢do da concentragdo de calcio no
meio (mM). a;b diferengas significativas entre variedades.

A analise de varidncia efectuada para as interacgdes (calcio no meio X
variedade), mostra que com excepgdo do meio que continha 3.74 mM de calcio, a
variedade Zenith apresenta hipocotilos significativamente mais compridos que
Hypeel, (Fig. 4.10). Também se verifica que, os hipocétilos das duas variedades
apresentaram maior crescimento em meios com concentragdes de calcio menores €
um decréscimo no comprimento quando o calcio no meio foi incrementado, como

pode verificar-se pela comparagdo das plantulas da Figura 4.10a.

Figura 4.10a. Diferengas no comprimento dos hipocétilos de plantulas de 15 dias de
Hypeel, submetidas a diferentes concentragdes de calcio no meio. Meios sem adi¢do de
calcio (Sem Ca’") e meios MS (com 3.00 mM de célcio).
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No entanto, a partir de 3.00 mM de calcio no meio, os hipocdtilos
apresentaram um aumento no comprimento em Zenith sendo significativamente mais

compridos para uma concentragio de 4.49 mM de calcio no meio.

4.3.3.2-Comprimento da raiz
O comprimento da raiz principal foi também afectado pela quantidade
de calcio disponivel no meio de cultura, como pode ver-se pelas Figuras 4.11 e 4.12.
A anélise de variancia (Quadro 5; Anexo VI) mostrou diferengas significativas para
o comprimento da raiz principal em fungfo da concentrag¢do de cdlcio no meio e em
funcdo das variedades, mas ndo para o resultado das interacgdes entre estes factores

analisados.

Comprimento (cm) Comprimento (cm)

STT 1 55 F ' ' ]

IR LA Y I
s I :

525 ¢ ]

49 [ PR S S S S T S S ]

0 045 1.05 1.5 2.24 2.54 3.0 3.74 4.49 52 & ! L ]

mM de célcio adicionados ao meio Hypeel  Zenith

Figura 4.11. Intervalos de confianga (95% Figura 4.12. Intervalos de confianga (95%
dms) para o comprimento da raiz em dms) para o comprimento das raizes (cm) em
fungiio da concentragdo de célcio no meio fungdo da variedade para o total dos
(mM).Valores correspondentes & média tratamentos.

das duas variedades.

O comprimento das raizes foi menos varidvel que o dos hipocétilos em
relagdo as quantidades de cdlcio no meio, se bem que, como no caso dos hipocétilos,
as raizes que apresentaram um menor crescimento foram as das plantulas que se

desenvolveram nas concentragdes de 2.54 € 3.00 mM calcio no meio. Considerando
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A partir de uma concentragdo superior a 2.24 mM de célcio no meio a
variedade Zenith reduz drasticamente a quantidade de matéria seca da parte aérea.
Para esta variedade, nos meios com concentragdes inferiores a 2.24 mM e sem
adicdo de calcio, a quantidade de matéria seca da parte aérea ndo apresenta

diferencas significativas entre os seus valores.

4.3.2.4-Matéria seca da raiz

Na sua generalidade o incremento de célcio no meio, teve como efeito uma
redugio na quantidade de matéria seca das raizes das duas variedades (Figura 4.14).

Através da analise de varidncia (Quadro 6; Anexo VI), foram encontradas
diferengas significativas, para a matéria seca da raiz em fun¢@io da quantidade de
célcio no meio e da variedade (para o total dos dados analisados), como pode
observar-se nas Figuras 4.14 e 4.15.

Nio houve no entanto, diferengas significativas para o resultado das

interacgdes destes dois factores.

MS (mg) MS (mg)
26— T T T T T T T T T i 1~9— T T
2.3 1 1 ya b I ]
2 [
I L3 F ]

”1“[1

147 [
1.5F 1

1.1C

0 1.05 2.24  3.00 4.49

0.45 1.50 2.54 3.74 1.4 : \ ]
mM de célcio adicionados ao meio Hypeel Zenith

Figura 4.14 - Intervalos de confianga (95% Figurad.15 - Intervalos de confianga (95%
dms) para a quantidade de matéria seca da  dms) para a quantidade de matéria seca da
raiz em fungdo da quantidade de célcio raiz (mg) em fungdo das variedades.
adicionada a0 meio (mM). Valores médios ~ Valores médios para o total dos
para ambas as variedades. tratamentos.
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4.3.2.5-Razido: matéria seca da raiz/matéria seca da parte aérea.

Um outro aspecto importante nos estudos de nutri¢do mineral diz respeito a
distribuigdo da biomassa entre a raiz e a parte aérea. Comparou-se assim a esta razéo
para suprimentos de célcio no meio considerados adequados (3.00 mM) e para

baixos suprimentos (0.45 mM). Os resultados séo apresentados na Tabela.4.2.

Tabela 4.3. Raziio matéria seca da raiz/matéria seca da parte aérea, para as duas
variedades em fungdo de duas concentra¢des de calcio no meio.

Suprimento de calcio adequado Suprimento inadequado de calcio
(3.00 mM) (0.45 mM)
Raiz Parte aérea Razdo: raiz/ Raiz Parte aérea  Razdo:
(mg) (mg) parte aérea (mg) (mg) raiz/
parte aérea
Hypeel 1.367 3.82 0.36 2.123 4913 0.43
Zenith 1.620 5.13 0.32 2.25 6.32 0.36

Verifica-se que para Hypeel a razdo aumenta de 0.36 a 0.43 entre as plantas
com adequado suprimento de clcio e as que cresceram com baixa disponibilidade
de célcio. Esta diferenca de valores deve-se fundamentalmente & maior biomassa das

raizes da variedade Hypeel nos meios mais pobres em célcio.

4.3.2.6-Razio: matéria seca/comprimento (“Densidade celular”)

A anélise das curvas de crescimento da parte aérea em fungdo da
concentragdo de calcio no meio, mostra que as plantulas apresentaram um maior
crescimento em baixas concentra¢des de célcio no meio, este crescimento decresceu
a medida que se adicionou mais célcio no meio. Este comportamento foi também
observado para a quantidade de matéria seca na parte aérea para as duas variedades.

Em concentragdes superiores a 3.00 mM verificou-se um aumento do
compriménto e uma diminuicdo da quantidade de matéria seca da parte aérea,

podendo inferir-se destes resultados que estas plantulas possufam maior quantidade
89



4 - EXPERIENCIA 1

de 4gua comparativamente com as que se desenvolveram em baixas concentra¢des
de célcio. Esta observagdo foi corroborada quando se calculou a razdo entre a
quantidade de matéria seca e o volume do hipocétilo. Esta razédo foi designada como
“densidade celular” e reflecte a quantidade de biomassa da parte aérea (para cada
valor de comprimento) em fung&o da concentragéo de calcio no meio.

A Figura 4.16 mostra os valores de densidade celular em fungdo da
concentrago de calcio no meio para ambas as variedades. Na Figura pode observar-
se que Hypeel mantém o mesmo valor de densidade (aproximadamente 0.16) para
1.05, 1.50, 2.24, 2.54 ¢ 3.00 mM de célcio externo. Tendo esta variedade um valor
maximo de densidade quando ndo adicionamos célcio no meio e valores mais baixos
para os meios com mais de 3.00mM de célcio.

Zenith, que possui maior produgdo de biomassa por unidade de volume da
parte aérea, apresenta uns valores de densidade mais uniformes em fungdo da
concentragdo de cdalcio no meio,

Densidade parte aérea

correspondendo os méximos valores
0.22

0.20 de densidade para os meios com

0.18 quantidades intermédias de célcio.
0.16
- Tal como foi verificado para Hypeel,
0.12 também em Zenith o menor valor de
0.10

O 045 105 15 224 254 3 374 449 densidade correspondeu ao meio com
mM de célcio adicionados ao meio .. N .
maxima concentragéo de célcio.

B Hypeel Zenith

Figura 4.16-Valores de densidade celular em fungdo da quantidade de célcio adicionada ao
meio.

E de salientar que o parAmetro “densidade celular” ¢ menos varidvel que o

contetido de matéria seca. No entanto, este pardmetro também pde em evidéncia

diferengas substanciais entre as variedades.
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4.3.2.7—-Tamanho das células (comprimento)

Para avaliar-se os efeitos da concentragdo de calcio sobre o “tamanho” das

células da parte aérea (hipocétilos), utilizaram-se dois tratamentos extremos: 0.45

mM e 4.49 mM célcio no meio (66 e 660 mg de CaCl,. 2H,0). Nas Figuras 4.17,

4.18 € 4.19 e no Quadro 7 do Anexo VI, apresentam-se os resultados da anélise

estatistica.

A Figura 4.17 mostra que o comprimento médio das células esta directamente

relacionado com o contetdo de calcio no meio, € que a um maior conteiido de célcio

corresponde um aumento do comprimento.

Na Figura 4.18 pode ver-se que o comprimento médio das células dos

hipocétilos de Hypeel foi significativamente superior ao das células de Zenith.

Conyprinento das c€lulas

0.09f o I

0.065[

0.0611

0.057}

0.053[

0.0497
1

0.045LC L L
045 450

mMde célcio adicionados ao nreio

Figura 4.17 - Intervalos de
confianga (95%dms) para o
comprimento das células (em
mm) em fung¢do da concentra-
¢do de calcio (mM). Média
das duas variedades.

Comprimento das c€lulas
0063 F T
vl L
0059
0057}
0055 F
0053} :{
0051t . .
Hypeel ~ Zenith

Figura 4.18 - Intervalos de
confianga (95%dms) para o
comprimento das células (em
mm) em fungdo da variedade.
Média de todas as concentra-
¢des de calcio testadas.

Comprimento das células
0.083 [ ' )

0.073[ 449 I ]
0.063 [ ] 4.49

0.053 [ 0.5]

i 1 o045
0.043 '

Hypeel  Zenith

Figura 4.19 - Variagdo do
comprimento médio das célu-
las das duas variedades em
fungdo da concentragdo de
calcio (mM).

Esta diferenga entre as duas variedades deveu-se principalmente aos maiores

comprimentos que apresentaram as células de Hypeel no meio com 4.5 mM de

calcio, como pode ver-se na Figura 4.19.
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4.3 .3 - Eficiéncia de utilizacdo do ido calcio para a produciio de matéria seca

As plantas que crescem em condigdes de baixa disponibilidade de nutrientes
normalmente aumentam a sua capacidade de absor¢do (Cogliatti e Clarkson, 1983;
Kochian e Lucas, 1982 citados por Gustschick, 1993) através do aumento da
distribui¢do do sistema radicular e da diminui¢do do conteido dos nutrientes nos
tecidos (Davidson, 1969a; Ingestad e Lund, 1979 citados por Gustschick, 1993). O
aumento na capacidade de absorgdo das raizes ¢ composto por uma série de respostas
fisiologicas. A medida que diminui a quantidade de um nutriente no tecido
incrementa-se a eficiéncia de utilizagdo do mesmo.

A eficiéncia de utilizagdo de um nutriente ndo é um parametro facil de definir,
podendo ser expressa como o conteudo fraccional de um nutriente: 1/£; (conteudo
fraccional do nutriente; expresso em gramas do nutriente por grama de matéria seca),
ou ainda como a sua utilizagdo fotossintética (Chapin, 1980). Nalguns casos uma
diminui¢do da f, pode ser neutral ou mostrar uma falta de adaptag@o por parte da
planta.

A Tabela 4.4 e a Figura 4.20 mostram que a eficiéncia da utilizagdo do ido
célcio foi maior para Hypeel (0.23, 0.19) comparativamente com Zenith (0.16, 0.15)
nos tratamentos que continham as menores concentragdes de célcio (sem adigdo e

0.45 mM, respectivamente).

Tabela 4.4-Eficiéncia de utilizagdo do calcio em fungdo da quantidade de calcio adicionado
ao meio (parte aérea).

Calcio adicion. 1/F, 1/F,
ao meio (mM ) Hypeel Zenith

0 0.23 0.16

0.45 0.19 0.15

1.05 0.11 0.14

1.50 0.10 0.13

2.24 0.09 0.11

2.54 0.08 0.08

3.00 0.06 0.05

3.74 0.05 0.05

4.49 0.04 0.05
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Em condi¢des de baixa disponibilidade de célcio no meio (sem adigdo e
0.45mM) Hypeel € mais eficiente na produgdio de matéria seca por cada grama de

célcio incorporada que a outra variedade, como pode observar-se na Figura 4.20.

1/Ca** (mg g MS)

0,05

0,00 t E ; ; f i ; !
0.00 0.45 1.05 1.50 2.24 2.54 3.00 3.74 4.49

mM de célcio adicionados ao meio

¢ Hypeel 0 Zenith

Figura 4.20. Eficiéncia de utilizagdo do ido célcio(1/f;) em fungdo da quantidade de célcio
adicionado ao meio.

A diferenga entre as variedades diminui a medida que se incrementam as
quantidades de calcio no meio. Estas diferengas entre Hypeel e Zenith néo foram
verificadas nos meios em que as concentragdes de calcio foram proximas ao meio
Murashige e Skoog (utilizado como padrdo). Os valores de eficiéncia mostram-se
mais constantes, especialmente para Zenith, em meios com concentragdes superiores
a 3.00 mM de célcio.

Os valores de eficiéncia de utilizagdo do ido célcio estdo relacionados com a
percentagem do célcio para os tecidos da parte aérea. Foram assim calculadas estas
percentagens em trés situagdes diferentes (baixa, média e alta concentragdo de calcio

no meio). Os resultados obtidos estdo apresentados Tabela 4.5.
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Como pode ver-se na Tabela, para 0.45 mM de célcio adicionados Hypeel
teve 0.42 % de calcio na matéria seca; valor relativamente baixo quando comparado
com os 0.47 % da outra variedade.

Em condi¢do de suprimento adequado de célcio observaram-se poucas
diferencas entre as duas variedades. Todavia quando a quantidade de célcio no meio
foi 10 vezes superior & menor concentragdo, a variedade Hypeel apresentou uma

maior percentagem de célcio.

Tabela 4.5. Percentagem de célcio na matéria seca da parte aérea para trés concentragdes de
célcio no meio

mM de célcio Percentagem de célcio na matéria seca
Hypeel Zenith
0.45 0.42 0.74
2.54 1.27 1.20
4.49 2.56 1.95

4 . 4 - Discussio dos resultados

Como ja foi mencionado, Atkinson, (1991a, b) afirma que: a variagdo da
concentragio de calcio no xilema e a quantidade de célcio que € translocada para a
parte aérea dependem da quantidade de célcio na rizosfera da planta e das
caracteristicas do genoétipo.

Os resultados obtidos nesta experiéncia corroboram estas afirmagdes. Assim,
o contetido de célcio nos tecidos da parte aérea das plantulas das duas variedades foi
mais elevado a medida que a quantidade de calcio foi incrementada no meio de
cultura.

Todavia, observou-se que para idéntica concentragdo de calcio no meio de
cultura as variedades apresentaram diferentes quantidades de célcio interno. A
variedade Zenith teve para todas as concentragdes de calcio testadas, valores médios
de contetido de calcio da parte aérea inferiores quando comparados com Hypeel, mas
os valores obtidos para Zenith foram menos varidveis que os de Hypeel. Para as duas

concentragdes extremas de célcio no meio (sem adi¢do de célcio e com 4.49 mM)
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Zenith apresenta um conteido de calcio maior e menor respectivamente quando
comparado com Hypeel.

Os resultados anteriormente discutidos e analisados permitem inferir que ha
diferengas acentuadas entre os genotipos estudados.

As raizes das duas variedades apresentaram maiores quantidades de célcio
para as concentragdes intermédias de calcio no meio. Também foi observado uma
menor variagdo do conteudo de calcio interno quando comparada com a parte aérea.

A anélise da distribuigdo percentual do célcio entre a parte aérea e a raiz para
os varios niveis de calcio no meio testadas (Figuras 4.7a e 4.7b) demonstra que mais
de 70% do calcio é translocado para a parte aérea quando a sua quantidade €
reduzida ou elevada no meio. Sendo assim pode-se dizer que sdo as raizes as que
possuem o principal papel na regulagdo interna do célcio, controlando especialmente
a quantidade de célcio que é transportada para a parte aérea. Todavia verificaram-se
diferengas entre as variedades em relagdo ao padrfo anteriormente descrito. A
analise pormenorizada dos resultados permitiu constatar as seguintes diferengas:

a) para baixas concentragdes de célcio no meio, Zenith apresenta uma maior
quantidade de célcio nos tecidos, assim como uma maior percentagem de
calcio translocado para a parte aérea.

b) para concentragdes intermédias (1.05, 1.50 e 2.24 mM) a variedade Zenith
possui uma maior quantidade de calcio nas raizes (quase 60%) em relagdo
a parte aérea.

¢) na variedade Hypeel, a raiz apresenta, em todas os tratamentos efectuados,
uma menor percentagem de célcio que a parte aérea. Esta observagdo
permite inferir que a translocagdo do célcio na variedade Hypeel é mais
eficiente que em Zenith.

d) em concentragdes superiores a 2.54 mM de calcio externo as variedades
mantém os valores percentuais de célcio nos tecidos da parte aérea em
aproximadamente 80%; sendo Hypeel a variedade com valores mais

elevados de Ca " na parte aérea comparativamente com Zenith.
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e) a quantidade de calcio nos tecidos € significativamente maior para Hypeel

comparativamente com Zenith.

Em relagdo aos paridmetros biométricos, todos eles foram afectados pela
disponibilidade de célcio no meio de cultura. Todavia os pardmetros biométricos das
raizes foram menos influenciados que os da parte aérea. Esta observagdo €
corroborada por uma menor variagdo de calcio interno apresentada pelas raizes das
variedades entre os tratamentos testados.

Na sua generalidade os hipocétilos apresentaram maiores comprimentos €
significativamente diferentes nos meios com baixa concentragdo de célcio (0.45 e
1.05 mM). A medida que se aumentou a concentragdo de célcio meio, os valores
obtidos para os comprimentos dos hipocétilos foram menores (Figura 4.10a). Esta
tendéncia, inverteu-se a partir de concentragdes superiores a 3.00 mM, nas quais se
verifica um aumento dos comprimentos dos hipocétilos nas duas variedades. Este
maior tamanho pode ser consequéncia de uma maior absor¢do de 4gua pelas
plantulas, para incrementar o numero ou o tamanho dos vaculos para onde sera
transportado o célcio em excesso da célula. Os pardmetros de densidade celular e
comprimento das células, corroboraram o maior tamanho e hidratagdo das células
dos hipocétilos que cresceram com mais de 3.00 mM de célcio no meio de cultura.

Os valores da matéria seca da parte aérea e da raiz mostraram uma redug@o
progressiva a medida que a concentragdo de célcio no meio é aumentada (Figuras
4.13a e 4.13b). Para este pardmetro as variagdes na raiz foram menores que as
observadas na parte aérea. Os trabalhos realizados por Moll et al., 1981, mostram
que a inibigdo do crescimento pelo ido Ca®*, por exemplo o crescimento dos
hipocétilos de alface é reduzido quase a zero em concentragdes de 5 mM de célcio,
enquanto que concentragdes de 0.5 mM promovem um rapido crescimento destes
hipocétilos. Contudo é necessério distinguir entre o crescimento produzido pelo
aumento de biomassa, que no presente trabalho, esteve sempre correlacionado com

baixos niveis de calcio no meio, e o crescimento devido ao alongamento celular
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resultante de uma maior quantidade de 4gua na planta, mas que nfo se traduz num
aumento da biomassa.

As observagdes feitas em relagdo a biomassa estdo em concordancia com os
resultados obtidos para as plantas que cresceram em concentragdes superiores a 3.00
mM de céalcio no meio e que apresentaram valores reduzidos de matéria seca. A
explicagdo plausivel é dada por Marschner, 1978 que explica, que os elevados
valores de biomassa encontrados em plantas que cresceram em meios com baixa
concentragdo de calcio, estd possivelmente relacionada com a alta permeabilidade
das membranas das células radiculares, o que provoca um aumento da difusdo dos
solutos para o interior dos tecidos. Este facto ¢ fundamental em condigdes de cultura
in vitro onde as plantulas dependem da concentragdo de sacarose no meio.

As plantulas que cresceram nos meios com altos contetidos de célcio (mais de
3.00 mM) apresentaram acumulagdo de calcio nas raizes. Esta observagdo ¢
confirmada com os resultados obtidos da distribui¢do do célcio entre a parte aérea e
a raiz. Deduz-se também que as plantulas de tomate nestes meios (alta concentragéo
de calcio), apresentem os pontos de intercambio nos tubos xilémicos totalmente
saturados de célcio. Deste modo os valores elevados de célcio obtidos nos tecidos da
parte aérea destas plantas, explicam-se possivelmente pela localizagdo do calcio nos
vacuolos, como sugerido por Schumaker e Sze (1986).

A parte 4rea das plantas que cresceram em meios extremos de concentragéo
de calcio (baixo e alto) apresentaram valores de comprimento muito préximos, mas
com valores diferentes para a matéria seca.

Um dos aspectos importantes a ter em consideragfo em estudos de afinidade
i6nica entre gendtipos é a eficiéncia de utilizagdo do nutriente em condigdes de baixa
disponibilidade no solo ou na solugdo nutritiva. Na maior parte das vezes uma maior
eficiéncia estd relacionada principalmente com um maior crescimento da raiz e
nalguns casos com um maior transporte entre a raiz e a parte aérea (Lauchli, 1976b).

Os modelos existentes sobre a eficiéncia de utilizagdo de um nutriente,

predizem que esta pode aumentar em consequéncia da diminuigdo deste nutriente.
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Nestas condigdes, as plantas geralmente aumentam a capacidade de absorgdo das
raizes e a distribui¢do das raizes no solo, a0 mesmo tempo que diminuem o contetido
do nutriente nos tecidos (Davidson, 1969a, Ingestad e Lund, 1979 citados por
Gutschick, 1993). Os resultados obtidos em relagdo a razdo entre a matéria seca da
raiz/matéria seca da parte aérea indicam que Hypeel aumenta a distribui¢do das
raizes no meio em maior medida que Zenith para os meios com baixos suprimentos
de célcio (Tabela 4.3 ).

Por outro lado a variedade Hypeel apresenta uma maior eficiéncia na
utilizagfio do ifio calcio. A Tabela 4.4 e a Figura 4.20. mostram que para 0s meios
sem adigfio de célcio e com 0.45 mM esta variedade apresenta valores de eficiéncia
(1/Fn) de 0.23 e 0.19 quando comparado com Zenith em que os valores situaram-se
em 0.16 e 0.15 respectivamente, confirmando também a maior dilui¢do do ido nos
tecidos de Hypeel.

Segundo Behling et al., (1989) que investigaram as diferengas na eficiéncia de
utilizacdo do calcio em duas linhas de tomate submetidas a condigdes de baixa
disponibilidade de célcio, na linha eficiente menos de 0.20% da matéria seca total
era formada pelo célcio, sem que o seu crescimento fosse afectado. Nos resultados
desta experiéncia verifica-se que, para baixas concentragdes de calcio Hypeel
apresenta uma percentagem de 0.42% de calcio na matéria seca, € um crescimento
comparavel com o de Zenith; sendo, no entanto, neste ultimo gendtipo as
percentagens de célcio na matéria seca muito mais elevadas (0.74%).

Conclui-se desta experiéncia que os estudos de afinidade pelo ido célcio
deverdo, pelo acima exposto, serem efectuados em trés situagdes diferentes:

a) baixa disponibilidade de calcio no meio,

b) suprimentos considerados adequados para as plantulas,

c) elevada concentragio de calcio no meio (mais de 50% da quantidade de

calcio contida no meio de Murashige e Skoog, 1962). Meios com 4.49

mM de célcio.
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No primeiro caso (baixo suprimento de calcio) o pardmetro que permitiu
diferenciar as variedades foi a eficiéncia na utilizagdo do célcio. A variedade Hypeel
apresentou uma maior eficiéncia de utilizag@io do célcio através do aumento da razdo
entre a matéria seca da raiz e o da parte aérea e diminuindo o contetido de célcio nos
tecidos. Contudo, convém referir que a produgfo de matéria seca da parte aérea foi
semelhante para as duas variedades.

Para todos os meios com concentragdes médias de célcio a variedade Hypeel
apresentou sempre maiores valores de célcio nos tecido da parte aérea, e uma menor
quantidade de calcio na raiz. Enquanto que a variedade Zenith, apresentou uma
maior quantidade de célcio na raiz, pelo que a translocagdo do célcio até a parte
aérea parece ser menos eficiente nesta variedade que em Hypeel.

Por outro lado, a estratégia das variedades para fazer frente ao excesso de
célcio no meio é bem distinta. A variedade Hypeel, parece aumentar os vactolos
(facto inferido pelo maior tamanho das suas células), incrementando o contetido de
4gua nos tecidos da parte aérea comparativamente com Zenith. Esta caracteristica
permite a esta variedade translocar grandes quantidades de célcio para a parte aérea
(mais de 25 mg por grama de matéria seca). Em contrapartida Zenith a partir de
3.00mM de calcio no meio, mantém os valores de calcio da parte aérea dentro de
niveis mais ou menos constantes, nio sendo observada uma grande variagdo do
tamanho das suas células.

Estas observagdes permitem supor que a regulagdo do célcio ndo € a mesma
para estes genétipos, dependendo também esta regulagdo da quantidade de calcio

disponivel no meio onde se encontram as raizes.
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5.1 - Introducio e objectivos

As plantas podem absorver pequenas quantidades de azoto da atmosfera por
meio da sua folhagem, mas a maior parte do azoto absorvido pelas plantas € retirado
do solo. O azoto absorvido pelas raizes ¢ adquirido em formas especificas como:
NO;", NH," e compostos orginicos como aminoécidos e ureia.

O azoto é o Tinico entre todos os nutrientes que pode ser absorvido pelas
plantas em duas formas minerais diferentes, como anido NO;™ ou catido NH,". A
absor¢do destas duas formas pode ser afectada por factores internos como por
exemplo o nivel de azoto e de carbohidratos nas plantas e por factores externos como
por exemplo a concentragdo de ides, O,, pH e temperatura da rizosfera (Below,
1995).

Ambas as formas podem ser absorvidas pelas plantas, contudo o NOs™ € a
forma predominante de azoto que estd disponivel para a maioria das plantas
cultivadas em condigdes normais de campo.

A forma de azoto (NH4"; NO3) que ¢ adicionada ao solo, desempenha um
papel importante na relagdo entre os anides e os catides nas plantas.

Aproximadamente 70% dos catides e dos anides absorvidos pelas plantas
estdo representados pelas formas NH, e/ou NOs (van Beusichem et al., 1988). A
absorgio predominante de uma destas formas condicionara a relagdo de absorgdo dos
outros ides presentes na solugdo do solo. Assim, as plantas supridas
predominantemente com NH," caracterizam-se por uma elevada razio de absor¢do
catifio/anidio e contrariamente, as plantas supridas com NO;™ apresentam uma alta
razdo de absorgdo anido/catido.

Todavia, na solugdo externa (solo, solugdo nutritiva ou meio de cultura) tanto

anides como catides estdo presentes em diferentes concentragdes e formas. Portanto
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sdo esperadas varias interacgdes (por exemplo: competi¢do) entre os ides durante a
sua absorgdo.

Os trabalhos realizados por Shaviv et al., 1987, e Engels e Marschner, 1993
exemplificam a competigdo por cargas negativas em células individuais, ou na planta
inteira respectivamente. Nestes ensaios observou-se a inibigdo da absorg@o do K'e
particularmente do Ca®* e Mg®* pelo aménio comparativamente com o NOs’™.

O meio de base de Murashige e Skoog (1962), caracteriza-se por uma alta
concentragdo em azoto presente sob duas formas, como nitrato de amoénio e nitrato
de potassio.

Considerando-se as interac¢des decorrentes da competicdo entre a fonte de
azoto e a absor¢do do calcio, nesta experiéncia o objectivo foi testar como as
modificagdes realizadas na propor¢do entre os dois compostos azotados do meio
base, influenciariam a absor¢do do ido calcio. Deste modo, compararam-se as duas
variedades em relagdo as quantidades de célcio nos seus tecidos e a variagdo nos seus
parametros biométricos, quando submetidas a diferentes concentragdes de célcio,

variando-se os contetidos de NH," e NO;” nos meios base.

5.2 - Material e Métodos

5.2.1-Meios de cultura

As modificagdes efectuadas na composi¢do do meio de Murashige e Skoog
(1962%), consistiram nesta experiéncia no aumento e diminui¢do das quantidades de
célcio e na alteragio da relagéio entre o NO;™ e NH,", que no meio de Murashige e
Skoog ¢ de 2:1. Deste modo obtiveram-se 10 meios diferentes, 5 dos quais com NO3”
e NH," numa relagdo de 2:1 (39.4 mM de NO5™ +20.6 mM de NH,") estes foram os
meios A; e 5 onde a tinica fonte de azoto foram 39.4 mM de NOs, meios B. A
Tabela 5.1 mostra a composigdo final em calcio CaCl,.H,0, NO;NH,4 e NO;K em mg

I" e a Tabela 5.2 a composigdo em mM.
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As quantidades de micronutrientes ndo foram alteradas neste ensaio, portanto
as suas concentragdes corresponderam as do meio de Murashige e Skoog (1962), ver

Anexo I.

Tabela 5.1 - Composi¢io da solugio de macronutrientes em mg I”', meios A e B.

MgS04.7H20 370 370 370 370 7 370 370 370 370 370
KH2PO4 170 170 170 170 170 170 170 170 170
CIK 1491 - 1491 - 491 = 1491 - 1491 -

Para uma mesma quantidade de calcio nos meios de base foram usadas duas fontes de azoto (A) com
aménio e nitrato numa rela¢do 2:1; (B) s6 nitratos. * Meio de base de Murashige e Skoog 1962.

Tabela 5.2 - Composi¢do da solugdo de macronutrientes em mM, meios A e B.

AL

K" 40.1 40.6 40.1 40.6 40 40.6 40.1 40.6 40.1 40.6

Cr 24 .49 4.49 23.74 3.79 ©23.00 3.00 22.24 2.24 21.50 1.50
(A) Relagdo NO;/NH," = 2:1; (B) 39.4 mM. de NOy’

Também foram testadas duas outras alteragdes na relagio entre o NOs™ € 0
NH,", permanecendo as quantidades de calcio idénticas as referidas anteriormente.

Para os meios designados de C a relagdo NO5;™ /NH," foi de 1:1 (20.6 mM de
NO; +20.6 mM de NH," ) e para os meios D, a unica fonte de azoto foi o nitrato de

potéssio (neste caso com 20.6 mM de NO5').

102



5 — EXPERIENCIA 2

A Tabela 5.3 mostra as quantidades de macronutrientes dos meios base C € D,

em mg 1" e a Tabela 5.4 em mM por litro.

Tabela 5.3. Composi¢do da solugdo de macronutrientes em mg 1", meios C e D.

6C 6D 1€ 8C 8D 9C 9D 10C 10D

MgS0,.7H,0 370 370 370 370 370 370 370 370 370 370
KH,PO,4 170 170 170 170 170 170 170 170 170 170

CIK 2894 1359 2894 1359 2894 1359 2894 1359 2894 1359
As formulagdes (C) contém as duas fontes de azoto numa relagéo de 1:1, as formulagdes (D)
s6 contém nitrato como Unica fonte de azoto adicionada ao meio.

Tabela 5.4. Composigdo da solu¢do de macronutrientes em mM, meios C e D.

6C 6D 7C 7D 8C 8D 9C 9D 10C 10D

5 il

K* 40.1 40.6 40.1 40.6 40.1 40.6 40.1 40.6 40.1 40.6

CcL 2449 449 2374 379 23.00 3.00 2224 224 21.50 1.50
(C) Relagdo NO3;/NH," = 1:1; (20.6 mM de NO; +20.6 mM de NH,", (D) 20.6 mM de NO5~

5.3 - Resultados

5.3.1 - Conteido de cdlcio nos tecidos

5.3.1.1- Parte aérea

Comparou-se primeiramente o efeito na absor¢o do ido célcio em relagdo as
duas fontes de azoto (A) NO;/NH," = 2:1 e (B) 39.4 mM. de NOj™ para diferentes
concentragdes de calcio no meio (4.49; 3.74; 3.00; 2.24 e 1.50 mM de célcio).
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A andlise de varidncia para o calcio na parte aérea apresenta-se no Quadro 1
do Anexo VII. Neste verifica-se que o conteudo de calcio interno varia em fungéo
das quantidades de calcio adicionadas no meio de cultura. Também, a concentragdo
interna de célcio foi influenciada pela fonte de azoto incorporada no meio de cultura
(Figura 5.1). Assim como se observou na experiéncia 1, a variedade Hypeel
apresenta uma média significativamente superior a Zenith para a quantidade de

calcio nos tecidos da parte aérea (Figura 5.1).

Ca™ (mg g' MS)
;

15| /
13 a’ b
11

9

7

5

3 il 1 |

1.5 2.24 3 3.74 4.49
mM de célcio adicionados ao meio
< Hypeel ® Zenith

Figura 5.1 - Conteudo de calcio na parte aérea (mg g MS) para plantulas de 15 dias de
Hypeel e Zenith, em fungdo da concentragdo de calcio no meio (mM). As curvas (---)
representam os valores de calcio interno para os meios A (NO;/NH," = 2:1). As curvas (—)
representam os valores de célcio interno para os meios B (NO3™ como unica fonte de azoto).
a, b: diferengas significativas entre variedades para cada nivel de célcio no meio e fonte de
azoto.

A analise estatistica, também mostra diferengas significativas no contetido de
calcio interno para as plantulas da mesma variedade quando submetidas as duas
formas de azoto com a mesma quantidade de célcio externo (Figura 5.1).

Os valores mais elevados foram obtidos quando o azoto foi aplicado em forma

de NO; na auséncia de NH,". Como anteriormente referido, o conteado médio de
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calcio da variedade Hypeel foi significativamente superior ao conteiido médio de
célcio de Zenith, para as duas fontes de azoto utilizada na constituicdo dos meios
base. Todavia, a medida que a quantidade de calcio adicionado ao meio foi
decrescendo, as diferengas observadas entre as variedades ndo foram significativas,
ndo havendo quase diferengas entre Hypeel e Zenith para 3.00, 2.24 ¢ 1.50 mM de
calcio quando o meio continha NH,".

A Figura 5.2, mostra que a diferenca entre as variedades em relagdo a
quantidade média de célcio nos tecidos da parte aérea foi maior quando a fonte de

azoto utilizada foi o NOs".

Ca®* (mg g' MS)
121 | ' .

1.1 | BI ;

10.1 F IB .

9.1 — —
8.1 — —
SR -;
[ A ]

Hypeel Zenith

6.1 |

Figura 5.2 - Resultados da anélise de varidncia para o conteiido de célcio nos tecidos da
parte aérea em fungfo da interacgdo entre as fontes de azoto e as variedades. A- relagdo de
NO;/NH;" = 2:1 e B- NOj3 como tinica fonte de azoto.

As Figuras 5.3 e 5.4 mostram claramente o efeito inibidor do NH," nas duas
variedades, em relagdo a absorgdo do ido calcio em todos os meios testados. Este
efeito observa-se tanto nos meios em que a relagio NO,/NH4" foi de 2:1, como
naqueles nos quais a relagfo foi de 1:1 (meios C das Tabelas 5.3 e 5.4). Se bem que
nos primeiros o efeito inibidor foi menos marcante.

Tal como foi observado na experiéncia 1, a variedade Zenith apresentou
sempre valores de célcio interno menores quando comparados com os valores da

variedade Hypeel em todos os meios testados.
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Ca* (mg g' MS) Ca*" (mg g"' MS)
; : 16

Fonte de C 1.50 mM de calcio Fonte de C 150 '
azoto azoto mM de calcio

(€ )20.6 mM de NH," +20.6 mM NO5;
® (A)39.4 mM de NOy +20.6 mM de NH,'
® (D)20.6 mM de NO;5 ™ ;
® (B)39.4 mM de NOy

Figura 5.3 - Variagdo na quantidade de Figura 5.4 - Variagdo na quantidade de
calcio na parte aérea (mg g' MS) das calcio na parte aérea (mg g!' MS) das
plantulas da variedade Hypeel em fung¢do plantulas da variedade Zenith em fun¢édo das
das quatro fontes de azoto testadas. quatro fontes de azoto testadas.

5.4.1.2-Raiz

O contetido de calcio nas raizes variou ndo s6 em fungido da quantidade de
calcio no meio, mas também em relagdo a fonte de azoto utilizada tal como
aconteceu na parte aérea.

As Figuras 5.5 ¢ 5.6 (e 0 Quadro 4 do Anexo VII) mostram os resultados do
conteudo de calcio para os tecidos da raiz, para as duas variedades, em fung¢do da
fonte de azoto utilizada e da quantidade de calcio adicionada ao meio de cultura.

Na Figura 5.5 apresenta-se o resultado do conjunto dos dados (duas
variedades) em fungdio do meio (A) que continha NO; + NH,', e na Figura 5.6 os
valores relativos aos meios (B) com NO;” como Unica fonte de azoto.

Comparando-se as Figuras 5.5 e 5.6, observa-se que o conteido médio de
célcio nos tecidos foi maior quando os meios continham NOj; isto para todas as
concentracdes de calcio testadas.
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Ca’* (mg g' MS) Ca? (mg g' MS)
sf ] sof ]
7 I ‘ 7.9 1 1
to1 I I L1
4:- - 4.9F T .
I Y O S
1.50 2.24 3.00 3.74 4.49 1.50 2.24 3.00 3.74 4.49
mM de célcio adicionados ao meio mM de célcio adicionados ao meio

Figura 5.5 - Intervalos de confianga (95% Figura 5.6 - Intervalos de confianga (95%
dms) para o factor calcio nos tecidos da raiz dms) para o factor célcio nos tecidos da raiz
(mg g' MS) em fungdo do contetido de (mg g’ MS) em fungdo do conteudo de
calcio no meio (mM) para os meios com calcio no meio (mM) para os meios com
39.4 mM de NO; + 20.6 mM de NH;". 39.4 mM de NOj". Valores médios de ambas
Valores médios de ambas as variedades. as variedades.

Nio foram observadas diferengas significativas entre as médias das variedades
para o conteudo de calcio na raiz quando foram adicionadosNO;™ + NH,", como
fonte de azoto, (Fig. 5.7). Todavia, o contetido médio de célcio das raizes de Hypeel
foi significativamente superior ao conteudo médio de célcio das raizes de Zenith para
os meios que s6 continham NOj™ (Fig. 5.8). Pode-se assim afirmar que também nas
raizes a presenca de NH," diminuiu as diferengas entre as variedades.

A Figura 5.9 mostra as diferengas no conteido de célcio entre as raizes de
Hypeel e Zenith, para os meios nos quais a tinica fonte azoto disponivel foi 0 NO;" .

Quando a fonte de azoto continha NH," as curvas obtidos foram semelhantes
aos encontrados na experiéncia 1. Contudo, nos tratamentos em que o NO;™ foi a
tnica fonte de azoto a quantidade de calcio encontrada na raiz aumentou a medida

que a concentragdo de célcio no meio foi incrementada (Fig. 5.9).
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Ca* (mg g' MS) Ca’* (mg g MS)
56 F " ' ] 6.1F j

s4 | ] 59 1

52 T ] 5771

5.0 [ ] 557

48 [ 7] 53 ) I

4.6 C 51¢C

Hypeel Zenith Hypeel Zenith

Figura 5.7 - Intervalos de confianga (95% Figura 5.8 - Intervalos de confianga (95%
dms) para a média do conteido de calcio dms) para a média do contetido de célcio
nos tecidos da raiz (mg g MS) em fungdo nos tecidos da raiz (mg g MS) em fungio
das variedades quando fonte de azoto foi das variedades quando fonte de azoto foi
39.4 mM de NOs™ + 20.6 mM de NH," 39.4 mM de NO5’

Ca*” (mg g MS)

1.50 2.24 3.00 3.74 4.45
mM de célcio adicionados ao meio

< Hypeel ® Zenith

Figura 5.9 - Contetido médio de célcio das raizes (mg g MS) de Hypeel e Zenith em
fungdo das diferentes quantidades de calcio adicionado (mM) para os meios que s
continham NO; como tunica fonte de azoto. a, b: diferengas significativas entre as
variedades.

5.3.2 - Parametros biométricos
5.3.2.1-Comprimento da parte aérea (hipocétilo)
Para efeitos de comparagéo da quantidade de calcio absorvido utilizaram-se o0s

quatro meios acima referidos (A,B,C,D), entretanto para a descri¢do das possiveis
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alteragdes dos pardmetros biométricos em fungdo do contetido de calcio e da fonte de
azoto, utilizaram-se os meios A ( relagio NO;/NH," é de 2:1) e B (presenga s6 de
NO;3).

O comprimento dos hipocétilos das duas variedades variou em fung¢do do
conteudo de célcio adicionado ao meio de cultura e da fonte de azoto utilizada. No
caso dos meios com adi¢dio de NH," observou-se uma diferenca significativa entre as
variedades (Quadro 2 do Anexo VII).

O comprimento dos hipocétilos diminuiu nas duas variedades com a presencga
de NH," no meio. Por outro lado quando foi utilizado o NO;” como tnica fonte de
azoto as diferengas no comprimento devidas a concentragdo diferente de célcio
foram menos acentuadas (Figuras. 5.10 e 5.11). Para as duas fontes de azoto a
variedade Zenith apresentou uma média do comprimento dos hipocétilos superior

aos da variedade Hypeel, porem estas diferengas ndo foram significativas.

Comprimento (cm) Comprimento (cm)

10

.8 B
] el ]
b | 1 ]
| g Lo ji B
i AE RS

{ E \ o]

1.50 224 3.00 3.74

1.50 224 3.00 3.74 449

mM de célcio adicionados ao meio mM de célcio adicionados ao meio

Figura 5.10 - Efeito da fonte de azoto e Figura 5.11 - Efeito da fonte de azoto e
da concentragdo de calcio no meio (mM) da concentragdo de céalcio no meio (mM)
sobre o comprimento (cm) dos hipocdtilos sobre o comprimento (cm) dos hipocétilos
das plantulas de 15 dias de Hypeel e das plantulas de 15 dias de Hypeel e
Zenith, para os meios com NO3™ + NH,". Zenith, para os meios com NOj" .

5.3.2.2-Comprimento da raiz
A analise de varidncia para o comprimento da raiz pode ser consultada no

Quadro 5 do Anexo VII. Os comprimentos das raizes das duas variedades
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apresentaram uma menor variabilidade quando comparados com os comprimentos da

parte area (facto também observado na primeira experiéncia). Todavia os resultados

mostram que houve maiores diferengas entre o comprimento das raizes de Hypeel e

Zenith nos meios que continham NH," (resultados semelhantes foram verificados na

parte aérea), Figura 5.12.

Nos meios com NO3™ como tnica fonte azoto disponivel o comprimento das

raizes das duas variedades foi maior e os valores obtidos foram mais homogéneos.

As diferencas de comprimento foram insignificantes apesar das diferengas na

concentragdo externa de calcio, Figura. 5.13.

Comprimento da raiz (cm)

5.8

5.6

5.4

52

4.8

150 224 300 374 449
mM de célcio adicionados ao meio

B Hypeel B Zenith

Figura 5.12 - Efeito da fonte de azoto e
da concentra¢do de calcio no meio sobre
o comprimento (cm) da raiz das plantulas
de 15 dias de Hypeel e Zenith, para os
meios com NOs;™ + NH,".

Comprimento da raiz (cm)

5.9]

5.7

5.54

5.3

5.11

4.9
1.50

. 224 3.00 3.74 4.49

mM de célcio adicionados ao meio

W Hypeel B Zenith

Figura 5.13 - Efeito da fonte de azoto e
da concentragdo de calcio no meio sobre
o comprimento (cm) da raiz das plantulas
de 15 dias de Hypeel e Zenith, para os
meios com NOj".

5.3.2.3-Razdo: comprimento da raiz/comprimento do hipocétilo

Os resultados obtidos da razio comprimento da raiz/comprimento do

hipocétilo apresentaram uma diferenca maior em relagdo aos outros pardmetros

biométricos analisados (nas duas variedades) para os meios que continham NH,",
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como consequéncia do menor crescimento da parte aérea em relagdo ao crescimento
da raiz (Fig. 5.14).

Analisando-se os resultados obtidos deduz-se que os comprimentos das raizes
foram menos afectadas que os da parte aérea quer em relagdo as quantidades de
célcio no meio, quer em relagdo 4 fonte de azoto utilizada. Os caules apresentaram
uma diminui¢do do seu comprimento quando a quantidade de céalcio no meio foi
maior.

Nos meios que continham sé NO; tiveram uma razio raiz/hipoc6tilo menor
que aqueles onde o NH," interferiu na absorgo do célcio.

A razdo raiz/hipocoétilo foi maior

Raz80: comp. raiz/comp. hipocdtilo
1 para a variedade Hypeel (nas duas

09 A fontes de azoto), até 3.00 mM de célcio
08 R LT no meio; sendo quase idéntica para as

07 duas variedades para concentragoes

06 superiores a 3.00 mM de célcio no meio

05 independentemente da fonte de azoto.

1.50 224 3.00 3.74 4.49
mM de célcio adicionados a0 meio
& Hypeel Zenith
Figura 5.14 - Razio dos comprimentos raiz/hipocétilo para Hypeel e Zenith em relagéo as

duas fontes de azoto e dos mM de célcio adicionados ao meio. (---) meios com NO3 +NH,"
(meios A) ; (—) meios com NO3  como tunica fonte de azoto (meios B).

5.3.2.4 - Matéria seca da parte aérea
A matéria seca da parte aérea das duas variedades decresce a medida que se
aumenta o contetdo de calcio no meio. Estes resultados confirmam os resultados

obtidos na experiéncia 1. Contudo, ndo foram encontradas diferengas significativas
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entre as variedades para idéntica concentragdo de calcio no meio, quer quando foi
adicionado NH,", quer quando a tinica fonte de azoto foi 0 NO;".

Como foi observado na experiéncia 1, os valores de matéria seca da variedade
Zenith foram superiores para a maioria dos meios testados, especialmente quando a
fonte de azoto foi s6 o NO; quando comparados com os valores da variedade
Hypeel. O Quadro 3 do Anexo VII e a Figura 5.15 mostram os resultados da analise
de variancia.

Na Fig. 5.15 observa-se claramente que os valores obtidos para a matéria seca

das duas variedades foram significativamente inferiores para os meios com adigdo de

NH,".

Matéria seca (mg) Matéria seca (mg)
10 10
9 . +
_ NO5 + NH; ’
8 8
7 7
6

1.50 2.25 3.00 3.74 4.49 1.50 2.24 3.00 3.74 4.49

mM de calcio adicionados ao meio mM de célcio adicionados ao meio

[@ Hypeel Bl Zenith [@ Hypeel Bl Zenith
Figura 5.15a - Variagdes na matéria Figura 5.15b - Variagdes na matéria
seca da parte aérea (mg) para os meios seca da parte aérea (mg) para os meios

que continham 39.4 mM de NOs™ + 20.6 que continham 39.4 mM de NOs™ (meios
mM de NH;" (meios A) em fungdo da B) em fun¢do da quantidade de calcio
quantidade de calcio adicionada ao meio adicionada ao meio (mM).

(mM).
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5.3.2.5-Matéria seca da raiz

Os resultados da matéria seca (Quadro 6 do Anexo VII) mostram que sé
existiram diferengas significativas entre os valores da matéria seca das raizes em
fungio da fonte de azoto utilizada e em fungdo da quantidade de calcio adicionada ao
meio de cultura. Contudo, ndo se verificaram diferencas entre as variedades para
idéntica concentragdo de calcio no meio e fonte de azoto (Fig. 5.16).

Os menores valores obtidos para a matéria seca da raiz corresponderam aos
meios com maior conteudo de calcio. As raizes que apresentaram maiores valores de
matéria seca correspondem aos meios com NO; como tUnica fonte de azoto.
Observaram-se diferengas significativas para a mesma variedade entre as fontes de

azoto testadas.
Matéria seca (mg por planta)

3.00

2.504
2,00+
1504 e,

1.00—> e LT LT, ‘_,_r_,i, Cemttanna 4

0.50 ' k g
1.50 2.24 3.00 3.74 4.49

mM de célcio adicionados ao meio

Figura 5.16. Varia¢des na matéria seca da raiz em fungdo das fontes de azoto e do conteudo
de célcio (mM) no meio, para plantulas de 15 dias das variedades Hypeel e Zenith. As
curvas (-----) representam os meios 39.4 mM de NO;™ + 20.6 mM de NH4" (meios A) As

curvas (—) representam os meios que s6 continham 39.4 mM de NO;™ (meios B).

5.4 .3 - Eficiéencia de utilizacdo do ido calcio em funcio da fonte de azoto
utilizada

Analisando-se a quantidade percentual de célcio presente na matéria seca da
parte aérea para cada concentragdo de calcio em fungdo das fontes de azoto (Tabela

5.5) pode observar-se que nos meios com NO; como Unica fonte de azoto as duas
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variedades apresentaram uma maior percentagem de célcio na matéria seca (Tabela
5.5B).

A variedade Hypeel apresentou sempre uma maior percentagem de célcio na
matéria seca da parte aérea comparada com a variedade Zenith para os meios com
NO;". Também foi observada esta tendéncia para a maioria dos meios que continham

NH," quando as quantidades de célcio no meio foram superiores a 3.00 mM.

Tabela 5.5 - Percentagem de calcio na matéria seca das variedades em fungdo da quantidade
de célcio no meio de cultura para as duas fontes de azoto utilizada.

Meios (A) Fonte de azoto NO3~ +NH," Meios (B) Fonte de azoto NO3~
mM de célcio % de Ca** mM de célcio % de Ca**
Hypeel Zenith Hypeel  Zenith

1.50 0.42 0.44 1.50 0.89 0.75

2.24 0.53 0.54 2.24 0.94 0.85

3.00 0.71 0.68 3.00 1.22 0.98

3.74 0.86 0.69 3.74 1.15 1.02

4.49 1.05 0.86 4.49 1.54 1.32

Fazendo uma analise da Tabela 5.5, pode-se observar que na variedade
Hypeel 0.86 % da matéria seca da parte aérea foi constituido por célcio no meio com
uma concentra¢do de 3.74 mM de célcio em presenga de NH,". Valor similar ao
anteriormente descrito foi obtido quando foram adicionados 1.50 mM de célcio nos
meios em que a unica fonte de azoto foi o NO; .

Devido aos resultados obtidos sobre as percentagens de célcio presentes na
matéria seca, foram analisadas varias fungdes de regressdo para a quantidade de
matéria seca produzida por cada mg de calcio na matéria seca dos tecidos da parte
aérea (eficiéncia de utilizagdo do id0).

Os valores Y e X correspondem respectivamente a:

Y= matéria seca produzida por mg de Ca®* na matéria seca

X= quantidade de Ca** na matéria seca.
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De entre as fungdes de regressdo testadas a que apresentou maiores
coeficientes de correlagdo entre Y e X foi a fungdo = Y=A*X"B.

A Fig. 5.17 mostra as curvas de regressdo € o R” para as duas variedades e
para as fontes de azoto.

Como pode ver-se nas curvas de regressdo para idéntica concentragdo de
célcio nos tecidos dos hipocotilos a quantidade de matéria seca produzida por mg de
Ca®" foi inferior para as duas variedades nos meios que continham NH," . Todavia,
para os valores de calcio utilizados nesta experiéncia, ndo foram observadas
diferengas significativas entre as variedades para os valores de eficiéncia,

independentemente da fonte de azoto utilizada.

Matéria seca/mg de Ca”*
por grama de matéria seca

— ey
1,8 T -1,5214
Hypeel Y=23,008 x i
1.6+ Meios com NH," R?*=0,913 g
1 Zenith Y= 25,806 x*¥7°
1,4 \ - % ;
R?=0,9287 )
1 A ¢ ;
3 |
1T h‘o & |
0,8 1 ® ® : )
0,61 1277 o o
Hypeel Y= 7,466 x™ ®
0.4  R*=10,8654
6 Zenith Y= 19,2637 x 7% :
’ R%=0,9807
0 - } + + ; ; + {
0 2 4 6 8 10 12 14 16

mg de Ca®* por grama de matéria seca (hipocétilo)

© Hypeel @ Zenith

Figura 5.17. Curvas de regressdo e respectivos coeficientes para Hypeel e Zenith em fungado
das fontes de azoto (com NH,; e NO; “meios A.) e s6 com NO3 " (meios B).
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5. 4 - Discusséo dos resultados

Segundo Chaillou et al., (1991) a forma de azoto disponivel pode ter uma
profunda influéncia no crescimento e no metabolismo das plantas. Quando o aménio
ou o nitrato como fonte Uinica de azoto € melhor em termos de crescimento e
produtividade depende de vérios factores (Kirkby, 1981, citado por Marschner,
1995). Entre estes factores um dos mais importantes é a espécie, com os padrdes
gerais de calcifugas (plantas adaptadas a solos 4cidos e plantas adaptadas a baixos
potenciais redox, como € o caso do arroz; estas plantas tém preferéncia pelo aménio.
Em contraste as calcicolas que preferem viver em solos calcérios (solos com alto
pH) utilizam preferencialmente o nitrato (Kirkby 1967 citado por Marschner, 1995).

No entanto e como regra geral sdo maiores os crescimentos € produgdes nas
plantas que crescem com a combinagdo de ambas as formas de azoto, e segundo
Grimes e Hodges, 1990 particularmente nas plantas que crescem em cultura in vitro.

O crescimento da maioria das plantas ¢ menor quando a fonte de azoto
disponivel é o NH,", comparativamente com o NO; (Gashaw e Mugwira, 1981
citados por Below, 1995), Contudo, as possiveis causas deste menor crescimento sdo
ainda pouco conhecidas (Mehrer e Mohr, 1989 citados por Engels e Marschner,
1993). |

Por outro lado, como o azoto é quantitativamente o nutriente mais importante
para o crescimento, a forma em que ele se encontra disponivel ou € ministrado
desempenha um papel fundamental na relagdo catido-anidio na planta (Van
Beusichem et al., 1988). Esta observagdo ¢ particularmente valida especialmente
para os catides K¥, Ca*" e Mg®*, cuja absor¢iio é menor nas plantas que s3o supridas
com NH;" em comparagdo com aquelas que sdo supridas com NOj;". No caso da
presente experiéncia, a diminuigio da absor¢io do Ca** ¢ bem evidente quando se
incorporou NH," nos meios de cultura. Entretanto, como se pode deduzir das Fig. 5.3
e 5.4 o efeito inibidor do NH," é menos evidente a medida que se incrementa a

quantidade de NO;" no meio.
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Nas plantas em que o azoto ¢ fornecido como NOj', a assimilagdo do azoto
pode ocorrer tanto a nivel das raizes como da parte aérea, dependendo da espécie e
das condigdes ambientais (Andrews et al., 1992). Assim, nas plantas anuais (como €
o caso do tomate para indistria) pelo menos uma parte do azoto € translocado até a
parte aérea em forma de NO;". Deste modo, as necessidades em catides inorganicos
para a manutengdo do balango de cargas é maior nestas plantas que nas plantas que
absorvem outras formas de azoto (Engels e Marschner, 1993). Esta observagdo
poderia explicar os resultados obtidos para as maiores quantidades de célcio
encontradas na parte aérea das plantas cujos meios continham somente NO;’
comparativamente com aquelas que continham no meio as duas fontes de azoto.

Por outro lado, nas plantas supridas com NH, o azoto é incorporado em
compostos amino-N no interior das raizes. O transporte do azoto no xilema ocorre
entio sob a forma de azoto reduzido, presumivelmente como glutamina ou
asparagina ou ambas (Arnozis e Findenegg, 1986; Allen et al., 1988; Van Beusichen
et al., 1988 citados por Engels e Marschner , 1993). As cargas eléctricas destes
amino4cidos dependem do pH da seiva do xilema, porém, diversos estudos indicam
que menos de 1% destes compostos com N-reduzido estdo carregados
electricamente, se bem que os anides H,PO,, Cl e SO,* que se encontram em maior
numero nas plantas com NH,", ndo o sdo em quantidade suficiente para compensar o
efeito da menor concentragdo dos NOj;. Devido a necessidade de manutengdo do
balango de cargas na seiva do xilema, a baixa concentragdo de anides nas plantas que
possuem altas quantidades de amdnio torna-se um factor limitante para a entrada de
catides no xilema (Engles e Marschner, 1993). Em concordéncia com esta afirmagao
e devido ao facto do ido Ca®" nfo ser retranslocado no floema, os baixos niveis de
célcio translocados pelo xilema podem resultar nas plantas supridas com NH," numa
redugdo da concentracdo do Ca*" na parte aérea (Fig. 5.3 ¢ 5.4).

O trabalho realizado por Engles e Marschner (1993) sobre a influéncia das
formas de azoto na absorg¢do radicular e na translocagdio de catides no xilema do

exsudado de milho, mostrou que o crescimento da parte aérea ndo foi afectado pela
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forma de azoto ministrada. Porem, o crescimento das raizes foi influenciado pela
forma de azoto utilizada, sendo o crescimento menor nas plantas que foram supridas
com NH;" em comparagdo com as supridas com NO;". Os resultados obtidos no
presente trabalho (Fig. 5.14) mostraram que tanto a parte aérea como a raiz
apresentaram menor crescimento quando o meio continha NH,", consequentemente a
razdo entre o comprimento da raiz e da parte aérea foi maior, devido principalmente
a0 escasso crescimento da parte aérea.

Quando a fonte de azoto utilizada continha NH,' tanto os valores de
comprimento como os valores de matéria seca das duas variedades foram menores
que os valores obtidos utilizando-se NO;™ como tinica fonte de azoto.

Através da comparagdo dos quatro meios testado verifica-se que as diferencgas
nos parametros biométricos foram mais acentuadas entre os meios que continham
NH, em relag@o aos que sé continham NOj™ e pouco evidentes entre os meios com
idéntica fonte de azoto mas com diferentes concentra¢des (por exemplo,. entre 0s
meios com 20,6 mM e os com 39.4 mM de NOy").

As curvas de regressdo para a eficiéncia de utilizagdo do ido calcio mostraram
que as duas variedades foram mais eficientes na utilizagdo do 130 quando os meios
continham NOjs’, portanto infere-se que a produgéo liquida de biomassa foi maior nos
meios com NOj™ como Unica fonte de azoto.

Estes resultados relativos a produg@o de biomassa néo estdo de acordo com os
resultados descritos na bibliografia, por exemplo, o trabalho realizado por Tsai et al.,
(1980) em milho. No caso do milho a produgéo foi incrementada entre 11 - 14 % (em
plantas cultivadas em hidroponia) quando supridas com uma mistura de NO; e
NH,', comparativamente com plantas que cresceram em solugdes que sé continham
NOs".

Em plantas de tomateiro adultas também foi observada uma maior produgéo
com a combinagdo das duas fontes de azoto. Porém e como demonstram os trabalhos
de Xu et al., (1992) a influencia relativamente vantajosa da mistura das duas fontes

de azoto sobre o crescimento depende fortemente da concentragdo externa. Assim
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quando a concentragdo das duas formas de azoto € baixa (ImM) as diferengas
notadas no crescimento sdo pequenas. Todavia, & medida que se aumenta a
concentragdo externa (SmM), as vantagens do NO;  como tunica fonte de azoto ¢
incrementada (Gerendas e Sattelmacher, 1990) e a diminuigdo do crescimento pelo
NH," torna-se mais evidente, devido possivelmente a toxicidade do NH," para as
plantas, ou a alta acidificagdo do meio onde se encontram as raizes (Smith e Wishire,
citados por Marschner, 1995).

No presente trabalho as concentragdes foram superiores a 20 mM de cada
fonte de azoto, deste modo os resultados obtidos estariam de acordo com Gerendas e
Sattelmacher, 1990. Como estas altas concentragdes de NH;' sdo frequentes nas
formulagdes dos meios para culturas in vitro, € importante ter em consideragdo a sua
interac¢do com outros ides, como por exemplo com o calcio.

A proporgdo ideal das duas fontes de azoto dependera fundamentalmente do
pH da concentra¢do externa, da espécie em questdo e de outros factores ambientais
como por exemplo, a temperatura.

Como conclusdo pode-se afirmar que a forma de azoto influenciou a
quantidade de calcio absorvida e particularmente a quantidade translocada para a
parte aérea nas duas variedades, consequentemente influenciou os pardmetros
biométricos, contudo ndo foi alterada a maior afinidade pelo calcio apresentada pela

variedade Hypeel.
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6 . 1 — Introducao e objectivos

Tanto o célcio como os carbohidratos séo indispensaveis para a construgdo
das estruturas celulares e para a capacidade de alongamento e divisdo celular
(Marmé, 1983; Demarty, Morvan e Thellier, 1984).

A relagdo entre calcio e carbohidratos tem sido pouco estudada (Greger e
Bertell, 1992; Schulte-Baukloh e Fromm, 1993).

Na revisdo bibliografica efectuada ndo foram encontrados trabalhos sobre a
relagdo entre os niveis de calcio e as fontes de carbohidratos que sdo utilizadas na
cultura in vitro, portanto nesta experiéncia o objectivo foi estudar a interac¢@o entre

os niveis de calcio e de sacarose no meio de cultura.

6 . 2 - Material e Métodos

Nesta experiéncia foram utilizados os mesmos materiais € métodos que os
descritos no Capitulo II (Material e Métodos). Contudo para estudar a interacgdo
proposta foram feitas modificagdes no meio de base (Murashige e Skoog, 1962), nas
quantidades de calcio e no contetido de sacarose. A Tabela 6.1, mostra a combinagédo

destes dois factores por tratamento.

Tabela 6.1 - Contetidos de célcio (mM) e de sacarose (g e mM) por tratamento.

Calcio ) .
Sacarose por litro de meio
(mM) ¥
sem sacarose 10g 292mM) 20g (58.4mM)
0.45 Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
4.5 Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6

Para cada concentrag¢do de calcio testaram-se 3 niveis de sacarose no meio.

Para cada variedade foram efectuadas 3 repeti¢des (de 24 tubos cada) por tratamento.
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Devido a complexidade da analise de factores multiplos, optou-se por testar
s6 dois niveis de calcio, 0 maximo que se utilizou em todas as experiéncias
anteriores, isto é 4.5 mM e a décima parte desta concentragdo (0.45 mM), que

representa a adicdo minima de célcio da experiéncia 1.

6 . 3 - Resultados
Para uma melhor compreensio e discussdo dos resultados foram analisada as

duas partes da planta separadamente.

6 .3 .1 - Resultados parte aérea

6.3.1.1-Contetudo de calcio da parte aérea

O contetdo de célcio nos tecidos da parte aérea varia de acordo com a
quantidade de célcio adicionada ao meio de cultura. O Quadro 1 do Anexo VIII,
mostra os resultados da andlise de variancia para o contetido de célcio nos tecidos da
parte aérea. A analise dos resultados mostra que houve diferengas significativas para
a quantidade de calcio na parte aérea em fungdo dos seguintes factores: quantidade
de céalcio no meio, conteido de sacarose e variedade. Também foram encontradas
diferencas significativas para o resultado das interac¢des possiveis entre os trés
factores mencionados.

Na Figura 6.1 pode-se observar que o contetido interno de célcio na parte
aérea foi significativamente diferente entre as variedades, principalmente quando o
contetido de calcio no meio foi de 4.5 mM e para os niveis de sacarose de 58.4 mM e
sem adig@o de sacarose.

Verifica-se que Zenith apresenta significativamente mais calcio que Hypeel
no meio que ndo continha sacarose, e que Hypeel contém mais célcio quando a
adigdo de sacarose foi de 58.4 mM (dados que confirmam o observado na
experiéncia 1 para este nivel de sacarose). Contudo ndo se verificou diferengas

significativas entre as variedades para niveis intermédios de sacarose (29.2 mM).
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Analisando-se separadamente cada variedade, pode-se dizer que nos meios
com 4.5 mM de calcio, Zenith reduz significativamente os conteudos de calcio nos
tecidos da parte aérea a medida que se aumentam as concentra¢des de sacarose. Para
Hypeel os valores de calcio nos tecidos da parte aérea sdo mais estaveis, existindo

diferengas significativas s6 entre ndo adi¢do e 29.2 mM de sacarose (Figura 6.1).

Ca" (mg g-1IMS)

10.51 ‘
95 G e o S
8.5

7.51 Hypeel
6.5

3.5
4.57

0 292 58.4 0 292 58.4
mM de sacarose no meio

Hypeel B Zenith

Figura 6.1. Conteudo de calcio na parte aérea (mg g'1 MS), para plantulas de 15 dias de
Hypeel e Zenith, em fungdo da quantidade de calcio adicionada no meio (0.45 € 4.5 mM) e
de sacarose (sem adig@o, 29.2 e 58.4 mM). a, b diferengas significativas entre as variedades.

Quando as variedades cresceram nos meios que continham 0.45 mM de célcio,
verificou-se que ndo existiram diferengas significativas no seu conteudo de calcio
interno para os diferentes niveis de sacarose no meio e nem entre as variedades para

todos os tratamentos analisados.

6.3.1.2-Parametros biométricos
Os resultados da analise estatistica dos parAmetros biométricos encontram-se
transcritos nos Quadros 2 (comprimento da parte aérea), e 3 (matéria seca da parte

aérea) do Anexo VIIL
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Na Figura 6.2 observa-se que a matéria seca da parte aérea aumentou para os
dois niveis de célcio e nas duas variedades e este aumento foi mais acentuado quanto
maior foi o contetido de sacarose no meio de cultura. Por outro lado, os valores de
matéria seca foram sempre significativamente mais elevados para as plantulas (das
duas variedades) que cresceram nos meios com menor concentra¢do de calcio (0.45
mM). Nestes meios, Zenith apresentou valores de matéria seca significativamente
maiores que Hypeel quando ndo foi adicionado sacarose. Contrariamente, as plantas
que cresceram a 4.5 mM de célcio no meio sem sacarose ndo apresentaram diferencas
entre as variedades.

No que se refere ao comprimento (Fig. 6.2) verifica-se que a adi¢do de
sacarose também influenciou o comprimento das plantulas, apresentando estas maior
comprimento quanto maior foi o conteudo de sacarose no meio. Porem os meios com
maior conteudo de calcio apresentaram uma maior difereng¢a entre os valores de
matéria seca € comprimento, o que ¢ indicativo do maior conteiido em agua destas
plantulas. A variedade Hypeel foi a que apresentou (como na experiéncia 1) uma
maior diferenga entre os valores destes dois pardmetros.

Comprimento (cm)

Matéria seca da parte aérea (mg/plantula)
8-

0.45 mM | 4.50 mM

L sy AR 'm“ I Qi Icﬂ«

0 292 584 0 292 584 0 292 584 0 292 584
mM de sacarose no meio

Ui R L R AL s it @ G g

. Hypeel (matéria seca) E Zenith (matéria seca)
Hypeel (comprimento) Zenith (comprimento)

Figura 6.2. Matéria seca e comprimento das plantulas de Hypeel e Zenith em fungdo do
conteudo de calcio (0.45 e 4.5 mM) e de sacararose no meio (sem adi¢do, 29.2 e 58 4
mM)
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Analisando-se as diferengas entre as ose no meio (sem adigdo, 29.2 € 58.4 mM).
variedades pode dizer-se que Hypeel apresentou significativamente maior
comprimento que Zenith em todos os tratamentos testados.

No caso de Hypeel ndo houve diferengas entre os comprimentos das plantulas
que cresceram a 4.5 e 0.45 mM de céalcio com 58.4 mM de sacarose. Também néo se
verificou diferengas entre as plantulas dos tratamentos acima descritos € os que
cresceram a 4.5 mM com 29.2 mM de sacarose.

As plantas de Hypeel que cresceram a 4.5 mM de célcio sem adigdo de
sacarose cresceram tanto quanto as que cresceram a 0.45 mM de célcio e 29.2 mM
de sacarose; porém as plantulas do tratamento com 0.45 mM de célcio e sem
sacarose apresentaram comprimentos menores e significativamente diferentes.

As plantas de Zenith apresentaram um comportamento idéntico as de Hypeel
em relagcdo ao comprimento da parte aérea e por tratamento.

Na variedade Zenith e para 4.5 mM ndo se observou diferengas para o
comprimento da parte aérea nos meios com 58.4 mM e 29.2 mM de sacarose. No
caso das plantas que cresceram a 0.45 mM de calcio o comprimento foi

significativamente maior quando a quantidade de sacarose no meio foi mais elevada.

6.3 .2 - Resultados da raiz

6.3.2.1-Contetido de calcio

A andlise estatistica para o contetido de calcio nos tecidos da raiz (Quadro 4
do Anexo VIII), mostra que este variou significativamente em fungéo da quantidade
de célcio adicionada ao meio, em fun¢do da quantidade de sacarose no meio e em
fungdo das variedades estudadas. Os resultados para as interac¢des entre estes trés
factores também foram significativos.

Na Figura 6.3 observa-se que, para as duas concentragdes de célcio testadas a

quantidade de célcio interno diminuiu com o aumento de sacarose no meio, tendo os
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meios nos quais ndo fora adicionado sacarose as maiores concentragdes de calcio por
grama de matéria seca.

Nos tratamentos com 4.5 mM de célcio no meio sdo bem evidentes as
diferengas no conteudo de calcio nos tecidos da raiz para cada nivel de sacarose
adicionado; especialmente para a variedade Hypeel. Para esta concentragio externa
de cdlcio esta variedade apresentou menor quantidade de célcio na raiz quando
comparada com Zenith, porém, s6 foram obtidas diferengas significativas quando as
plantulas cresceram em meios com 58.4 mM de sacarose. No caso das plantulas que
cresceram em meios com o menor conteudo de calcio externo (0.45 mM) as
variedades apresentaram diferengas significativas quando ndo foi adicionada
sacarose. As quantidades de Ca** encontradas nas raizes de Hypeel foram menores
que as da variedade Zenith , com excepgdo das plantulas de Zenith que cresceram em

meios com 58.4 mM de sacarose.

Ca”' (mg g MS)

10.51 5 ;
0.45 mM | 4.5 mM |
9.5- i s

8.5
7.5
6.5
5.5
454 |
3.5{ [

2.5

0 29.2 58.4 0 29.2 58.4
mM de sacarose adicionadas ao meio

Hypeel [ Zenith

Figura 6.3-Contetido de calcio na raiz (mg g’ MS) para plantulas de 15 dias de Hypeel e
Zenith em fungfo das quantidades de célcio (0.45 ¢ 4.5 mM) e de sacarose (sem adigdo,
29.2 ¢ 58.4 mM) adicionadas ao meio de cultura. a, b diferengas significativas entre as
variedades.
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De um modo geral, verifica-se que a quantidade de calcio por grama de
matéria seca nos tecidos das raizes foram maiores para Zenith, na maioria dos
tratamentos testados, quando comparados com Hypeel. Resultados semelhantes

foram obtidos na experiéncia 1.

6.3.2.2-Parametros biométricos

Os resultados da andlise de variancia relativa aos pardmetros biométricos das
raizes estdo representados nos Quadros 5 ¢ 6 do Anexo VIII. Observa-se que o
contetido de sacarose influenciou tanto o comprimento como a quantidade de matéria
seca das raizes, e que as diferentes concentragdes de céalcio no meio s6 afectaram a
quantidade de matéria seca mas ndo o comprimento. Também se verifica que a
interacgdo entre os factores analisados néo foi significativa.

Os resultados obtidos mostram que houve diferengas significativas no
comprimento das raizes para as interac¢des calcio-sacarose e nivel de sacarose no
meio-variedade. Porém, no que se refere a quantidade de matéria seca das raizes sé
se observou diferencas significativas para a interac¢do concentragdo de célcio no
meio e quantidade de sacarose no meio.

Dos dois parametros biométricos analisados, a quantidade de matéria seca das
raizes apresentou um padrdo semelhante ao observado na parte aérea, isto € a
quantidade de matéria seca obtida por ambas as variedades para as duas
concentragdes de calcio no meio foi maior quando houve uma elevada
disponibilidade de sacarose (Figura 6.4).

Por outro lado as raizes que cresceram a 0.45 mM de célcio apresentaram
valores mais elevados de matéria seca. Todavia ndo se verificou diferengas
significativas entre as variedades quando submetidas ao mesmo tratamento.
Analisando-se os valores de comprimento da raiz principal, pode inferir-se que para
as duas concentragdes de calcio no meio estes foram:

a) maiores para as plantulas que cresceram a 29,2 mM de sacarose no meio.
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b) menores para as plantulas de meios com maior concentragdo de sacarose e

¢) com valores intermédios para as plantulas que cresceram sem sacarose no meio.

Comprimento da raiz (cm)
Matéria seca por planta (mg)

8.

7 e

0 292 584 0 292 584 0 292 584 0 292 584
mM de sacarose no meio

7 Hypeel (matéria seca) Zenith (matéria seca)
Hypeel (comprimento) Zenith (comprimento)

Figura 6.4. Matéria seca e comprimento das plantulas de Hypeel e Zenith em fungio do
conteudo de célcio (0.45 e 4.5 mM) e de sacarose no meio (sem adic¢do, 29.2 € 58.4 mM).

6 . 4 - Discusséao dos resultados
6.4.1-Parte aérea
Para a discussdo dos resultados da presente experiéncia € necessario
considerar os seguintes aspectos:
a) condigdo essencialmente mixotréfica no metabolismo dos carbohidratos
das plantas (com sacarose no meio)
b) condigdo autotréfica no metabolismo dos carbohidratos das plantas (sem
adi¢do de sacarose no meio),
c) diferentes concentragdes de calcio no meio base,
d) diferencas no potencial osmotico dos meios, ocasionadas pela

concentragdo de sacarose,
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e) efeito dos factores anteriormente descritos na absor¢do de célcio € nos

pardmetros biométricos das plantulas.

Primeiramente analisar-se-4 as modificagdes apresentadas pelos pardmetros
biométricos para uma melhor compreensio dos resultados da absor¢do de célcio nas
plantulas.

A Figura 6.2 mostra que a um maior conteido de carbohidratos
corresponderam incrementos na quantidade de matéria seca tanto da parte aérea
como da raiz. Este resultado reflecte a caracteristica mixotréfica do metabolismo dos
carbohidratos das plantas cultivadas in vitro em meios suplementados com sacarose
e nas quais as condigdes de intensidade luminosa sdo comparativamente baixas em
relagdo as plantas que crescem ao ar livre.

Estes resultados sfo coincidentes com os obtidos por Reuter, (1991) em
plantas de Vitis vinifera e Pelargonium x hortorum, cultivadas in vitro. Neste
trabalho o crescimento destas duas espécies em meios com agar e 29.2 mM de
sacarose (10 g 1) foi maior que as apresentadas pelas plantas que cresceram em
meios com 14.6 mM (5 g I'"), sendo as plantas de menor tamanho aquelas que
cresceram em meios sem sacarose. Nas duas espécies citadas o conteido em
monossacdridos diminui com a redugdo da sacarose no meio. Por outro lado, o
conteido em carbohidratos das plantas sem sacarose devia-se a actividade
fotossintética (Reuter, 1991).

Os resultados obtidos mostram que os incrementos na produgdo de matéria
seca ocorreram quando se aumentou o conteudo de sacarose nos dois niveis de calcio
testados. Este resultado demonstra o caracter heterotréfico das plantulas de tomate
cultivadas nas condigdes da experiéncia. Também se verifica que os baixos valores
de matéria seca das plantulas que cresceram sem sacarose sdo devidos a uma baixa
actividade fotossintética, como é de se esperar em plantulas de 15 dias sem desen-
volvimento das estruturas foliares.

Contudo para um mesmo valor de sacarose no meio as plantas que cresceram

com 0.45 mM de célcio, apresentaram significativamente um valor mais elevado de
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matéria seca que as que cresceram a 4.5 mM, resultados semelhantes aos obtidos na
experiéncia 1.

Os trabalhos de Greger e Bertell (1992) que sdo dos poucos trabalhos da
literatura que relacionam calcio e carbohidratos, nomeadamente os ensaios
realizados sobre os efeitos do Ca** e Cd*" no metabolismo dos carbohidratos em
beterraba sacarina (Beta vulgaris), serviram de referencia na analise e interpretagdo
dos resultados do presente trabalho.

Segundo estes autores na beterraba sacarina o metabolismo dos carbohidratos
¢ indirectamente afectado pela presenga de calcio no meio. Este facto foi verificado
quando as plantas de beterraba sacarina foram submetidas a trés diferentes niveis de
calcio (0.18, 0.72 e 3.65 mM) e apresentaram uma maior concentra¢do de fructose,
glucose e sacarose a medida que diminuia a concentra¢do de célcio no meio. Alem
disso o peso fresco foi significativamente mais elevado nas plantas com maior
conteudo de célcio no meio, se bem que a quantidade de matéria seca foi pouco

afectada entre os diferentes niveis de calcio testados (Tabela 6.2).

Tabela 6.2 - Peso fresco e peso seco de plantas de 5 semanas de beterraba sacarina
cultivadas em meio contendo varias concentragdes de célcio.

Tratamento (mM) Peso da planta inteira
Ca** Peso fresco Matéria seca
0,18 1.66+/- 0.09 0.130 +/- 0.012
0.72 1.82+/-0.14 0.130 +/- 0.000
3.65 1.86 +/- 0.18 0.130 +/- 0.003

Os resultados representam as médias de 4 experiéncias feitas em duplicado; +/- s.e
Fonte: Greger e Bertell (1992).

Comparativamente com estes resultados, os do presente trabalho mostram
que:

- a quantidade de matéria seca da parte aérea das plantulas de tomate (das
duas variedades) foi menor quanto maior foi o contetido de calcio no meio;

- as diferengas entre a quantidade de matéria seca e o comprimento da parte

aérea foil maior a concentra¢des mais elevadas de célcio no meio.
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Deste modo pode afirmar-se que as plantas que cresceram em baixos niveis de
calcio (0.45mM), apresentaram maior quantidade de matéria seca (para todos os
niveis de sacarose testados). Deduz-se assim que, uma maior quantidade de
carbohidratos foram metabolisados e transformados em matéria seca. Este
incremento de matéria seca € explicado por Marschner, (1978) citado por Greger e
Bertell, (1992) por um aumento na absor¢@o de carbohidratos a baixas quantidades
de célcio no meio. Isto é uma consequéncia directa da maior permeabilidade das
membranas (em meios com baixo conteudo de célcio) o que facilita a difuséo de
solutos ao interior dos tecidos da raiz.

Contudo, os trabalhos realizados por Greger e Bertell, (1992) com beterraba
sacarina mostram que o influxo de sacarose nos tecidos das raizes submetidas a
baixas concentra¢des de célcio, ndo foi superior ao das outras raizes que cresceram
com suprimentos adequados de célcio. De acordo com estes autores os altos
conteudos de carbohidratos verificados nas raizes da beterraba, provavelmente
diminuiram o gradiente de sacarose ao nivel da membrana e consequentemente do
influxo de sacarose nas raizes.

No entanto as raizes de tomate ndo apresentam tecidos de armazenamento,
pelo que existiria um maior gradiente entre a raiz e a parte aérea nas plantulas de
tomate em crescimento activo. Assim, a teoria de Marschner, (1978) de que a uma
menor concentragdo de calcio corresponderia uma maior permeabilidade e portanto
um maior influxo de carbohidartos, poderia muito bem explicar os altos valores de
matéria seca que foi observado na parte aérea das plantulas que cresceram com
baixos niveis de calcio no meio.

Através da andlise do comprimento infere-se que as diferengas para uma
mesma variedade e entre as plantas que cresceram a 4.5 e 0.45 mM de célcio com
58.4 mM de sacarose ndo foi significativa. Porém a quantidade de matéria seca foi
significativamente menor nas primeiras (como referido anteriormente): Assim supde-

se que nas primeiras o conteudo relativo de dgua nos tecidos foi maior.
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Os resultados da medigdo do tamanho das células do hipocétilo realizado na
primeira experiéncia mostrou que o maior crescimento das plantulas de ambas
variedades para 4.5mM de célcio foi devido a um maior crescimento das células
segundo o seu eixo longitudinal e no caso das plantulas que cresceram a 0.45 mM o
seu comprimento foi determinado por um maior niimero de células. Estes resultados
confirmam que a quantidade de carbohidratos absorvidos e metabolisados foi maior
nos meios com pouco calcio.

Comparando-se as duas variedades em fun¢do da quantidade de matéria seca,
Hypeel apresentou valores significativamente mais elevados para 4.5 mM de célcio
quando as plantulas estiveram em condigdo mixotréfica. Néo foi observada
diferengas significativas entre as variedades quando foram cultivadas sem sacarose,
portanto em regime autotréfico. Quando as plantulas cresceram com 0.45 mM de
célcio, os valores de matéria seca das plantulas de Zenith foi superior ao de Hypeel,
tanto para os meios com 29.2 mM de sacarose como para os meios sem adi¢do de
sacarose.

Analisando-se a quantidade de célcio nos tecidos da parte aérea, pode-se
afirmar que a sua concentragdo estd dependente tanto das quantidades absorvidas
pelas raizes como da traslocagfo que as mesmas fazem para a parte aérea. Por outro
lado a absor¢do de calcio foi indirectamente influenciada pela quantidade de

carbohidratos presente no meio de cultura.

6.4.2-Raiz

Os conteudos de calcio das raizes das duas variedades foi menor quando a
quantidade de sacarose no meio foi mais alta.

Na revisdo bibliografica efectuada ndo se encontraram publicagdes que
correlacionassem estes dois factores na planta com um todo, apesar disso pode-se no

entanto inferir que a absor¢do de calcio foi indirectamente influenciada pela
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quantidade de sacarose e consequentemente pela alteragdo que a sacarose produz nas
condi¢des hidricas dos meios.

Como referenciado na literatura, o potencial hidrico ¢ inversamente
proporcional a quantidade de solutos dissolvidos no meio, isto significa que a
concentragdes mais elevadas de sacarose a pressdo osmética é maior e o potencial
osmdtico apresenta valores cada vez mais negativos. Esta situagéo é similar as
encontradas no solo a medida que este perde agua. Assim, em meios de cultura com
concentragdo elevada de sacarose serd& menor a disponibilidade de agua para as
plantas que nele crescem.

Por outro lado tendo em consideragio a estreita relag@o entre os suprimentos
de 4gua e 0 movimento xilémico do célcio na planta e a relativa imobilidade do Ca**
no floema e nos tecidos nfo vasculares (Banuelos et. al, 1987) pode pensar-se que 0s
altos potenciais osméticos dos meios com sacarose dificultaram a entrada de agua e
portanto dos ides nela dissolvidos. Esta ideia estaria de acordo com os maiores
contetidos de célcio encontrados nas plantulas desta experiéncia para os meios sem
sacarose, esta quantidade decresce a medida que os contetidos de sacarose aumentam
no meio de cultura.

No interior da raiz, o ido calcio parece seguir preferencialmente a via
apoplastica, portanto, o seu transporte esta correlacionado com o da dgua (Demarty
et al., 1983). Deste modo, as raizes que cresceram nos meios sem sacarose
incorporaram mais 4gua e mais célcio e posteriormente transportaram-no para a parte
aérea como se pode constatar comparando as Figuras 6.1 € 6.3.

Em relagfio a ideia acima exposta deve ter-se em consideragdo o facto das
plantas in vitro estarem num ambiente quase saturado de humidade, pelo que
possuem uma baixa taxa de transpiragdo. No entanto, Ferguson e Clarkson, (1975)
citados por Limami e Lamaze, (1991) afirmam que os movimentos ascendentes dos
ides de calcio ocorrem nos vasos do xilema por pressdo radicular quando a
transpiragdo € baixa. Deste modo, poder-se-ia considerar que as plantulas de 15 dias

utilizadas neste trabalho, pelo facto de nfio possuirem folhas desenvolvidas e se
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encontrarem num ambiente saturado (tubo de ensaio), apresentaram baixas taxas de
transpiragdo. Sendo assim, a maior parte do calcio que é absorvido pela raiz seria
translocado para a parte aérea devido a disponibilidade de sitios de intercambio nas
zonas de crescimento € pela pressdo radicular.

Analisando-se a distribuigéio do célcio para cada nivel de sacarose entre as
duas partes da plantula verifica-se que em auséncia de sacarose as raizes das plantas
que cresceram a 0.45 mM apresentaram tanto célcio como a parte aérea, isto
significa que todo célcio absorvido pela planta foi translocado para a parte aérea.

Por outro lado observa-se que n3o houve diferengas significativas no
conteddo de célcio das plantulas que cresceram a 045 mM de célcio
independentemente da quantidade de sacarose adicionada, portanto pode concluir-se
que neste caso o factor limitante foi a quantidade de célcio no meio.

Nos resultados obtidos sobre o crescimento das raizes observa-se que as de
maior comprimento foram as que cresceram com 29.2 mM de sacarose (total dos
dados analisados) seguidas das que cresceram no sistema autotr6fico e por fim pelas
raizes das plantas cultivadas em 58.4 mM de sacarose que foram as mais pequenas
para ambas as variedades.

Estes resultados estdo de acordo com os trabalhos de Reuther, (1991) em
vinha cultivada ir vitro cujo maior crescimento radicular foi estimulado em meios
com baixas quantidades de sacarose quando comparados com meios de cultura sem
adi¢do ou com altas concentra¢des de sacarose (ver Tabela 5.3).

No presente ensaio a auséncia de sacarose teve, como no caso do trabalho de
Reuther, (1991) um efeito estimulante no crescimento em comprimento das raizes; se
bem que, as raizes das plantulas que cresceram com 29.2 mM de sacarose (10
gramas por litro) apresentaram maior comprimento quando comparadas com as que
ndo tiveram sacarose, consequentemente as plantulas que apresentaram menor
comprimento da raiz foram as que cresceram com 58.4 mM de sacarose no meio (20
gramas por litro). Por outro lado a diminui¢do do crescimento em comprimento das

raizes que foram cultivadas com baixas concentragdes de calcio pode ser explicado
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pelo incremento na press3o osmética @ medida que aumenta o contetido de sacarose

e com a consequente diminuigdo do potencial hidrico.

Tabela 6.3 - Influéncia do conteido de sacarose no meio de enraizamento, no
comprimento das raizes e da parte aérea no cultivar “Riesling” cultivado in vitro.

Riesling
20 (g) 10 (g) 5(g) 0(g) DMS 5%
Comprimento raizes 16.5 29.8***  395%¥kx 33 6%** 54
Comprimento parte aérea  40.2 39.8 38.7 28.0%** 44
Matéria seca (%) 8.4 7.0%** 7 1** 8.2 0.5

Médias de 30 culturas; avaliagdo feita dentro das 4 semanas; a avaliagdo estatistica estd
correlacionada com os 20 g.I" como tratamento controlo. Extracto da Tabela publicada por Reuther,
1991.

Em relagéo & quantidade de matéria seca das raizes, esta foi maior nas raizes
que cresceram a 58.4 mM de sacarose (nas duas variedades estudadas), ocasionada
principalmente por um maior nimero de raizes secunddrias formadas. Estes
resultados confirmam que a um maior conteido de carbohidratos no meio
corresponde um incremento destes principalmente nos tecidos da raiz, cuja utilizagio
ser4 aproximadamente a metade na respiragdo radical, Lambers et al., (1991) e o
restante na produgdo de uma maior area radicular (crescimento).

No que concerne as diferengas entre as variedades relacionadas com as
quantidades de célcio nos tecidos, pode-se afirmar que:

a) em meios com 4.5 mM de calcio e disponibilidade suficiente de
carbohidratos a variedade Hypeel translocou para a parte aérea uma maior
quantidade de calcio que Zenith,

b) a niveis intermédios (29.2 mM de sacarose) ndo se verificaram diferengas
significativas entre os contetidos de calcio das duas variedades,

c) para as plantulas que cresceram em condigdo autotréfica a variedade
Zenith translocou maior quantidade de célcio que Hypeel.

Considerando a quantidade de calcio das raizes quando se utilizou 4.5 mM de

célcio no meio verifica-se que Hypeel apresentou uma menor quantidade de célcio

nas raizes para 58.4 mM de sacarose. Este resultado mostra que a parti¢éo do calcio
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entre a parte aérea e a raiz € diferente entre as variedades (como alias foi observado
na experiéncia 1), sendo Hypeel mais eficiente na translocag@o do calcio para a parte
aérea, na presenca de suficiente energia. A energia disponivel ¢ um aspecto
fundamental para esta variedade porque sem sacarose Hypeel apresentou menor
quantidade de célcio na raiz quando comparada com Zenith para 0.45 mM de célcio
no meio. Também ndo foram observadas diferengas entre as variedades para as
quantidades de célcio na parte aérea (para os niveis de sacarose testados) quando as
plantas cresceram com 0.45 mM de célcio no meio o que demonstra que neste caso o

factor limitante foi a quantidade de célcio no meio.
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7 . 1 - Introduciio e objectivos

O crescimento e desenvolvimento vegetal estdo dependentes da luz para a
realizagdo da fotossintese e dos processos fotomorfogénicos. Estes dois processos
sdo intermediados pelos pigmentos que absorvem radiagio dum comprimento de
onda particular.

A fotossintese ocorre dentro de comprimentos de onda entre 400 e 700 nm e a
luz neste espectro recebe o termo de “radiagdo fotossinteticamente activa”
(Photosynthetic Active Radiation - PAR). Porem a fotossintese realizada pela maioria
do material vegetal cultivado in vitro é relativamente pequena e as culturas sfo
dependentes de uma fonte externa de carbohidratos, portanto é pratica corrente na
micropropagag¢éo usar meios com 2-3% de sacarose.

As plantas cultivadas nestas condigSes e que utilizam a sacarose como fonte
de carbono sdo capazes de sintetizar clorofila e assimilar CO,. A combinag¢io do
metabolismo heterotréfico e autotr6fico contribui para o aprovisionamento de
compostos orgénicos carbonados das plantas cultivadas in vitro. Esta situagio é
comparavel com as das plantulas cultivadas em condigbes ex vitro que transitam de
uma condi¢do heterotréfica a um crescimento autotréfico. Este estadio intermédio é
chamado de fotomixotréfico.

Para além das alteragdes estruturais e do escasso balango no regime hidrico, a
condi¢do de fotomixotrofismo € considerada como outra das causas de perda de
plantas micropropagadas quando sdo transferidas para o solo. Pelos motivos citados,
nalgumas espécies cultivadas in vitro a estimulacdo da condigdo fotoautotrofica ¢
feita reduzindo os niveis de sacarose no meio de cultura.

Por outro lado, € como j& anteriormente referido as células vegetais assim
como as células de outros organismos regulam a concentragio de célcio livre

citoplasmatico, esta homeostasia calcica € um processo dependente de energia e
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portanto ndo serd a mesma em plantulas que se encontrem em diferentes regimes de
luz (isto significa diferentes taxas fotossintéticas).

Pelo acima exposto, o objectivo desta experiéncia foi o de testar diferentes
niveis de radiagio fotossinteticamente activa (PAR) em meios sem sacarose
(condigdio autotréfica) para avaliar-se o efeito que os diferentes niveis de energia
teriam na absorgdo, translocagfio e distribui¢io do calcio nos tecidos da parte aérea e

da raiz e sobre os parAmetros biométricos.

7 . 2 - Material e Métodos

Os materiais e métodos utilizados neste ensaio foram idénticos aos descritos
no Capitulo 3 (Material e Métodos). Para se estudar a hipétese proposta nio se
adicionou sacarose ao meio base de Murashige e Skoog, 1962, portanto as plantulas
cresceram totalmente dependentes da fotossintese (numa situagéo autotréfica).

As quantidades de calcio foram modificadas no meio de base, optando-se por
testar novamente 0.45 ¢ 4.50 mM de calcio no meio, deste modo pode-se comparar
os resultados deste ensaio com os das experiéncias anteriormente realizadas. A
alteragdo nas condig¢des fisicas das culturas consistiu numa redugédo das condigdes da
intensidade luminosa a que foram submetidas as plantas durante os 15 dias que nela
permaneceram. Ndo foram modificados nem o fotoperiodo, nem o termoperiodo. A
Tabela 7.1, mostra a combinagao destes factores por tratamento.

Na cémara de cultura constituidas por 4 prateleiras, cada uma equipada com 4
lampadas Philips TDL, 18 W (84), foi colocado um papel opaco para evitar as
passagens da luz de uma prateleira para a seguinte. Na prateleira inferior (tratamento
controlo) mantiveram-se as 4 ldmpadas acesas durante as horas em que a cimara
realizava o fotoperiodo diurno (77 pmol m™? s™). Na segunda e terceira prateleira
mantiveram-se uma e duas ldmpadas respectivamente apagadas durante todo o
ensaio, de modo que estas prateleiras tiveram aproximadamente. 25 € 50% menos luz

que a do tratamento controlo (54 pmol m?s™ e 36 pmol m™ s™' respectivamente).
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Em cada prateleira foram postas trés repeticdes (24 tubos cada) de cada
variedade e para cada concentragio de calcio (Tabela 7.1). Para assegurar que todas
as plantulas de uma mesma prateleira recebessem a mesma quantidade de luz durante

o decorrer do ensaio os suportes foram diariamente mudados de posicéo.

Tabela 7.1 - Contetidos de calcio (mM) e de PAR (umol . m™. s™), por prateleira
(tratamento).

mM €1e célcio Nivel de Radiagio Fotossinteticamente Activa pmol . m?2, s
adicionados
77 54 36
0.45 Trat. 1 Trat. 2 Trat. 3
4.5 Trat. 4 Trat. 5 Trat. 6

7 . 3 - Resultados

7.3.1-Contetido de cilcio nos tecidos

7.3.1.1-Parte aérea

O contetido de cdlcio da parte aérea aumentou & medida que a radiagfo foi
menor, esta observagdo foi verificada para as duas variedades e duas concentragdes
de célcio utilizadas no meio.

A analise de varidncia para o factor célcio nos tecidos encontra-se no Quadro
1 do Anexo IX. Nas Figuras 7.1a e 7.1b estdo representadas as médias das
quantidades de calcio interno para os trés niveis de radiagdo para 0.45 e 4.50 mM de
célcio no meio respectivamente. Nestas Figuras relativas aos intervalos de confianga
para os conteudos de célcio nos tecidos da parte aérea, pode-se observar que para as
duas concentragdes de calcio testadas, os contetidos de calcio foram maiores para os
niveis mais baixos de radiagdo. Todavia, nio foram encontradas diferengas
significativas no conteudo de calcio nos tecidos nem entre as variedades nem para o
resultado das interacgdes entre o nivel de PAR e as variedades, para nenhuma das
concentragdes de calcio externo testadas.

Na Tabela 7.2 observar-se que houve efectivamente maior contetido de célcio

nos tecidos da parte aérea quando as plantas cresceram a baixos niveis de radiagdo,
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para ambas as variedades e nas duas concentragdes de célcio no meio, no entanto os
incrementos percentuais nos contetidos de célcio entre 77 e 36 pmol m?s™ foram de
+120% para Zenith e de +127% para Hypeel nas plantulas que cresceram quando
foram adicionados 0.45 mM de célcio.

Quando comparamos estes resultados com os encontrados quando a adigéo de
calcio foi de 4.5 mM, vemos que os incrementos foram neste caso muito menores
correspondendo um aumento de 33% para Zenith e de 37% para Hypeel entre os

niveis extremos de radiagfo testados.

Ca’ (mg g' MS) Ca? (mg g MS)
95T ' ' ' ] T T T

: 13.8 ]

8.5t I ] i
] 12.8F ]

7.5} 3 i
6.5F : 181 ;
5.5F ; 10.8F :
45F ] 3 I ]
I I ] 9.8} ]
3.5L¢ ) f \ ] }:
36 54 77 8.8k . . . .

Nivel de PAR (pmolm? s1) 36 54 77

Nivel de PAR (umolm?s™)

Figura 7.1a- Intervalos de confianga
(95% dms) para a quantidade de célcio
nos tecidos da parte aérea (mg g'1 MS)
em fungdo da PAR (umol ms) para os
meios aos que foram adicionados 0.45
mM de calcio. Médias das duas
variedades.

Figura 7.1b-Intervalos de confianga
(95% dms) para a quantidade de célcio
nos tecidos da parte aérea (mg g’ MS)
em fungdo da PAR (umol m?s™) para os
meios aos que foram adicionados 4.5
mM de célcio. Médias das duas
variedades.

Tabela 7.2 - Célcio nos tecidos da parte aérea das plantulas das duas variedades em fungdo
dos niveis de PAR (pmol m? s) e de célcio no meio (mM) e variagio percentual de Ca**
entre o nivel maximo e minimo de radiagéo.

0.45 mM de calcio 4.50 mM de célcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith

1-77 3.78 4.03 8.9 9.6
2-54 4.20 4.65 9.78 10.48
3-36 8.58 8.87 12.2 12.75
A entre nivel 1 e 3 +127% +127%" +37% " +33%
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7.3.1.2-Raiz

Em relagdo aos contetidos de célcio nas raizes das duas variedades estes
seguiram as tendéncias da parte aérea, portanto quanto menor foi a quantidade de
radiagfo fotossintetica maior os contetidos de célcio nos tecidos da raiz.

No caso das plantulas que cresceram quando foram adicionados 0.45 mM de
calcio no meio, observaram-se diferengas significativas nos contetidos de célcio
(média das duas variedades) entre os trés diferentes niveis de radiagdo; Figura 7.2a.
No entanto e como mostra a Figura7.2b, quando as plantulas cresceram nos meios
com 4.5 mM de célcio ndo foram encontradas diferengas significativas entre 54 e¢ 77
pumol m? s, sendo s6 significativamente mais elevado o contetido de célcio das

plantulas que cresceram a 36 pmol m? s de radiag3o.

Ca® (mg g MS) Ca®* (mg g' MS)
12.1F ' ' ' : 13.1 . . . 1
[ ] 121 f ]
101} 1 T ]
| ] 111 | 1
81} . 101 | ;
: : 9.1 ;
6.1 k3 1 ]
| ] 8.1} ?[ I ]
41T I ! i i 1L 1 1 1 —:
36 54 77 36 54 77
Nivel de PAR (umol m?s™) Nivel de PAR (pmol m? s™)

Figura 7.2a-Intervalos de confianga (95%
dms) para a quantidade de calcio nos
tecidos da raiz (mg g’ MS) em fungio da
PAR (umol m? s), para os meios aos que
foram adicionados 0.45 mM de calcio.
Médias das duas variedades.

Figura 7.2b-Intervalos de confianga (95%
dms) para a quantidade de calcio nos
tecidos da raiz (mg g” MS) em fungdo da
PAR (umol m?s™), para os meios aos que
foram adicionados 4.5 mM de calcio.

Médias das duas variedades.

Do mesmo modo, ndo foram encontradas diferengas significativas entre as

variedades nem entre a interac¢do dos niveis de PAR e as variedades quando as
plantulas cresceram nos meios com 0.45 mM de célcio por litro. Contudo as raizes da
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variedade Zenith apresentaram significativamente maior quantidade de célcio que as
de Hypeel para 54 ¢ 77 pmol m?s™ quando no meio foram adicionados 4.50 mM de
calcio (Quadro 7 do Anexo IX).

Os dados da Tabela 7.3 mostram que também no caso das raizes as diferengas
percentuais entre as quantidades de cdlcio interno foram de mais de 100% para as
duas variedades entre as plantulas que cresceram no tratamento controlo e aquelas
em que a luz foi reduzida num 50%, quando foram adicionados 0.45 mM de célcio.
No caso dos tratamentos com adi¢do de 4.5 mM de cilcio as diferencas entre os
tratamentos extremos de PAR foram aproximadamente a metade (+47%, para Hypeel

e +52% para Zenith).

Tabela 7.3 - Cilcio nos tecidos da raiz das plantulas das duas variedades em fungdo dos

niveis de PAR (pmol m?s?) e de célcio no meio (mM) e variagio percentual de Ca®* entre
o nivel maximo e minimo de radiag¢3o.

0.45 mM de célcio 4.50 mM de calcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith
1-771 3.83 5.07 7.68 7.8
2 -54! 6.03 6.03 5.77 9.68
3-36 10.08 10.17 11.3 11.87
A entre nivel 1 € 3 +166% * +100% +47% * +52%

7.3.2 -Parametros biométricos

7.3.2.1-Comprimento da parte aérea (hipocotilos)

A anilise dos pardmetros biométricos permite interpretar os resultados
encontrados para os contetidos de célcio interno nos tecidos das plantulas para os
diferentes niveis de radiagdo fotossinteticamente activa testado.

As diferengas observadas no comprimento das plantulas das duas variedades
na sua totalidade para os diferentes niveis de PAR e contetdos de célcio no meio, sdo
apresentados nas Figuras 7.3a (0.45 mM de célcio) e 7.3b (0.45 mM de célcio). Nas
Figuras observa-se que tanto os niveis de PAR como o nivel de célcio no meio
influenciaram o comprimento dos hipocétilos das plantulas das duas variedades.
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A anilise de varidncia (Quadros 3 ¢ 4 do Anexo IX) mostra que houve
diferengas significativas no comprimento da parte aérea entre as plantulas que
cresceram quando foram adicionados 4.50 mM de célcio no meio quando submetidas
aos varios niveis de radiagfo; apresentando maior comprimento as plantulas que
cresceram nos niveis de PAR mais baixos (plantas estioladas).

No entanto, quando as plantulas cresceram nos meios nos que foram
adicionados 0.45 mM de célcio, os niveis de PAR n#o alteraram significativamente o
crescimento da parte aérea, se bem que a tendéncia observada foi idéntica a das
plantulas submetidas a 4.5 mM de célcio no meio.

As plantulas de Hypeel apresentaram maior comprimento quando comparadas
com as de Zenith para 4.5 mM de célcio no meio e 36pmol m? s de PAR, niio
havendo diferengas para os outros dois niveis de radiagdo. Também apresentaram
maior comprimento nos meios aos que foram adicionados 0.45 mM de célcio e que

foram submetidos a 77umol m™ s de radiago.

Comprimento (cm) Comprimento (cm)

4.74F ' ' ' 1  6af ' ' ' ]
a7t 1 ss8f 1 1
4.66F 1 ssp 1
a.62f 1 sa2f 1
4.58F 1 49r 1 -
4.54] 1 46} -
: . [ 1 ]

4-5 F 1 1 1 ] 4-3 C 1 1 1 ]

36 54 77 36 54 77
Nivel de PAR (pmolm™s') Nivel de PAR (umolm?Zs™')

Figura 7.3a-Intervalos de confianga (95% Figura 7.3b-Intervalos de confianga (95%
dms) para o comprimento (cm) da parte dms) para o comprimento da parte aérea
aérea das duas variedades em fungfio do (cm) das duas variedades em fungdo do
nivel de PAR (pmol m™? s™), para os meios nivel de PAR (umol m?> s™), para os meios
aos que foram adicionados 0.45 mM de aos que foram adicionados 4.5 mM de
calcio. Médias das duas variedades. célcio. Médias das duas variedades.
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As diferengas percentuais entre os comprimentos das plantulas que cresceram
nos tratamentos extremos de PAR para as duas concentragdes de calcio no meio
encontram-se¢ na Tabela 7.4. Como pode ver-se pelos resultados da Tabela, as
plantulas que cresceram com pouca luz e com 0.45 mM de célcio no meio quase ndo
apresentaram estiolamento (0 e 4% para Hypeel e Zenith respectivamente). Para as
plantulas que cresceram com 50% menos de luz comparativamente com o tratamento
controlo a diferenga para com o tratamento controlo foi de aproximadamente 30%

nas duas variedades (plantas estioladas).

Tabela 7.4 - Comprimento da parte aérea das plantulas das duas variedades em fungéo dos
niveis de PAR (umol m? s?) e de calcio no meio (mM) e variagio percentual do
comprimento entre o nivel maximo e minimo de radiag8o.

0.45 mM de calcio 4.50 mM de célcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith
1-77" 4.7 4.47 4.61 432
2-54 4.61 4.64 5.07 4.92
3-36 470 4.65 6.00 5.67
Aentre nivel 1 e 3 0% +4% +30% +31%

7.3.2.2-Comprimento da raiz

As Figuras 7.4a e 7.4b mostram que o comprimento da raiz principal foi
maior quando a PAR foi mais baixa, isto para as duas concentragdes de calcio
testadas. No entanto ndo houve diferengas no comprimento das raizes das plantulas
que cresceram a niveis de 45 e 77 pmol m™ s quando o meio tinha 0.45 mM de
célcio. O comprimento das raizes parece ser menos afectado pela variagdo da PAR
que o comprimento da parte aérea. Os resultados da anélise de varidncia para o
comprimento da raiz principal encontram-se transcritos nos Quadros 9 ¢ 10 do
Anexo IX.

A variedade Hypeel teve raizes significativamente mais compridas quando
comparadas com as raizes da variedade Zenith quando as plantulas cresceram a 36

pmol m? s, Por outro lado o comprimento da raiz principal foi no caso das
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plantulas que cresceram a 4.5 mM diferentes significativamente s6 entre os
tratamentos com 50 e 75% de PAR, e estas diferencas deveram-se ao menor
crescimento das plantulas da variedade Hypeel.

A Tabela 7.5 mostra os valores de comprimento das raizes das duas
variedades para cada tratamento e as respectivas variagdes percentuais.

Como pode observar-se o pardmetro comprimento da raiz foi, menos afectado
pelos niveis de radiagdo que a parte aérea; no entanto e como acontecera com a parte
aérea, as maiores diferencas no comprimento das raizes verificaram-se nos meios
com 0.45 mM de célcio. Para esta concentra¢do de calcio, houve um aumento de
25% para Hypeel e de 12% para Zenith entre os tratamentos extremos da radiagéo.

Quando foram adicionados 4.50 mM de célcio no meio, os incrementos foram

de +3.65 % para Hypeel e de +1.50 % para Zenith a favor do menor nivel de

radiago.
Comprimento (cm) Comprimento (cm)
) S A T

: Lo 7} ’ E : '
6.91: oo L : : >
: ; : ; 6.8} : .
6.5} : . : ] : . '
: : : : : 6.6} . : 1
6.1r: . b ] . . . ::
P 1 6.4r: 5 : >

| SETTTT (RPCOV PRIOPY S oL
50 75 100

Nivel de PAR (pmol m?2s™)

50 75 100
Nivel de PAR (umol.m?s™)

Figura 7.4a-Intervalos de confianga (95% Figura 7.4b-Intervalos de confianga (95%
dms) para o comprimento da raiz, para as dms) para o comprimento da raiz, para as
médias dos dados das duas variedades, em médias dos dados das duas variedades, em
fungdo da PAR (umol m? s7), para 0.45 fungfio da PAR (umol m?s™), para 4.5 mM
mM de célcio adicionados ao meio. de calcio adicionados ao meio.
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Tabela 7.5 - Comprimento da raiz principal em fungio dos niveis de PAR (umol m?s’1) e
de calcio no meio(mM) e variagdo percentual do comprimento entre o nivel maximo e
minimo de radiagéo.

0.45 mM de célcio 4.50 mM de célcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith
1-77 5.66 5.77 6.56 6.67
2-54 5.89 5.62 6.38 6.12
3-36 7.10 6.47 6.80 6.77
Aentre nivel 1 e 3 +25% +12% +3.65% +1.50%

7.3.2.3 - Matéria seca da parte aérea.

A quantidade de matéria seca da parte aérea das duas variedades foi maior
quando a radiagdo fotossinteticamente activa foi mais elevada. No entanto, a analise
de varidncia (Quadros 5 do Anexo IX) mostra que para uma adig¢do de 0,45 mM de
calcio no meio ndo existiram diferengas significativas entre as plantulas que
cresceram nos diferentes niveis de PAR Figura 7.5a) e nem para o resultado das
interagdes entre as variedades e nem para as interacg¢Ges entre os niveis de PAR e as
variedades.

Para as plantulas que cresceram nos meios com 4.5 mM de célcio, foram
maiores as diferengas observadas entre as quantidades de matéria seca da parte aérea
existindo diferengas significativas entre os niveis de PAR e entre as variedades,
(Quadros 6 do Anexo IX). Neste caso as plantulas que cresceram a 36 pumol m? s’
apresentaram significativamente menor quantidade de matéria seca quando
comparadas com as que cresceram a maiores niveis de PAR (Figura 7.5b).

As variedades apresentaram quantidades de matéria seca significativamente
diferentes para um mesmo nivel de PAR nas duas concentragdes de calcio testados,
sendo Hypeel a variedade que teve plantulas com maior quantidade de matéria seca.

Como pode observar-se na Tabela 7.6 este foi o unico pardmetro que apresentou
uma redugdo no seu valor a medida que as condigdes de luz decresceram. Por outro

lado os resultados mostram que as variagdes percentuais entre o nivel méximo e
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minimo de radiagio foram quase idénticos para uma mesma variedade para as duas

concentragdes de calcio testadas.

Matéria seca (mg por planta) Matéria seca (mg por planta)

3¢ ’ ' ' ] 327 ' :
2.6 28]
24} 2.6 —{
2ok . . . ] 24t . , , ]

36 54 77

36 >4 77 Nivel de PAR (umol m?s™)

Nivel de PAR (umol m?s™)

Figura 7.5a. Intervalos de confianga (95%
dms) para a matéria seca da parte aérea
(mg), em fungdo da PAR (umol m? s™).
Meios aos que foram adicionados 0.45
mM de céalcio. Médias das duas
variedades.

Figura 7.5b. Intervalos de confianga (95%
dms) para a matéria seca da parte aérea
(mg), em fungdo da PAR (umol m? s™).
Meios aos que foram adicionados 4.5
mM de célcio. Médias das duas
variedades.

Tabela 7.6 - Matéria seca da parte aérea das plantulas das duas variedades em fungéo dos
niveis de PAR (umol m? s) e de calcio no meio (mM) e variagio percentual da matéria
seca entre o nivel maximo e minimo de radiagéo.

0.45 mM de calcio 4.50 mM de célcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith
1-77 2.89 2.77 3.10 2.77
2-54 2.58 2.60 2.97 2.83
3-36 2.41 2.48 2.61 2.53
Aentre nivel 1 e 3 -16% -10% -16% -9%

7.3.2.4-Matéria seca da raiz
Os resultados da analise de variincia realizada para o pardmetro matéria seca
da raiz (Quadros 11 e 12 do Anexo IX), pode-se concluir que sé existiram diferengas

na quantidade de matéria seca das raizes entre os niveis de PAR para as plantulas que
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cresceram com 0.45 mM de célcio no meio. Neste caso, as plantulas que cresceram
com a metade da radiagdo, comparativamente com a radiagdo padrdo, tiveram
significativamente menos peso que as que cresceram nos outros dois niveis de
radiagdo (isto para o conjunto dos dados das duas variedades). Nédo foram
encontradas diferengas entre as variedades nem para o resultado das interacgdes.

Por outro lado ndo foram observadas diferencas entre as quantidades de
matéria seca das raizes das plantulas que cresceram com 4.50 mM de célcio no meio
para nenhum dos factores testados (calcio no meio, variedades e PAR) e nem para as
interacgdes entre eles.

A Tabela 7.7 mostra os resultados nas variagles percentuais na matéria seca
entre o nivel maximo e minimo de PAR testados. Como pode ver-se pelos resultados
a diminui¢do das condi¢des de radiagdo afectaram a quantidade de matéria seca da
raiz em menor propor¢3o que para a parte aérea, nio tendo a quantidade de célcio no
meio quaisquer influéncia evidente na matéria seca das raizes de ambas as

variedades.

Tabela 7.7 - Matéria seca da raiz das plantulas das duas variedades em fungéo dos niveis de
PAR (pmol m™ s™) e de calcio no meio (mM) e variagio percentual da matéria seca entre o
nivel méaximo e minimo de radiag&o.

0.45 mM de calcio 4.50 mM de calcio
PAR Hypeel Zenith Hypeel Zenith
1-77 0.60 0.60 0.55 0.53
2-54 0.67 0.67 0.53 0.57
3-36 2.41 2.48 2.61 2.53
A entre nivel 1 e 3 -16% -10% -16% -9%

7 . 4 - Discussio dos resultados

Como pode verificar-se pelos resultados obtidos as quantidades de célcio na
matéria seca da parte aérea foram mais elevadas quando os niveis de PAR foram
mais baixos. Este comportamento foi idéntico para as plantulas das duas variedades e
concentragdes de calcio testadas, no entanto as diferengas no contetido de céalcio nos

tecidos foram muito mais evidentes para as que cresceram a 0.45 mM de célcio no
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meio. Sendo este aumento de +116% de célcio para Hypeel e de +100% de célcio
para Zenith a favor das plantulas que cresceram no menor nivel de radiagéo.

No caso das plantulas que cresceram a 4.5 mM de célcio os incrementos no
contetdo de célcio nos tecidos da parte aérea foram de +33% para Hypeel e de +37%
para Zenith a favor das plantulas que cresceram a pmol m™> s™'a metade dos valores
anteriores e foi Zenith que apresentou maiores diferengas.

Os contetidos de calcio das raizes seguiram também esta tendéncia, tendo as
raizes de Hypeel +116% de calcio quando cresceram 3 36pmol m™? s que quando
cresceram no nivel maximo de radiagio, isto para 0.45 mM de célcio no meio. As
raizes de Zenith tiveram +100% de céalcio para as mesmas condi¢Ges de cultura. As
raizes das plantulas que cresceram nos meios com 4.50 mM de célcio apresentaram
maiores quantidades de célcio nos meios com 50% de radiagdio comparativamente
com a radiagdo padrdo (+47% e mais 52% respectivamente para Hypeel e Zenith).

Os pardmetros biométricos da parte aérea foram afectados tanto pelas
quantidades de célcio presentes no meio de cultura como pelas condi¢des de radiago
fotossinteticamente activa.

Como se deduz dos resultados relativos ao comprimento da parte aérea,
diminuig¢Ses progressivas da luz produzem incrementos no comprimento da parte
aérea. Este incremento foi da ordem de 30% para ambas as variedades nos meios
com 4.5 mM de célcio o que pode considerar-se como uma tipica condigdo de
estiolamento. No entanto ndo ocorre o mesmo para os meios com 0.45 mM de Ca®".
Nestes meios as plantulas de Hypeel néo estiolaram e as de Zenith s6 foram 4% mais
altas 4 36 que a 77pmol.m™.s™".

Estes resultados s3o concordantes com os da experiéncia 1, em que as
plantulas que cresceram com altos contetidos de Ca®* foram as de maior tamanho
devido a uma maior entrada de agua na planta. Neste caso a grande diferenga de
tamanho poderia assim ser explicada por dois factos somados: a falta de radiagdo € a
maior entrada de 4gua na planta como consequéncia de um maior nimero e/ou

tamanho dos vactiolos que armazenam o excesso de calcio nas células (facto
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discutido na experiéncia 1).

Uma outra analise dos resultados permite verificar que a diminuigdes
progressivas da luz corresponderam redugdes na quantidade de matéria seca da parte
aérea, nio sendo no entanto evidente o efeito da radiagio na matéria seca da raiz. Por
outro lado este efeito € evidente s6 para as plantulas que cresceram com muito célcio
no meio, sendo as que cresceram com pouco célcio insensiveis as variagdes da PAR.

Estes resultados poderiam explicar-se pela existéncia de um limite necessario
de calcio nos tecidos para permitir o alongamento celular (que seria como o célcio
constitutivo da parede) e que 0.45 mM seria uma condi¢fo de deficiéncia de calcio,
como alias foi referido em outras experiéncias.

Também se pode concluir que niveis diferentes de radiagdo nfo produzem o
mesmo efeito nas diferentes partes das plantulas quando estas sdo supridas com
diferentes quantidades de célcio. Neste estudo as plantulas que cresceram & 36 pmol
m~ s aumentaram o comprimento das suas raizes para o dobro dos valores obtidos
para as plantulas que cresceram nos outros niveis de radiagéio, porem a parte aérea
permaneceu com comprimento similar ao das plantulas que cresceram nos outros
niveis de PAR, se bem que com um menor valor da matéria seca.

Pelo contrario as plantulas que cresceram também & 36 pmol m? s nos meios
com 4.5mM de célcio aumentaram consideravelmente o comprimento da parte aérea

(estiolaram) permanecendo a raiz sem alteragdes evidentes.

Pode-se assim concluir que, no que diz respeito a parte aérea, o baixo nivel de
célcio parece limitar o alongamento/e ou divisdo celular pelo facto destas plantulas
ndo apresentarem estiolamento numa condigfo de radiagdo na qual seria previsivel
um marcado estiolamento?. Este aspecto necessita um estudo mais aprofundado.

Os niveis de radiagdo, € a qualidade da mesma modificam o nivel interno de

homeostasia célcica?.
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No presente trabalho foi abordado sob um ponto de vista integrado, os efeitos
do ifo calcio sobre todas as partes de plantulas de Lycopersicon esculentum Mill.,
salientando as diferengas varietais em relagfo a afinidade ao calcio. Deste modo, o
principal objectivo do trabalho desenvolvido foi a aplicagdo de métodos de trabalho
conducentes a selec¢fio precoce de genétipos (teste precoce) relacionados com a
absorg#o, transporte e translocagdo do ido calcio. Como definido pela AUPELF teste
precoce € um teste preditor através do qual se antecipa a expressdo fenotipica global,
aproximando-se o mais possivel da informag&o genética (gendtipo) por intermédio
de um factor estreitamente correlacionado (com frequéncia a resposta é morfologica,
fisiol6gica ou molecular).

A cultura “in vitro” foi a técnica escolhida para a realizagdo dos estudos
fisiologicos relacionados com a nutrigdo calcica. A escolha desta técnica esteve
fundamentalmente relacionada com a grande quantidade de ensaios que sdo
possiveis de realizar num curto espago de tempo, permitindo deste modo a repeti¢éo
dos ensaios para aferimento de resultados dispares, pela facilidade e rigor com que
podem ser controladas as quantidades dos componentes do meio de cultura
(fundamental em estudo de nutrigdo mineral) e pela diminui¢&o do erro experimental
devido as condi¢es ambientais que por outro lado também podem ser facilmente

| manipuladas

De entre as conclusdes que se podem retirar do trabalho, a que parece mais
relevante na experiéncia 1, € o facto da variedade Hypeel (seleccionada para este
trabalho pela sua alta resisténcia a podriddo apical em condi¢des de campo) foi a
variedade em que se obteve valores de célcio interno mais elevados para a maioria
das condigdes testadas, apresentando uma alta eficiéncia de utilizaggo do ido célcio

em condi¢des de baixa disponibilidade no meio de cultura.
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No caso da experiéncia 2 pode-se concluir que as plintulas de tomate
comportaram-se como calcicolas utilizando preferencialmente o nitrato. Esta
afirmagio provém do efeito negativo que se observou com a incorporagio de NH,"
no meio. Como verificado o NH," produz sempre um menor crescimento em ambas
as variedades. O efeito inibidor do aménio foi menos evidente a medida que foram
incrementadas as quantidades de NO; no meio. Uma outra conclusdo desta
experiéncia é que a fonte de azoto influenciou ni3o s6 a quantidade de célcio
absorvida mais particularmente a quantidade de céilcio translocada nas duas
variedades. No entanto nfo alterou a maior afinidade apresentada pela variedade
Hypeel.

Na experiéncia 3 evidenciasse a importancia que a quantidade de célcio tem
na produgfio de matéria seca. Assim, baixos niveis de célcio aumentaram a produgéo
de matéria seca, provavelmente isto ¢ devido ao aumento da permeabilidade das
membranas das raizes, facilitando deste modo a difusdo dos solutos para interior dos
tecidos da raiz. Em relagfio as quantidades de célcio absorvidas, pode-se dizer que
esta foi indirectamente influenciada pela quantidade de carbohidratos presentes no
meio de cultura. Com disponibilidade suficiente de carbohidratos, Hypeel translocou
maior quantidade de célcio para a parte aérea; a niveis intermédios ambas as
variedades translocaram quantidades semelhantes e na condigdo autotrofica Zenith
incorporou e translocou maior quantidade de célcio que Hypeel.

Na experiéncia 4 verificou-se que niveis diferentes de radiagdo nfo produzem
o mesmo efeito nas diferentes partes da plantulas quando estas estdo supridas com
diferentes quantidades de célcio. Os pardmetros biométricos da parte aérea sdo sem
duvida mais influenciados que os da raiz. As quantidades de calcio na parte aérea e
na raiz foram (para uma mesma concentrag¢do de calcio no meio) maiores quando os
niveis de PAR foram mais baixos. No entanto a relago entre a homeostasia célcica e
os niveis de radiacdo ndo estdo suficientemente esclarecidos.

Os pardmetros biométricos analisados (comprimento e matéria seca) foram

afectados pela disponibilidade de calcio no meio. As modificagdes observadas nestes
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parametros, induzidos pelas diferentes concentragdes de célcio internas e do meio de
cultura sfo extremadamente lteis na interpretag@o das respostas que um determinado
genétipo pode apresentar quando submetido a condigdes de stress nutricional.

Alguns resultados obtidos em relagdo & biometria celular e contetidos de
calcio nas diferentes partes da planta fornecem indicagfio que deverdo ser efectuados
outros ensaios com a utilizagio de técnicas mais apropriadas por exemplo:
microeléctrodos selectivos para medi¢io da concentragdo de célcio, microscopia
electrénica, etc., para quantificar a concentrég:ﬁo de célcio nos vacuolos e na solugdo
do xilema em plantas submetidas a diferentes concentragdes de célcio no meio.

No presente trabalho € de realgar que a aplicagéo da técnica da cultura in vitro
possibilitou estudar os efeitos da concentragéio de célcio do meio sobre a planta
como um todo (e nfo apenas a planta como estrutura compartimentalizada como s&o:
6rgios tecidos, células), contribuindo deste modo para um maior conhecimento das
estratégias fisiolégicas que as variedades adoptaram perante as condigdes a que
foram submetidas.

Porém ¢ necessério ressalvar que alguns estudos complementares poderiam
ser realizados nomeadamente no que se refere as altera¢cdes da PAR e temperatura
relacionados com a absorgdo de calcio pelas variedades.

Os resultados obtidos permitem concluir que mediante testes precoces €
possivel seleccionar variedades em fungio da sua afinidade pelo célcio, mostrando
esta metodologia (teste precoce) ser de grande utilidade e aplicabilidade em estudos

nutricionais, genéticos, e de selec¢io de genétipos.
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ANEXOS

ANEXO1I

Meio de Murashige e Skoog

(1962)
MACRONUTRIENTES
Solugdo Mée [X 10]

(mg/l) mg/l

NH,NO; 16 500 1 650
NO;K 19 000 1900
CaCl,.H,0 4 400 440
MgSO,. 7TH20 3700 370
KH,PO, 1700 170

Usar 100 ml da solugdo mée [X10] para preparar 1 litro de meio

FeSO, . TH,0 27,8
Na,EDTA 37,3
MICRONUTRIENTES
Solugdo Mide [X 100]
(mg/1) mg/l
MnSO, . 4H,0 2230 22,3
HBO; 620 6,2
KI 83 0,83
ZIISO4 . 7H20 860 8,6
CuSO,.2H,0 2,5 25ug
Na,MoO, . 2H,0 25 250pg
CoCl, . 6H,0 2,5 250ug

Usar 10 ml da solug@io méie [X10] para preparar 1 litro de meio
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ANEXOII

Vitaminas de Morel
(1950)

Para 100 ml de Solugdo Mée [X 500]

(mg/l) pe/l
Pantotenato de célcio 50 1 000
Mio-inositol 5000 100 mg/1
Biotina usar 1ml da solugdo* 10
Ac. Nicotinico (Vit. PP) 50 1 000
Piridoxina . HC1 (Vit. Bg) 50 1000
Tiamina . HCI (Vit. B;) 50 1 000

Usar 2 ml da solugdo mae [X500] para 1 litro de meio

*Solucio de Biotina

Para uma solugfio 5 x 10™:

Dissolver 50 mg de biotina em 100 ml de alcool 95%. Retirar 1ml desta
solugdo e adicionar aos 99 ml do resto da solugdo vitaminica para obter 100 ml da
solugio mée de Morel.

Os 100 ml da solugdo mie devem ser guardados no frigorifico (congelados)
em pequenos frascos de 10 ml. Quando for a utilizar deve descongelar-se durante a

noite & temperatura ambiente.
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Experiéncia:
Meio:

ANEXO III

Tabela de registo de dados n° 3

(Comprimento)

Variedade:

Data: /
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ANEXO IV
Tabela de registo de dados n° 2
(Matéria seca)
Experiéncia: Data: / /
Meio: Variedade:
Rep. C. Petri + C. Petri Pesoseco | C. Petri+ C. Petri Peso seco
parte aérea parte aérea | Peso raiz raiz
1
2
3
Pesos secos médios/plantula/repeticdo.
Rep. N° de plantas por Peso seco parte aérea Peso seco raiz
repetigo (mg) (mg)
1
2
3
Meio: Variedade:
C. Petri + C. Petri Rep. C. Petri + C. Petri Peso seco
parte aérea Peso raiz raiz
1
2
3
Pesos secos médios/plantula/repeticio.
R NP° de plantas por Peso seco parte aérea Peso seco raiz
ep. -
repeticio (mg) (mg)
1
2
3
Meio: Variedade:
Rep. C. Petri + C. Petri Peso seco | C. Petri+ C. Petri Peso seco
parte acrea parte aérea | Peso raiz raiz
1
2
3
Pesos secos médios/plantula/repeticdo.
N° de plantas por Peso seco parte aérea Peso seco raiz
Rep. .
repeticio (mg) (mg)
1 .
2
3
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ANEXOV
Tabela de registo de dados n° 3
(Ca™)
Experiéncia: Data: / /
Meio: Variedade:
Parte acrea Raiz
Rep.l | Rep.2 | Rep.3 | Rep.l | Rep.2 .Rep.3
Dilui¢go
Valor X (*)
Mat. seca amostra (mg) ®
ml de HCI (¢)
ppm extracto
ppm amostra
mg Ca®/g de mat. seca
mg Ca**/g de mat. seca parte aérea, valor médio =
mg Ca®*/g de mat. seca raiz, valor médio =
Meio: Variedade:
Parte aérea Raiz
Rep.1 | Rep.2 | Rep.3 | Rep.l | Rep.2 | Rep.3
Dilui¢éo
Valor X (*)
Mat. seca amostra (mg) ®
ml de HCI (¢)

ppm extracto

ppm amostra

mg Ca’*/g de mat. seca

mg Ca®*/g de mat. seca parte aérea, valor médio =

mg Ca®*/g de mat. seca raiz, valor médio =
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ANEXO VI

Anailise de variincia da experiéncia 1

(Parte aérea)

Quadro 1-Anélise de varidncia, varidvel calcio. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 1845.5762 230.6970 396.582  0.0000**

B: Variedades 1 17.3967 17.3967 29.906  0.0000**
Interacgdes

AB 8 107.5895 13.4487 23.119  0.0000**

RESIDUOS 36 20.9416 0.5817
TOTAL (Corrigido) 53 1991.5041

Todos os F s#o baseados no erro da média residual dos quadrados.
* valores significativos, ** valores altamente significativos

Quadro 2-Anélise de varidncia, varidvel comprimento. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 12.0679 1.5084 12.582  0.0000**

B: Variedades 1 7.9503 7.9503 66.314  0.0000**
Interacgdes

AB 8 1.9579 0.2447 2.051
0.0690

RES{DUOS 36 4.3160 0.1198

TOTAL (Corrigido) 53 26.2921

Quadro 3 - Anélise de variancia, variavel matéria seca. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 19.4197 2.4274 7.026  0.0000**

B: Variedades 1 32.2634 93.385  0.0000**
Interacgdes

AB 8 2.3385 0.2923 0.846  0.5692

RESIDUOS 36 12.4376 0.3454
TOTAL (Corrigido) 53 66.4594
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(Raiz)

Quadro 4-Anélise de variéncia, variavel célcio. Soma Quadrados Tipo I1I
FONTE DE VARIAGAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIiVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 238.9812 29.8726 37375  0.0000**

B: Variedades 1 1.5019 1.5019 1.879  0.1792
Interacgdes

AB 8 46.4535 5.8066 7.267  0.0000**

RESIDUOS 35 27.9747 0.7992
TOTAL (Corrigido) 53 315.5251

Quadro S-Andlise de variincia, varidvel comprimento. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIAGAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 0.9560 0.1195 4565 0.0007*

B: Variedades 1 0.2787 0.2787 10.650  0.0024*
Interacgdes

AB 8 0.2631 0.03289 1.257  0.2963

RESIDUOS 36 0.9424 0.0261
TOTAL (Corrigido) 53 2.4404

Quadro 6-Anélise de varilncia, variavel matéria seca. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NivEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 8 4.0175 0.5021 9.578  0.0000**

B: Variedades 1 0.7704 0.7704 14.698  0.0005**
Interacgdes

AB 8 0.6044 0.0755 1.441 02134

RESIDUOS 36 1.8874 0.0524
TOTAL (Corrigido) 53 7.2798

Quadro 7-Anélise de varilncia, varidvel tamanho das células. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L. S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: Meios 1 6.4108 6.4108 381.429  0.0000**

B: Variedades 1 1.3461 1.3461 80.094  0.0000**
Interacgdes

AB 1 1.1648 1.1648 6.930  0.0087*

RES{DUOS 596 0.0010 1.6807
TOTAL (Corrigido) 599 0.0017
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ANEXO VII

Anailise de variincia da experiéncia 2

(Parte aérea)
Quadro 1-Anélise de varidncia para a variavel célcio. Soma Quadrados Tipo III
FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F  NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 223.6007 55.9002 281.790 0.0000**
B:Fontes de Azoto 1 234.8282 234.8282 1183.759 0.0000**
C: Variedade 1 23.6882 23.6882 119.411 0.0000**
Interacgbes
AB 4 7.7302 1.9325 9.742 0.0000**
AC 4 14.2218 3.5555 17.923 0.0000**
BC 1 4.8735 4.8735 24.567 0.0000**
ABC 4 2.3490 0.5872 2.960 0.0311*
RESIDUOS 40 7.9350 0.1984
TOTAL (Corrigido) 59 519.2265

Todos os F s@io baseados no erro da média residual dos quadrados
* valores significativos, ** valores altamente significativos.

Quadro 2-Andlise de variancia, varidvel comprimento. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NivVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 21.3543 5.3386 19.970 0.0000**
B:Fontes de Azoto 1 61.3879 61.3879 229.632 0.0000**
C: Variedade 1 1.0270 1.0270 3.842 0.0570
Interac¢des
AB 4 3.1111 0.7777 2.909 0.0333*
AC 4 2.2133 0.5533 2.070 0.1029
BC 1 0.0421 0.0421 0.158 0.6977
ABC 4 0.8988 0.2247 0.841 0.5078
RESIDUOS 40 10.6933 0.2673
TOTAL (Corrigido) 59 100.7278

Quadro 3-Anilise de varidncia, varidvel matéria seca. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIAGCAO GL S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 25.5370 6.3842 28.481 0.0000**
B:Fontes de Azoto 1 78.1585 78.1585 348.670 0.0000**
C: Variedade 1 2.4888 2.4888 11.103 0.0019*
Interacgdes
AB 4 2.3295 0.5824 2.598 0.0505
AC 4 1.0714 0.2678 1.195 0.3279
BC 1 0.0516 0.0516 0.230 0.6390
ABC 4 0.4760 0.1190 0.531 0.7137
RESIDUOS 40 8.9665 0.2242
TOTAL (Corrigido) 59 119.0793
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Quadro 4. Anélise de variincia para a variével célcio. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F  NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 88.9878 22.2469 63.623 0.0000%*
B:Fontes de Azoto 1 3.4800 3.4800 9.952 0.0030*
C: Variedade 1 2.9704 2.9704 8.495 0.0058*
Interacgbes
AB 4 3.5814 0.8954 2.561 0.0531
AC 4 7.4736 1.8684 5.343 0.0015*
BC 1 0.1760 0.1760 0.503 0.4896
ABC 4 0.8513 0.2128 0.609 0.6588
RESIDUOS 40 13.9867 0.3497
TOTAL (Corrigido) 59 121.5071

Quadro 5. Anélise de variancia para a varidvel comprimento. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NiVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 0.5396 0.1349 3.903 0.0091*
B:Fontes de Azoto 1 0.3110 0.3110 8.999 0.0046*
C: Variedade 1 0.1771 0.1771 5.125 0.0291*
Interacgdes
AB 4 0.4023 0.1006 2.910 0.0333*
AC 4 0.2223 0.0556 1.608 0.1911
BC 1 0.0505 0.0505 1.460 0.2340
ABC 4 0.3096 0.0774 2.240 0.0819
RESIDUOS 40 1.3825 0.0346
TOTAL (Corrigido) 59 3.3950

Quadro 6. Anélise de varidncia para a varidvel matéria seca. Soma Quadrados Tipo I1I

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NiVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 2.6808 0.6702 14.232 0.0000**
B:Fontes de Azoto 1 16.8858 16.8858 358.573 0.0000**
C: Variedade 1 0.02948 0.0295 0.626 0.4419
Interacgdes
AB 4 0.5901 0.1475 3.133 0.0248*
AC 4 0.3597 0.0899 1.910 0.1276
BC 1 0.2100 0.2100 4.460 0.0410%*
ABC 4 0.0888 0.0222 0.471 0.7566
RESIDUOS 40 1.8837 0.0471
TOTAL (Comgido) 59 22.7285
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Quadro 7-Anélise de varidncia para a variavel razio raiz/hipocétilo. Soma Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TeESTE-F  NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Meios 4 0.1713 0.0428 16.793 0.0000**
B:Fontes de Azoto 1 0.3692 0.3692 144.781 0.0000**
C: Variedade 1 0.0111 0.0111 4.340 0.0438*
Interacgdes
AB 4 0.0369 0.0092 3.614 0.0134*
AC 4 0.0429 0.0107 4.201 0.0063*
BC 1 0.0007 0.0007 0.268 0.6131
ABC 4 0.0114 0.0029 1.118 0.3618
RESIDUOS 39 0.0995 0.0026
TOTAL (Corrigido) 58 0.7236

Todos os F s@o baseados no erro da média residual dos quadrados

1 valor perdido foi excluido.
* valores significativos
** valores altamente significativos
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ANEXO VIII

Anailise de variincia da experiéncia 3

(Parte aérea)

Quadro 1-Anélise de variincia para a varidvel célcio no hipocétilo. Soma Quadrados Tipo I11.

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F  NIVEL SIG.

Efeitos principais
A: Célcio no meio

[y

196.56040 196.56040 1389.010 0.0000**

B: Sacarose no meio 2 1.52627 0.76314 5.393 0.0116*
C: Variedade 1 0.26351 0.26351 1.862 0.1850
Interacgles
AB 2 2.1145500 1.0572750 7.471 0.0030*
AB 1 0.0004000 0.0004000 0.003 0.9586
BC 2 0.6659389 0.3329694 2.353 0.1166
ABC 2 1.1252167 0.5626083 3.976 0.0323*
RESIDUOS 24 3.3962667 0.1415111
TOTAL (Corrigido) 35 205.65256

Todos os F s@io baseados no erro da média residual dos quadrados. * Valores significativos; ** valores
altamente significativos

Quadro2-Analise de varidncia para a varidvel comprimento. Soma dos Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F  NIVEL SIG.

Efeitos principais

A: Célcio no meio 1 2.766678 2.7666778 28.986 0.0000**
B: Sacarose no meio 2 15.355839 7.6779194 80.439 0.0000**
C: Variedade 1 7.599211 7.5992111 79.615 0.0000**
Interacgdes
AB 2 2.2693056 1.1346528 11.887 0.0003**
AC 1 0.1708444 0.1708444 1.790 0.1935
BC 2 0.2285056 0.1142528 1.197 0.3195
ABC 2 0.1420389 0.0710194 0.744 0.4858
RESIDUOS 24
TOTAL (Corrigido) 35 30.823222

Quadro 3. Andlise de variincia para a varidvel matéria seca. Soma dos Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.

Efeitos principais

A: Calcio no meio 1 3.132900 3.132900 188.761 0.0000**
B: Sacarose no meio 2 64.286617 32.143308 1936.668  0.0000**
C: Variedade 1 0.324900 0.324900 19.576  0.0002**
Interacgées
AB 2 0.0789500 0.0394750 2378  0.1142
AC 1 0.1225000 0.1225000 7.381 0.0120
BC 2 0.6345500 0.3172750 19.116  0.0000**
ABC 2 0.2841500 0.1420750 8.560  0.0016
RESIDUOS 24
TOTAL (Corrigido) 35 69.262900
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(Raiz)
Quadro 4-Anélise de variéincia para a varidvel célcio. Soma Quadrados Tipo III.
FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F  NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Célcio no meio 1 56.675803 56.675803 145.874  0.0000**
B: Sacarose no meio 2 19.543117 9.771858 25.151 0.0000**
C: Variedade 1 5.236469 5.236469 13.478 0.0012
InteracgGes
AB 2 3.627438 1.813719 4668  0.0194*
AB 1 0.451136 0.451136 1.161  0.2919
BC 2 0.389938 0.194969 0.502 0.6116
ABC 2 6.936772 3.468386 8.927  0.0013**
RESIDUOS 24 9.324600
TOTAL (Corrigido) 35 102.18588

Quadro S-Anélise de variincia para a varidvel comprimento. Soma Quadrados Tipo I1I

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais
A: Cilcio no meio 1 0.036100 0.036100 0.412 0.5336
B: Sacarose no meio 2 16.200139 8.100069 92.543 0.0000**
C: Variedade 1 0.243378 0.243378 2.781 0.1084
Interaccdes
AB 2 4.220616 2.110308 24.110 0.0000**
AC 1 0.260100 0.260100 2.972 0.0976
BC 2 0.640105 0.320052 3.657 0.0411
ABC 2 0.323316 0.161658 1.847 0.1794
RESIDUOS 24 2.100666 0.087527
TOTAL (Corrigido) 35 24.024422

Quadro 6-Analise de variincia para a varidvel matéria seca da raiz. Soma. Quadrados Tipo III

FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q. TESTE-F NiVEL SIG.
Efeitos principais
A: Célcio no meio 1 0.3670427 0.3670427 25.453 0.0000**
B: Sacarose no meio 2 9.6786670 4.8393335 335.592  0.0000**
C: Variedade 1 0.0390427 0.0390427 2.707 0.1135
Interac¢des
AB 2 0.3667747 0.1833873 12.717 0.0002
AC 1 0.0016667 0.0016667 0.116 0.7406
BC 2 0.0404362 0.0202181 1.402 0.2663
ABC 2 0.0044670 0.0022335 0.155 0.8574
RESIDUOS 23 0.3316667 0.0144203
TOTAL (Corrigido) 34 10.827069
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ANEXO IX
Anailise de varidncia da experiéncia 4

(Parte aérea)

Quadro 1-Anélise de variancia, varidvel célcio, (0.45 mM de célcio por litro de meio). Soma

Quadrados Tipo III.
FONTE DE G.L. S.Q. M.Q TESTE-F NiVEL SIG.
VARIACAO
Efeitos principais

A:PAR 2 83.985600 41.992800 145.167 0.0000**

B: Variedades 1 0.476939 0.476939 1.649 0.2234
Interacgbes

AB 2 0.036044 0.018022 0.062 0.9399

RESIDUOS 12 3.471266 0.289272
TOTAL (Corrigido) 17 87.969850

Quadro 2-Anilise de varidncia, variavel célcio, (4.5 mM de calcio por litro de meio). Soma

Quadrados Tipo III.
FONTE DE G.L. S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SL
VARIACAO
Efeitos principais

A:PAR 2 33.201733 16.600867 38.312 0.0000**

B: Variedades 1 1.875339 1.875339 4.328 0.0596
Interacgdes

AB 2 0.020844 0.010422 0.024 0.9763

RESIDUOS 12 5.199733 0.533311
ToTAL (Corrigido) 17 40.297650

Quadro 3-Anélise de varidncia, varidvel comprimento, (0.45 mM de célcio por litro de meio).

Soma Quadrados Tipo III
FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 0.021811 0.010905 2.005 0.1773

B: Variedades 1 0.029605 0.029660 5.443 0.0379*
Interacgbes

AB 2 0.052877 0.026438 0.062 0.0284*

RESIDUOS 12 0.065266 0.005438
TOTAL (Corrigido) 17 0.169561
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Quadro 4-Anélise de varifncia, varidvel comprimento do hipocétilo, (4.5 mM de célcio por
litro).Soma Quadrados Tipo III.

FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 5.728878 2.864438 124.391 0.0000**

B: Variedades 1 0.309422 0.309422 13.437 0.0032*
Interacgdes

AB 2 0.027877 0.013938 0.605 0.5618

RESIDUOS 12 0.276333 0.230278
TOTAL (Corrigido) 17 6.342511

Quadro 5-Anilise de variincia, variavel peso seco, (0.45 mM de célcio por litro). Soma Quadrados
Tipo III.

FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 0.397544 0.198772 2.971 0.0895

B: Variedades 1 0.002938 0.002938 0.044 0.8397
Interacgdes

AB 2 0.042077 0.042077 0.314 0.7360

RESI{DUOS 12 0.802866 -~ 0.066905
TOTAL (Corrigido) 17 1.245427

Quadro 6-Analise de variincia, variavel peso seco, (4.5 mM de célcio por litro).Soma Quadrados

Tipo III.
FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 0.488677 0.244338 9.304 0.0036*

B: Variedades 1 0.154938 0.154938 5.900 0.0318*
Interacgdes

AB 2 0.056677 0.028338 1.079 0.3707

RESIDUOS 12 0.315133 0.026261
TOTAL (Corrigido) 17 1.015427

(Raiz)
Quadro 7-Anélise de variincia, variavel célcio, (0.45 mM de célcio por litro de meio) Soma
Quadrados Tipo III.

FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NiIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 102.90861 51.454306 237.939 0.0000**

B: Variedades 1 - 0.86681 0.866806 4.008 0.0684
Interacgdes

AB 2 1.42527 0.712638 3.295 0.0723

RESIDUOS 12 2.59500 0.216250
TOTAL (Corrigido) 17 107.79569
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Quadro 8-Anilise de variancia, varidvel célcio, (4.5 mM de célcio por litro de meio). Soma de

Quadrados Tipo III.
FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NiVEL SIG.
Efeitos principais ;
A:PAR 2 59.29083 29.645417 39.498 0.0000**
B: Variedades 1 10.58000 10.580000 14.096 0.0027*
Interacges
AB 2 12.93250 6.466250 8.615 0.0048*
RESIDUOS 12 9.00666 0.750555
TOTAL (Corrigido) 17 91.81000

Quadro 9-Anilise de varilncia, varidvel comprimento, (0.45 mM de célcio por litro de meio).

Soma de Quadrados Tipo III.
FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: PAR 2 4.492544 2.246272 8.187 0.0057

B: Variedades 1 0.306805 0.306805 1.118 0.3111
Interac¢des

AB 2 0.389344 0.194672 0.710 0.5114

RESI{DUOS 12 3.292266 0.274355
TOTAL (Corrigido) 17 8.480961

Quadro 10-Analise de variincia, varidvel comprimento (4.5 mM de célcio por litro de meio).

Soma Quadrados Tipo III.
FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIiVEL SIG.
Efeitos principais

A: PAR 2 0.941111 0.4705556 4.514 0.0345*

B: Variedades 1 0.018050 0.0180500 0.173 0.6890
Interacgdes

AB 2 0.104933 0.0524667 0.503 0.6167

RESIDUOS 12 1.250933 0.1042444
TOTAL (Corrigido) 17 2.315027

Quadro 11-Anélise de varidncia, varidvel o factor peso seco, (0.45 mM de célcio por litro de

meio). Soma de Quadrados Tipo II1.

FONTE DE VARIACAO  G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A: PAR 0.024044 0.012022 4.725 0.0307*

B: Variedades 1 0.000200 0.000200 0.079 0.7869
Interacgdes

AB 2 0.001600 8.000000 0.314 0.7361

RESIDUOS 12 0.030533 0.002544
TOTAL (Corrigido) 17 0.056377
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Quadro 12-Anélise de varidncia, varidvel peso seco (4.5 mM de célcio por litro de meio).Soma

Quadrados Tipo I1I.
FONTE DE VARIACAO G.L S.Q. M.Q TESTE-F NIVEL SIG.
Efeitos principais

A:PAR 2 9.00000 4.500000 0.268 0.7692

B: Variedades 1 8.88889 8.888889 0.053 0.8242
Interacg¢des

AB 2 0.003677 0.0018389 1.096 0.3654

RESIDUOS 12 0.020133 0.001677
TOTAL (Corrigido) 17 0.024800
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