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RESUMO 

As plantas cultivadas em condições in vitro apresentam condições de crescimento 

restritivos nas quais as trocas de CO2 é reduzida. A sacarose substitui o carbono que as plantas 

normalmente fixariam da atmosfera. O objetivo deste estudo foi avaliar as respostas 

morfofisiológicas e anatômicas de A. tenella em função das concentrações de sacarose durante o 

cultivo in vitro a fim de otimizar seu estabelecimento e desenvolvimento adequado nesta 

condição. Plantas previamente estabelecidas em condições de cultivo in vitro foram transferidas 

para meio de cultivo com 0, 5, 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose e solidificados com 7 g L-1 ágar. 

Após 30 dias foram realizadas análises morfoanatômicas e fisiológicas. Plantas cultivadas com 

40 g L-1 de sacarose apresentaram epiderme abaxial e adaxial mais grossa, aumento em VJ e VI 

e diminuição em PIabs. A sacarose inferior e superior 20 g L-1 induziu danos ao complexo de 

evolução do oxigênio (OEC), baixa eficiência no transporte de elétrons entre quinona A (QA) e 

quinona B (QB) e alterou o rendimento quântico da dissipação de energia (φD0). As plantas 

cultivadas em 20 g L-1 tiveram um aumento da atividade fotoquímica do FSII e do transporte de 

elétrons, tiveram mais centros de reações ativos por seção transversal e um aumento no número 

de elementos vasculares. As respostas morfoanatômicas e fisiológicas indicaram que a sacarose 

pode ter um melhor efeito na dosagem de 20 g L-1 em plantas de A. tenella durante o cultivo in 

vitro. 

PALAVRAS-CHAVE: Fluorescência de clorofila a · Fisiologia vegetal · Cultura de tecidos 

vegetais · Anatomia vegetal 
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ABSTRACT 

Plants cultivated under in vitro conditions experience restrictive growth environments in which 

CO2 exchange is reduced. Sucrose replaces the carbon that plants would normally fix from the 

atmosphere. The aim of this study was to evaluate the morphophysiological and anatomical 

responses of A. tenella as a function of sucrose concentrations during in vitro cultivation to 

optimize its establishment and proper development under these conditions. Plants previously 

established in in vitro cultivation conditions were transferred to culture media containing 0, 5, 

10, 20, and 40 g L⁻¹ of sucrose and solidified with 7 g L⁻¹ agar. After 30 days, morpho-anatomical 

and physiological analyses were performed. Plants cultivated with 40 g L⁻¹ of sucrose showed a 

thicker abaxial and adaxial epidermis, an increase in VJ and VI, and a decrease in PIabs. Sucrose 

concentrations below and above 20 g L⁻¹ induced damage to the oxygen-evolving complex 

(OEC), reduced efficiency in electron transport between quinone A (QA) and quinone B (QB), 

and altered the quantum yield of energy dissipation (φD0). Plants cultivated with 20 g L⁻¹ of 

sucrose exhibited an increase in FSII photochemical activity and electron transport, had more 

active reaction centers per cross-section, and showed an increase in the number of vascular 

elements. The morpho-anatomical and physiological responses indicated that sucrose may have 

the best effect at a concentration of 20 g L⁻¹ in A. tenella plants during in vitro cultivation. 

KEYWORDS 

Chlorophyll a fluorescence - Plant physiology - Plant tissue culture - Plant anatomy 



6  

SUMÁRIO 

1. INTRODUÇÃO .................................................................................................................... 11 

2. MATERIAIS E MÉTODOS .............................................................................................. 12 

2.1 Condições de cultivo in vitro ..............................................................................................12 

2.2 Análise de crescimento ...................................................................................................... 13 

2.3 Análise anatômica ............................................................................................................... 13 

2.4 Análise da fluorescência da clorofila a ............................................................................... 14 

2.5 Análise dos pigmentos fotossintéticos ................................................................................ 15 

2.6 Análise estatística................................................................................................................ 15 

3. RESULTADOS ................................................................................................................... 15 

3.1 Análise de crescimento ...................................................................................................... 15 

3.2 Anatomia de caule e folha .................................................................................................. 16 

3.3 Fluorescência da clorofila a ................................................................................................ 21 

3.4 Conteúdo dos pigmentos fotossintéticos ............................................................................. 22 

4. DISCUSSÃO........................................................................................................................ 26 

5. CONCLUSÃO ..................................................................................................................... 30 

6. REFERÊNCIAS .................................................................................................................. 31 



7  

SUMÁRIO DE FIGURAS 

 

Figura 1 Abreviações dos parâmetros, fórmulas e descrição dos dados derivados da fluorescência 

transiente da clorofila a 4 

Figura 2 Peso fresco da parte aérea e raiz (a), peso seco da parte aérea e raiz (b) das plantas de 

A. tenella, em função das concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), por 30 dias 

durante o cultivo in vitro. Médias ± EP (n = 5) seguidas da mesma letra não diferem 

significativamente de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). 6 

Figura 3 Seções transversais (a-j) e paradérmicas (k-o) das plantas A. tenella aos 30 dias de 

crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose, durante o cultivo in vitro. 

Secções transversais da folha e caule corados com soluções de safrablau. Secções 

paradérmicas da folha coradas com soluções de safranina. Ep= epiderme, co=colênquima, 

pi=medula, tr=tricoma, vb=feixe vascular, ve=elemento de vaso, st=estômato. Barras = 100 

µm 8 

Figura 4 Espessura da epiderme do caule e número de feixes vasculares (f) e diâmetro do caule, 

da medula e dos vasos de xilema (g) de plantas de A. tenella aos 30 dias de crescimento 

em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in vitro. (f-g) Médias 

(±EP), n = 6, seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 9 

Figura 5 Espessura da epiderme abaxial e adaxial Alternanthera tenella Colla 

(Amaranthaceae). Folhas aos 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 g 

L-1 de sacarose, durante cultivo in vitro. Médias (± EP) seguidas da mesma letra não são 

significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) 10 

Figura 6 Número de vasos do xilema e diâmetro dos vasos de xilema de A. tenella. Folhas aos 

30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose, durante cultivo 

in vitro. Médias (± EP) seguidas da mesma letra não são significativamente diferentes de 

acordo com o teste de Tukey (p<0,05) 11 

Figura 7 Funcionalidade estomática de plantas de A. tenella aos 30 dias de crescimento em 

meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in vitro. Médias (±EP), n 

= 6, seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 12 

Figura 8 Transientes de fluorescência da clorofila a (a), diferenças cinéticas entre as etapas O 

e K, mostrando a banda L (b) e diferenças cinéticas entre as etapas O e J, mostrando a 

banda K (c) de plantas de A. tenella após 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 



8  

10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in vitro. Todas as diferenças cinéticas foram 

normalizadas em função do tratamento controle (0 g L-1 de sacarose) 14 

Figura 9 Parâmetros do teste JIP das plantas de A. tenella cultivadas em um meio com 

diferentes concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 30 dias de crescimento. 

Para cada parâmetro, as médias indicadas com um asterisco (*) diferem significativamente 

entre si de acordo com o teste de Tukey (p<0,05). Todos os parâmetros do teste JIP foram 

normalizados em relação aos dados de controle (0 g L-1 de sacarose) 16 

Figura 10 Teor de clorofila a (a), clorofila b (b) e carotenoides (c) das plantas de A. tenella 

cultivadas em um meio com diferentes concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 

30 dias de crescimento in vitro 17 



9  

1. INTRODUÇÃO 

 

A micropropagação é amplamente empregada como o método para propagar espécies 

vegetais em grande escala (Bezerra et al. 2019). Muitas espécies já foram estabelecidas in vitro, 

uma dessas é a Alternanthera tenella Colla. uma planta herbácea, comumente conhecida como 

“perpétua do mato” (Guerra et al. 2003) ou “apaga-fogo” (Ferreira et al. 2003). Essa espécie é 

frequentemente encontrada em todo o Brasil, sobretudo em áreas degradadas (Moreira; 

Bragança, 2011). A espécie tem ampla ocorrência em garimpo no município de Vazante, Minas 

Gerais, Brasil, indicando seu potencial para tolerar e acumular metais pesados do solo (Moreira 

e Bragança, 2011). 

Os métodos convencionais de propagação in vitro demandam o uso de ambientes restritos 

no qual a troca de CO2 é reduzida (Eckstein et al. 2011). No entanto, essa condição in vitro pode 

levar a uma redução da atividade fotossintética das plantas, identificada como um dos principais 

fatores limitantes da eficiência da micropropagação (Ševčíková et al. 2019). 

A utilização de açúcares como fonte de carbono em culturas in vitro tem o propósito de 

substituir o carbono normalmente fixado pelas plantas da atmosfera, por meio da fotossíntese ex 

vitro, processo crucial para o crescimento e desenvolvimento (Martins et al. 2019). Garantir o 

desenvolvimento das plantas in vitro requer a disponibilidade adequada de fontes de carbono no 

meio de cultivo, uma vez que tanto o crescimento quanto o desenvolvimento são processos que 

exigem considerável energia. No entanto, a concentração de carboidratos varia de maneira 

específica conforme a espécie, tornando necessário estabelecer protocolos distintos (Yaseen et 

al. 2013). 

Martins et al. (2019) observaram que, no cultivo in vitro da bromélia Billbergia zebrina 

(Herb.) Lindl., o fornecimento de carboidrato exógeno foi crucial para o desempenho 

fotossintético das plantas. A sacarose é a principal fonte externa de carboidratos utilizada no 

cultivo in vitro, no entanto, os seus efeitos sobre o desenvolvimento e crescimento das plantas 

são altamente variados (Yaseen et al. 2013; Lembrechts et al. 2017). Em concentrações 

moderadas, a sacarose exógena pode resultar na diminuição da fotossíntese durante o cultivo in 

vitro (Alfonso et al. 2017). 

Alguns estudos indicaram que a presença de carboidratos exógenos pode otimizar a 

fotossíntese em plantas cultivadas in vitro (Eckstein et al. 2011; Sáez et al. 2016). A presença de 

sacarose está diretamente relacionada à densidade estomática, ao teor de clorofila e ao 
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comportamento morfogenético em tecidos vegetais específicos, como os tecidos vasculares e de 

suporte (Mohamed e Alsadon, 2010). 

Estudos também mediram a fluorescência da clorofila a para determinar o desempenho 

do aparelho fotossintético de plantas cultivadas in vitro (Dobránszki e Drienyovszki, 2014; 

Matysiak e Gabryszewska, 2016; Rosa et al. 2017). Essa técnica permite uma avaliação rápida e 

precisa do nível de estresse nas plantas, destacando o desempenho do aparato fotossintético, 

especialmente no fotossistema II (FSII) (Kalaji et al. 2016). Além disso, descrevem as fases 

cinéticas das curvas de emissão de fluorescência fotossintética transiente ou multifásica (OJIP) 

e o teste JIP utilizando fluorescência não modulada (Cabrita et al. 2016). 

Do mesmo modo, os pigmentos fotossintéticos estão diretamente relacionados ao 

funcionamento do aparato fotossintético, sendo que sua alteração pode impactar a capacidade 

fotossintética (Kholová et al. 2011). Ademais, a avaliação de modificações anatômicas de plantas 

micropropagadas emerge como uma ferramenta para examinar de que maneira as condições in 

vitro podem influenciar o êxito das fases da micropropagação (Martins et al. 2015). 

Ainda não está claro como os carboidratos empregados no meio de cultivo podem 

influenciar a anatomia e desempenho do aparelho fotossintético, particularmente o FSII de 

plantas de A. tenella propagadas in vitro. Portanto, o objetivo deste estudo foi avaliar as respostas 

morfofisiológicas e anatômicas de Alternanthera tenella Colla. em função das concentrações de 

sacarose durante o cultivo in vitro a fim de otimizar o seu estabelecimento e desenvolvimento 

adequados nesta condição. 

 

2. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

2.1.1 Condições de cultivo in vitro 

 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Cultura de Tecidos de Plantas 

(LabCTP) na Universidade Federal do Espírito Santo – Centro Universitário Norte do Espírito 

Santo (UFES- CEUNES). 

Os segmentos nodais obtidos após a etapa de subcultura (cerca de 2 cm de comprimento) 

foram individualizados com bisturi e transferidos para frascos de vidro de 268 mL contendo 50 

mL de meio MS (Murashige e Skoog, 1962) solidificado com 7 g L-1 de ágar, suplementado com 

sacarose em cinco concentrações 0, 5, 10, 20, 40 g L-1. O tratamento sem adição de sacarose (0 

g L-1) foi considerado controle. Cinco brotos com dois segmentos nodais foram colocados em 

cada frasco. O pH do meio foi ajustado para 5,8 antes da autoclavagem a 120°C por 20 minutos. 
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Em seguida, os explantes foram inoculados em câmara de fluxo laminar e o material foi mantido 

em sala de crescimento por 30 dias a 26±2ºC e fotoperíodo de 16 horas, sob lâmpadas (Kian 

LED 36W tensão 100-240V) emitindo 90 μmol m-2 s-1 de PAR. 

 

2.2 Análise de crescimento 

 

 

As características de crescimento foram inferidas pela massa fresca e seca de 25 plantas 

de cada tratamento aos 30 dias de cultivo. As amostras foram divididas em cinco parcelas (cinco 

repetições) por tratamento. A massa fresca e seca (g planta-1) foi quantificada para parte aérea 

e raízes separadamente. 

 

2.3 Análise anatômica 

 

As análises anatômicas de A. tenella foram determinadas em seis plantas de cada 

tratamento. As amostras foram coletadas aleatoriamente e fixadas em FAA (formaldeído, ácido 

acético e etanol 50%, 0,5:/0,5:/9, v/v, respectivamente) por 72 horas, seguido por 

armazenamento em etanol a 70% (Johansen, 1940). 

A caracterização anatômica foi realizada através de cortes transversais de caules 

(segundo entrenó a partir da base) e folhas (parte média da lâmina foliar da primeira folha 

completamente expandida a partir do ápice). A densidade estomática foi medida na face abaxial 

da segunda folha totalmente expandida. As secções transversais foram clarificadas com 

hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) e depois corado com solução de safrablau. Os cortes 

paradérmicos foram clarificados com hipoclorito de sódio 2,5% (v/v) e corado com safranina 

1%, onde foram montados em lâminas com glicerina 50% (Kraus e Arduin 1997). 

As seções foram visualizadas e as imagens capturadas com um microscópio de luz 

acoplado a um Câmera digital Leica ICC50 HD (Wetzlar, Alemanha). Fotomicrografias das 

seções paradérmicas foram tiradas de seis folhas diferentes da região mediana foliar, com três 

cortes. Enquanto, para os cortes transversais, dois cortes por lâmina foram fotografados e 

analisados em seis amostras diferentes. 

Para o caule foram medidos o diâmetro total e o diâmetro da medula (µm2), o número 

de feixes vasculares, o diâmetro do xilema e a espessura da epiderme. Para as folhas foram 

determinadas a espessura da epiderme adaxial e abaxial (µm), bem o número de elementos de 

vaso como o diâmetro do xilema. Em relação aos cortes paradérmicos, foram realizadas a 

quantificação das células epidérmicas e o número de estômatos, além do diâmetro polar e 
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equatorial. Sendo calculado: FUN = funcionalidade estomática (considerada como a relação 

diâmetro polar/diâmetro equatorial dos estômatos) segundo Castro et al. (2009). 

O software UTHSCSA Imagetool® foi utilizado para mensurar as características 

reveladas pelas fotomicrografias. 

 

2.4 Análise da fluorescência da clorofila a 

 

Os transientes de fluorescência da clorofila a foram medidos em quinze plantas de cada 

tratamento ao final do experimento (30 dias de cultivo in vitro). As medições foram realizadas 

entre 7 e 9 horas, usando um fluorômetro portátil Handy PEA (Hansatech, King's Lynn, Norfolk, 

Reino Unido) em folhas (terceira folha completamente expandida a partir do ápice) previamente 

adaptadas ao escuro por 30 minutos usando um clipe foliar (Hansatÿ ech®). A partir da 

fluorescência transiente OJIP foram calculados os parâmetros estabelecidos pelo Teste JIP com 

auxílio do software Biolyzer (Laboratório de Bioenergética, Universidade de Genebra, Suíça). 

Os transientes e os parâmetros do teste JIP (Figura 1) foram analisados de acordo com Strasser 

et al. (2004) e Wang et al. (2016). 

 

Para revisão, ver Strasser et al. (2004) e Wang et al. (2016). 
 

VJ = (F2ms – F0) / (FM – F0) Fuorescência variável relativa a 2 ms (etapa J). 

 
VI = (F30ms−F0)/(FM−F0) Fuorescência variável relativa a 30 ms (etapa I). 

 
RC/CSM = CSM/ABS = φP0×(VJ/M0) × ABS/CSM Densidade do centro de reação ativo por corte transversal. 

 

φP0 = TR0/ABS = [1 – (F0/FM] = FV/FM Rendimento quântico máximo da fotoquímica primária em (t=0). 

φE0 = ET0/ABS = [1 – (F0/FM)] × ψE0 = φP0 × ψE0  Rendimento quântico do transporte de elétrons (a t=0). 

φD0 =1 – φP0 = (F0/FM) Rendimento quântico de dissipação de energia (a t=0). 

 

PI(ABS) = RC/ABS × [φP0/(1−φP0)] × [ψE0/(1−ψE0) O índice de desempenho com base na absorção. 

 

 
Figura 1: Abreviações dos parâmetros, fórmulas e descrição dos dados derivados da fluorescência 

transiente da clorofila a 

 

2.5 Análise dos pigmentos fotossintéticos 

 

Os procedimentos de preparação e extração do pigmento seguiram Martins et al. (2019). 

As leituras foram realizadas em λ=470, 645 e 663 nanômetros (nm) para carotenoides (Car), 

Parâmetros de florescência calculados 

Descrição Parâmetros de florescência 

Rendimentos e probabilidades quânticas 

Índice de desempenho 
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clorofila b (Chl b) e clorofila a (Chl a), respectivamente. A absorbância foi medida usando um 

GENESYS™ 10S UV-Vis espectrofotômetro (Thermo Fisher Scientific, West Palm Beach, FL, 

EUA). O conteúdo de pigmentos fotossintéticos, expresso em µg g-1 FW (peso fresco) de tecido 

foliar, foi baseado em Arnon (1949). 

Para quantificar os pigmentos fotossintéticos, 0,03 g de material vegetal foi retirado na 

terceira folha completamente expandida a partir do ápice de 15 amostras/tratamento. O material 

vegetal foi colocado em tubos de ensaio contendo 5 ml de acetona 80% e mantidos no escuro a 

4 °C por 72 horas, antes da análise espectrofotométrica. 

 

2.6 Análise estatística 

 

Os dados gerados a partir de cada parâmetro foram submetidos à análise de variância 

(ANOVA) seguidos do post-hoc do Teste Tukey a 5% de probabilidade. Os testes estatísticos 

foram realizados no programa estatístico R-Studio e os gráficos e tabelas foram realizados no 

programa Microsoft Excel (2019). 

 

3. RESULTADOS 

 

3.1 Análise de crescimento 

 

Após os 30 dias de cultivo foi observado que a concentração de 40 g L-1 de sacarose 

acelerou a senescência das plantas de A. tenella, enquanto a redução para 0, 5 e 10 g L-1 diminuiu 

o crescimento in vitro. Plantas cultivadas com 20 g L-1 de sacarose foram observadas um 

aumento na biomassa. 

O peso fresco e seco das raízes e da parte aérea apresentaram maiores valores quando 

as plantas foram cultivadas com 20 e 40 g L-1 de sacarose. Quantidades inferiores a estas 

propiciaram redução no crescimento (Figura 2). 
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Figura 2 Peso fresco da parte aérea e raiz (a) e peso seco da parte aérea e raiz (b) das plantas de A. 

tenella em função das concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), após 30 dias durante o cultivo 

in vitro. Médias ± EP (n = 5) seguidas da mesma letra não diferem significativamente de acordo com 

o teste de Tukey (p<0,05) 

 

3.2 Anatomia de caule e folha 

 

Nas condições in vitro, as seções transversais do caule das plantas de A. tenella, em 

crescimento primário apresentaram formato circular na transecção. As secções do caule 

apresentaram uma camada epidérmica seriada com tricomas multicelulares. No cilindro vascular 
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os feixes vasculares estavam colados lateralmente, geralmente dispostos em feixes maiores 

alternando com feixes menores (Figura 3a-e). 

Nas plantas de A. tenella a epiderme é simples, sendo a da face adaxial mais espessa que 

a da abaxial. Suas folhas são anfiestomáticas, estando os estômatos, nas duas faces, dispostos no 

mesmo nível das demais células da epiderme. Tanto na face adaxial como na abaxial os 

estômatos são diacíticos. Tricomas glandulares multicelulares não-ramificados são observados 

em ambas as faces das folhas (Figura 3f-o) 
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Figura 3 Seções transversais (a-j) e paradérmicas (k-o) das plantas A. tenella aos 30 dias de crescimento 

em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose, durante o cultivo in vitro. Secções transversais da 

folha e caule corados com soluções de safrablau. Secções paradérmicas da folha coradas com soluções 
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de safranina. Ep= epiderme, co=colênquima, pi=medula, tr=tricoma, vb=feixe vascular, ve=elemento de 

vaso, st=estômato. Barras = 100 µm 

 

 

Quando as plantas foram cultivadas com 0, 5 e 10 g L-1 de sacarose, o diâmetro do caule 

e da medula diminuíram. Enquanto, nas dosagens de 20 e 40 g L-1 de sacarose, tiveram um maior 

número de feixes vasculares e um investimento em células da medula (Figura 4a). Além disso, 

a espessura da epiderme aumentou no tratamento de 40 g L-1, enquanto nos tratamentos 0, 5 e 

10 g L-1, teve uma diminuição, porém na dosagem de 20 g L-1, teve diferença entre os demais 

tratamentos. O diâmetro dos vasos de xilema foi superior nas dosagens de 20 e 40 g L-1 (Figura 

4b). 

 

 
Figura 4 Espessura da epiderme do caule e número de feixes vasculares (f) e diâmetro do caule, da 

medula e dos vasos de xilema (g) de plantas de A. tenella aos 30 dias de crescimento em meio contendo 
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0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in vitro. (f-g) Médias (±EP), n = 6, seguidas de mesma 

letra não diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 

 

 

As características anatômicas das folhas de A. tenella mostram diferenças significativas 

entre os tratamentos. Uma maior espessura foi observada tanto para a epiderme adaxial 

(epiderme superior), quanto epiderme abaxial (epiderme inferior), em plantas cultivadas em 40 

g L-1 de sacarose. Enquanto, as plantas cultivadas em 0, 5 e 10 g L-1, diferiram das de 20 g L-1, 

para a epiderme adaxial (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5 Espessura da epiderme abaxial e adaxial A. tenella. Folhas aos 30 dias de crescimento em meio 

contendo 0, 5, 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose, durante cultivo in vitro. Médias (± EP) seguidas da mesma 

letra não são significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) 

 

 

O número de feixes vasculares e o diâmetro do xilema foi significativamente maior 

quando as plantas foram cultivadas em 20 g L-1 (Figura 6). Uma maior funcionalidade dos 

estômatos foi observada no tratamento de 20 g L-1 (Figura 7). 
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Figura 6 Número de vasos do xilema e diâmetro dos vasos de xilema de A. tenella. Folhas aos 30 dias de 

crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose, durante cultivo in vitro. Médias (± EP) 

seguidas da mesma letra não são significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) 
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Figura 7 Funcionalidade estomática de plantas de A. tenella aos 30 dias de crescimento em meio 

contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in vitro. Médias (±EP), n = 6, seguidas de 

mesma letra não diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) 

 

3.3 Fluorescência da clorofila a 

 

Após os 30 dias de cultivo in vitro todas as plantas de A. tenella permaneceram 

fotossinteticamente ativas e apresentaram curvas com aumento polifásico típico do OJIP. 

Porém, as condições in vitro tiveram um impacto no seu aparato fotossintético. Não houve 

alterações nos valores de F0 em todos os tratamentos. Por outro lado, quando as plantas foram 
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até a fase FP = 300 ms, mostrando uma redução significativa dos valores de FM nessas 

condições. Quando as plantas foram cultivadas com 10 g L-1 de sacarose apresentaram uma 

diminuição em FJ = 2 ms até a última fase (FP = 300 ms) (Figura 8a). 

Bandas K e L positivas foram observadas apenas quando as plantas foram cultivadas 

com. Os valores mais baixos (valores mais negativos) de todas as bandas foram observados 

quando as plantas foram cultivadas com 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose, em relação ao controle 

(0 g L-1 de sacarose) (Figura 8b-c). 
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Figura 8 Transientes de fluorescência da clorofila a (a), diferenças cinéticas entre as etapas O e K, 

mostrando a banda L (b) e diferenças cinéticas entre as etapas O e J, mostrando a banda K (c) de plantas 

de A. tenella após 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o 

cultivo in vitro. Todas as diferenças cinéticas foram normalizadas em função do tratamento controle (0 

g L-1 de sacarose) 
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A análise da fluorescência da clorofila a revelou diferenças fisiológicas nas plantas 

cultivadas com diferentes concentrações de sacarose. Observou-se os tratamentos 0, 5, 10 e 40 

g L-1, um aumento no valor da fluorescência variável relativa na etapa J (VJ). Todavia, uma 

diminuição no parâmetro VJ foi observada em plantas cultivadas em meio com 20 g L-1 de 

sacarose. 

Por outro lado, o valor da fluorescência variável relativa na etapa I (VI) aumentou apenas 

nas plantas cultivadas em meio com 40 g L-1 de sacarose. Além disso, valores menores de centro 

de reação do FSII ativos por seção transversal (RC/CSm) foram encontrados para os tratamentos 

de 0, 5 e 10 g L-1, enquanto as plantas cultivadas em 20 e 40 g L-1 de sacarose, tiveram um 

aumento nesse parâmetro. Verificou-se redução do índice de desempenho do FSII (PIabs) em 

plantas cultivadas em meio de 0, 5, 10 e 40 g L-1 de sacarose. Enquanto plantas cultivadas com 

20 g L-1 de sacarose tiveram os maiores valores observados para o PIabs. 

Os parâmetros de rendimento quântico também diferiram significativamente entre os 

tratamentos. Para o tratamento de 20 g L-1, os valores do rendimento quântico da fotoquímica 

primária (φP0) e do transporte de elétrons (φE0) aumentaram, enquanto o rendimento quântico 

de dissipação de energia (φD0) diminuiu. Inversamente, as plantas contendo 0, 5, 10 e 40 g L-1 

de sacarose tiveram valores menores de φP0 e φE0, à medida que φD0 aumentou (Figura 9). 
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Figura 9 Parâmetros do teste JIP das plantas de A. tenella cultivadas em um meio com diferentes 

concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 30 dias de crescimento. Para cada parâmetro, as 

médias indicadas com um asterisco (*) diferem significativamente entre si de acordo com o teste de 

Tukey (p<0,05). Todos os parâmetros do teste JIP foram normalizados em relação aos dados de controle 

(0 g L-1 de sacarose) 

 

 

 

3.4 Conteúdo dos pigmentos fotossintéticos 

 

O teor dos pigmentos fotossintéticos também foi alterado pelas diferentes concentrações 

de sacarose. A sacarose mostrou um claro efeito benéfico em relação ao teor de clorofila a (Chl 

a), clorofila b (Chl b) e carotenoides (Car) em plantas cultivadas em 20 e 40 g L-1 de sacarose. 

Entretanto, os teores dos pigmentos fotossintéticos diminuíram em concentrações de sacarose 

inferiores a 20 g L-1 (Figura 10). 
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Figura 10 Teor de clorofila a (a), clorofila b (b) e carotenoides (c) das plantas de A. tenella cultivadas 

em um meio com diferentes concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 30 dias de 

crescimento in vitro 

 

 

 

4. DISCUSSÃO 

 

As condições in vitro atuaram como um importante modulador das respostas 

morfológicas das plantas de A. tenella A diminuição no crescimento, atribuível à baixa 

concentração de sacarose no cultivo in vitro pode ter sido causada por alterações no metabolismo 

relacionadas à fotossíntese. Plantas de A. tenella cultivadas in vitro com redução de sacarose 

exibiram taxas de crescimento reduzidas, pois a maioria delas não foram capazes de realizar a 

fotossíntese de forma eficiente nessas condições, resultando na incapacidade de gerar energia 

para outros processos metabólicos (Arnold, 2008). 

Nesse experimento, plantas quando cultivadas com concentração de sacarose inferior a 

20 g L-1 apresentaram uma redução tanto na biomassa fresca, quanto na biomassa seca. isso pode 

ser atribuído à maior disponibilidade de carboidratos, que fornecem energia e biomassa para as 

redes moleculares responsáveis pela divisão e alongamento celular (Lastdrager et al. 2014). 

Além disso, os carboidratos podem influenciar no metabolismo e no transporte de auxinas nas 

plantas (Rolland, 2006; Lastdrager et al. 2014). As auxinas são essenciais para o crescimento e 

desenvolvimento das plantas, promovendo a expansão celular. 
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Segundo Wang e Ruan (2013) a presença de sacarose é benéfica para o crescimento das 

raízes, pois estimula a expansão e a proliferação celular. Um sistema radicular bem desenvolvido 

é essencial para o crescimento saudável das plantas durante o cultivo in vitro (Martins et al. 

2018). A clivagem da sacarose no meio resulta na produção de glicose e frutose, o que pode 

acelerar a divisão celular e consequentemente aumentar o peso e o volume das plantas 

(Wintermans et al. 2016; Martins et al. 2018). 

Diferenças significativas foram reveladas na anatomia foliar de A. tenella cultivada in 

vitro. O diâmetro transversal do caule e o da medula foram reduzidos nas plantas cultivadas com 

0, 5 e 10 g L-1 de sacarose. A redução da área foliar pode estar associada à diminuição do tamanho 

e da quantidade de células, especialmente na medula. A redução da área medular devido à presença 

de células menores pode afetar a arquitetura das plantas. Tanto o diâmetro quanto o número de 

elementos do xilema podem influenciar negativamente o fluxo de elementos minerais para os 

tecidos da planta (Martins et al. 2016, 2019). 

A redução do número de elementos vasculares, tanto nos feixes vasculares das folhas 

quanto no caule pode regular a translocação de sacarose para os tecidos, atenuando os efeitos 

tóxicos do excesso e escassez deste açúcar na parte aérea das plantas de A. tenella (Martins et al. 

2016, 2019). Notou-se que as plantas de A. tenella apresentaram paredes celulares da epiderme 

do caule mais espessas quando cultivadas em meio suplementado com 40 g L-1 de sacarose. Essas 

respostas podem estar associadas ao potencial hídrico do meio de cultivo, uma vez que a sacarose 

exógena altera o potencial osmótico do meio (Martins et al. 2016). 

Em muitos casos, as plantas que crescem in vitro apresentam estômatos disfuncionais 

(Dias et al. 2014). O tamanho dos estômatos está relacionado à sua funcionalidade, pois as 

células-guarda menores respondem (abrem/fecham) mais rapidamente que as maiores e, 

consequentemente, mantêm a condutância estomática (Rouphael et al. 2017). 

Plantas de A. tenella cultivadas em 0, 5, 10 e 40 g L-1 de sacarose mantiveram os 

estômatos abertos, expressando menor funcionalmente. Um melhor funcionamento estomático, 

como foi observado em plantas cultivadas em 20 g L-1 de sacarose, evita a dessecação excessiva 

das plantas micropropagadas (Deccetti et al. 2008). Estômatos menores tendem a ser mais 

eficientes em suas funções, porém, essa característica também pode influenciar o fluxo de massa 

ao modular a transpiração (Baroni et al. 2020; Martins et al. 2019). 

A redução no número de elementos vasculares pode indicar uma resposta à presença de 

sacarose, resultando em uma diminuição no fluxo de massa. O número e o diâmetro dos 

elementos vasculares nas folhas podem regular a condutividade hidráulica, o conteúdo relativo 

de água (RWC) e o turgor celular nas folhas (Sellin et al. 2019; Martins et al. 2023). Uma redução 
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na translocação de nutrientes do meio pode comprometer a acumulação de massa e a quantidade 

de água necessária para a reação fotossintética, reduzindo assim a eficiência do aparato 

fotossintético. 

Um desenvolvimento adequado da espessura da epiderme é essencial para evitar a perda 

excessiva de água, especialmente em condições de baixa disponibilidade hídrica, como sob 

estresse osmótico (Hameed et al. 2015). Uma epiderme mais espessa pode aumentar a resistência 

ao estresse hídrico, melhorando as relações hídricas e protegendo os tecidos foliares (Oliveira et 

al. 2018). Isso sustenta o aumento observado na espessura da epiderme (na face abaxial e adaxial) 

com o aumento das concentrações de sacarose. 

O diâmetro dos vasos do xilema mostrou-se maior nas plântulas cultivadas em meio 

contendo 20 g L-1 de sacarose. Sob essas condições, o sistema vascular das folhas apresentou um 

desenvolvimento favorável do xilema. Vasos xilemáticos mais amplos estão associados a uma 

maior condutividade hidráulica (Rodríguez-Gamir et al. 2010). Um xilema eficiente é 

caracterizado por vasos condutores largos e longos (Bresta et al. 2011). 

Uma banda-K positiva indica perturbações fisiológicas no FSII, o que está intimamente 

relacionada a uma inativação do OEC (Xiang et al. 2013; Kalaji et al. 2016), bem como um 

desequilíbrio energético entre os lados doador e aceitador de elétrons do FSII, causando um 

desequilíbrio entre o fluxo de elétrons de OEC para P680 no lado doador de FSII, e os aceitadores 

do fluxo de elétrons de FSII para Quinona A (QA) (Yusuf et al. 2010; Santos et al. 2020) 

A presença de bandas positivas em plantas cultivadas com 5 g L-1 de sacarose, também 

mostraram a ocorrência de estresse induzido pela diminuição de sacarose. As amplitudes 

positivas das bandas apresentadas pelas diferenças cinéticas na fase OJ (banda K) e fase OK 

(banda L) mostram distúrbios fisiológicos nas plantas. A formação da banda-L positiva indica 

distúrbios nas membranas dos tilacóides e conectividade mais fraca entre os centros de reação 

(CRs) e o fotossistema II adjacentes ao nível dos complexos antenas (Pereira et al. 2016; Strasser 

et al. 2004). 

Os danos observados na anatomia e morfologia das plantas também refletiram-se em 

perturbações fisiológicas. As variações em VJ das plantas cultivadas com 0, 5, 10 e 40 g L-1 de 

sacarose e em VI especificamente para o tratamento com 40 g L-1 de sacarose, indicam que as 

plântulas sofreram distúrbios fisiológicos. Os valores elevados de fluorescência nesses estágios 

podem indicar uma conectividade reduzida (desagrupamento) das unidades do FSII, danos ao 

complexo de evolução do oxigênio (OEC), baixa eficiência no transporte de elétrons entre 

quinona A (QA) e quinona B (QB), e inibição parcial da redução do pool de PQ (Jiang et al. 2008; 

Clairvil et al. 2021). 
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Por outro lado, as plantas cultivadas com 20 g L-1 de sacarose apresentaram menores 

valores de VJ e VI. Esses resultados sugerem um OEC mais funcional, maior capacidade de 

transferência de elétrons no FSII (entre QA e QB) e maior eficiência no movimento de elétrons 

do lado doador do FSII para o lado aceitador do FSI (Martins et al. 2024). A redução em RC/CSm 

de fato levou a um aumento em φD0, o que se traduz em dissipação de energia na forma de calor. 

Essa dissipação de energia é considerada um mecanismo de proteção contra danos fotossintéticos 

(Ma et al. 2017). 

Parâmetro de desempenho fotossintético, como o PIabs, oferece uma explicação sobre 

como os fatores de estresse afetam o desempenho e a integridade do aparato fotossintético (Kalaji 

et al. 2016). A diminuição do PIabs em plantas cultivadas com concentrações de sacarose de 0, 5, 

10 e 40 g L-1 reflete as limitações dessas plantas em conservar energia para promover um bom 

desempenho do FSII (Stibert et al. 2018). Portanto, alterações nesses parâmetros são indicadores 

da atividade fotossintética ou mesmo do estresse que as plantas podem estar sofrendo e que pode 

afetar diretamente ou indiretamente o aparato fotossintético. 

A redução dos valores de φP0 e φE0 devido ao estresse causado pela deficiência (0, 5 e 

10 g L-1) e pelo excesso de sacarose (40 g L-1) nas plantas de A. tenella indicou danos 

fotoquímicos e fotoinibição no FSII, resultando em um de φD0. Conforme observado por Martins 

et al. (2015), aumentos em φD0 refletem uma redução na dinâmica de transporte e utilização da 

energia de excitação dessas plantas. Diminuições nos valores de φE0 também sugerem um 

transporte de elétrons menos eficiente, especialmente de QA para QB (Emamverdian et al. 2015). 

As mudanças no conteúdo de pigmentos fotossintéticos podem explicar as alterações 

observadas na fluorescência da clorofila a. Diversos estudos relataram uma diminuição na 

concentração de pigmentos fotossintéticos em função da concentração de sacarose (Martins et 

al. 2015a, 2016b). De acordo com esses autores, concentrações menores de sacarose no meio de 

crescimento podem estimular a produção de clorofila em plantas cultivados in vitro. Isso pode 

estar associado a uma maior atividade fotossintética nas plantas cultivadas com baixas 

concentrações de sacarose. 

No presente estudo, as plantas cultivadas com concentrações de sacarose de 20 e 40 g 

L-1 apresentaram maiores teores de pigmentos fotossintéticos. Os menores teores de pigmentos 

fotossintéticos observados em plantas cultivadas sem e com baixa disponibilidade de sacarose 

indicam que esta espécie requer algumas fontes de energia exógena inicial (como a sacarose) 

para acumular-se no aparelho fotossintético e iniciar o crescimento. 

Essa dependência exógena de sacarose foi evidenciada pelas características de menor 

crescimento, o aumento dos teores de Chl a e b e Car nas plantas cultivadas sob 20 e 40 g L-1 de 
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sacarose pode ter resultado em uma maior atividade fotossintética (Martins et al. 2015; Martins 

et al. 2023), o que pode ter contribuído para o crescimento observado nessas condições. Por 

outro lado, a maior produção de Chl b pode estar relacionada a alterações na síntese de clorofila 

ou até mesmo na degradação do FSII proporcionada pela alta concentração de sacarose. 

A presença de altas concentrações de sacarose nos tecidos foliares pode resultar na 

diminuição da demanda de coletores e na regulação negativa da atividade do transportador. 

Quando os níveis de açúcar aumentam nas células do mesofilo, a fotossíntese é negativamente 

regulada (Lemoine et al. 2013). 

A avaliação do teor de clorofila em plantas propagadas in vitro oferece informações 

essenciais sobre o estado fotossintético durante a micropropagação (Yadav et al. 2010), uma vez 

que o conteúdo desses pigmentos está intimamente ligado ao metabolismo primário (Dutta Gupta 

e Pattanayak, 2017). 

 

5. CONCLUSÃO 

 

As condições de cultivo in vitro influenciaram a morfoanatomia e desempenho 

fotossintético de A. tenella. A utilização de concentrações de carboidratos inferiores a 20 g L-1 

resultou em modificações morfológicas e anatômicas, sugerindo que as plantas estão sob 

estresse. Por outro lado, a aplicação de sacarose pode ter um efeito mais favorável na 

concentração de 20 g L-1, uma vez que não ocasiona alterações significativas no desempenho do 

aparato fotossintético e na anatomia das plantas, observou-se, essa ser a melhor dose para o 

cultivo in vitro de A. tenella. No que diz respeito à dosagem de 40 g L-1 de sacarose, embora seja 

tolerável, as plantas começam a manifestar sinais de estresse fisiológico e morfológico. 
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LEGENDA PARA FIGURAS 

 

Figura. 1 Peso fresco da parte aérea e raiz (A), peso seco da parte aérea e raiz (B) e área 

foliar (C), das plantas de Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae), em função 

das concentrações de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), por 30 dias durante o cultivo 

in vitro. Médias ± EP (n = 5) seguidas da mesma letra não diferem significativamente 

de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) Erro! Indicador não definido. 

Figura. 2 Seções transversais (A-E) e características anatômicas (F-G) do caule das 

plantas Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae) aos 30 dias de crescimento em 

meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose, das Figuras (A, B, C, D, E) 

respectivamente durante o cultivo in vitro. Epiderme da parede celular do caule e 

número de feixes vasculares (F) e diâmetro do caule, da medula e dos vasos de xilema 

(G) de plantas de Alternanthera tenella Colla (Amaranthaceae) aos 30 dias de 

crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 de sacarose durante o cultivo in 

vitro. (F-G) Médias (±EP), n = 6, seguidas de mesma letra não diferem pelo teste de 

Tukey (p<0,05). Secções transversais do caule coradas com soluções de safrablau. 

co=colênquima, ep=epiderme, pi=medula, vb=feixe vascular, tr=tricoma. Barras = 

50 µm 9 

Figura. 3 Seções paradérmicas e transversais (A-J) de folhas das plantas Alternanthera 

tenella Colla (Amaranthaceae) aos 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 

20 e 40 L-1 de sacarose, das Figuras (A, F), (B, G), (C, H), (D, I), (E, J) respectivamente 

durante o cultivo in vitro. Secções transversais da folha coradas com soluções de 

safrablau. Secções paradérmicas da folha coradas com soluções de safranina. 

co=colênquima, tr=tricoma, vb=feixe vascular, ve=elemento de vaso, st=estômato. 

Barras paradérmicas = 100 µm. Barras transversais = 50 µmErro! Indicador não 

definido. 

Figura. 4 Espessura da epiderme abaxial e adaxial Alternanthera tenella Colla 

(Amaranthaceae). Caules aos 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 

40 g L-1 de sacarose, durante cultivo in vitro. Médias (± EP) seguidas da mesma letra 

não são significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey (p<0,05) Erro! 

Indicador não definido. 

Figura. 5 Número de vasos do xilema e diâmetro dos vasos de xilema de Alternanthera 

tenella Colla (Amaranthaceae). Folhas aos 30 dias de crescimento em meio contendo 

0, 5, 10, 20 e 40 g L-1 de sacarose, durante cultivo in vitro. Médias (± EP) seguidas da 

mesma letra não são significativamente diferentes de acordo com o teste de Tukey 

(p<0,05) Erro! Indicador não definido. 

Figura. 6 Índice e funcionalidade estomática de plantas de Alternanthera tenella Colla 

(Amaranthaceae) aos 30 dias de crescimento em meio contendo 0, 5, 10, 20 e 40 L-1 
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de sacarose durante o cultivo in vitro. (K) Médias (±EP), n = 6, seguidas de mesma 

letra não diferem pelo teste de Tukey (p<0,05) Erro! Indicador não definido. 

 

Figura. 7 Parâmetros do teste JIP das plantas de Alternanthera tenella Colla 

(Amaranthaceae) cultivadas em um meio com diferentes concentrações de sacarose 

(0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 30 dias de crescimento. Para cada parâmetro, as médias 

indicadas com um asterisco (*) diferem significativamente entre si de acordo com o 

teste de Tukey (p<0,05). Todos os parâmetros do teste JIP foram normalizados em 

relação aos dados de controle (0 g L-1 de sacarose)   Erro! Indicador não definido. 

Figura. 8: Clorofila a (A), clorofila b (B) e carotenoides (C) das plantas de Alternanthera 

tenella Colla (Amaranthaceae) cultivadas em um meio com diferentes concentrações 

de sacarose (0, 5, 10, 20 e 40 g L-1), aos 30 dias de crescimento in vitro. 17 

FIGURAS 

LEGENDA PARA TABELA 

Tabela 1: Abreviações dos parâmetros, fórmulas e descrição dos dados derivados da 

fluorescência transiente da clorofila a. 4 
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