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1. INTRODUCXO.

Em numerosas espécies vegetais, 6rgdos de natureza bem
determinada, como raiz, caule ou folha, possuem a capacidade de
num dado momento do ciclo vegetativo retardar seu crescimento em
alongamento € acumular substdncias de reserva, geralmente
glicidicas, ocorrendo uma hipertrofia radial do crgdo. Dependendo
da origem do 0Org¥o de reserva, este pode receber designagdes
diversas como tubérculo, tormo, pseudobulbo e rizoma quando
originados do caule; guando formados a partir da folha ou raiz
sdo denominados de bulbo e raiz tuberosa respectivamente. Esses
orgios encontram-se geralmente localizados subterraneaments
{HARTMANN & KESTER, 1948)

Plantas que possuem Orgdos de reserva s3o,
invariavelmente, herbaceas perenes, nas Qquais a parte aérea morre
ao fTinal do periocdo anual de crescimento. Apds um periodo de
dorm@ncia variavel estes orgidos rebrotam a partir do
desenvolvimento de suas gemas, estas utilizam as reservas
acumuladas anteriormente assegurando assim, um novo peripdo de
desenvolvimento. 0Os dois Principais ciclos climaticos que geram
estes processos s3o o ciclo quente e frio das regides temperadas
e 0 ciclo umido e seco, das regides tropicais e subtropicais
{ HARTMANN & KESTER, 1968). Outra funcio destes orgdos
especializados, & a propagacio vegetativa Qque se processa atraves
de estruturas que se destacam naturalmente, como nos bulbos e
COrmos, sendo este processo denominado separac3o. No caso das
plantas em que estes orgios precisam ser cortados em Seccoes como
e Tfeito em rizomas, tubérculos ou raizes tuberosas, o processo &
denominado divis3o (HARTMANN & KESTER, 194&8).

Alguns destes orgdos, tais como o0s encontrados em
batata, beterraba, mandioca, inhame, s3%o de importdncia econdmica
e constituem bons exemplos de pPlantas que possuem um mecanismo
altamente eficiente de armazenamento de energia sob forma de
carboidratos. Segundo MERCIER (1985), em tubérculps de batata,
raizes de mandiocca e inhame, o amido & o principal polissacarideo
de reserva insoluavel em agua, podendo ser armazenado nas ceélulas

vegetais em grande quantidade, em plastidios especiais




denominados amiloplastos. Inulina, um polimero de frutose, ¢
outro carboidrato de reserva encontrado em algumas espécies que
apresentam estes oOrQlos especializados. Armazenado em grandes
quantidades no vacuolo, na forma soluvel em estado coloidal,
podendo ser osmoOticamente ativo através de mecanismos de
polimerizagdo e despolimerizag¥o (DIETRICH & FIGUEIREDO-
RIBEIRO,1986).

A utilizagdo do amido come alimento pelo homem e suas
numerosas @aplicagses industriais, bem como © usoc da inulina como
fonte de frutose tem desencadeado uma série de pesquisas tanto
sobre processos que favorecem o desenvolvimento desses trygdos,
como sobre a natureza e metabolismo das subst3ncias de reserva.
Um levantamento dos carboidratos de reserva presentes em 4rg3os
subterr3neos de espécies nativas brasileiras de mata e cerrado,

permitiu detectar especies como Vernonia herbacea e Viguiera

discolor (Compositae) como  potencialmente econdmicas para
exploracdo e para estudos fisiolégicos e metabslicos (FIGUEIREDO-
RIBEIRO, et al.,19848)., Vinte e seis especies nativas e exédticas
do g€nero Dioscorea L. (caras) também foram descritas guanto a
suas caracteristicas fenolégicas, nomes populares, habitats,
importdncia na medicina popular e distribuiglo geografica (CHU &
FIGUEIREDO—-RIBEIRO, 1991), sendo este o primeiro passo para
qﬁalquer estudo posterior destas espécies.

Apesar da constatac3o da existéncia de altos niveis de
agucares nos orglos de reserva, estes n3p induzem © processo de
formagio desses orgads especializados, apesar de serem
necessarios como fonte de energia para © crescimento dos
tubérculos (VINCE-PRUE, 1975).

Tuberizag3o ¢ o termo aplicado, indiscriminadamente,
para a formag3o de diferentes tipos de orgdos de reserva. Em
Solanum tuberosum, pode-se reconhecer trés etapas de
desenvolvimento no processo de tuberizagio (EWING,1987):

a. inducgdo da tuberizagd3o, onde n3o hd sinais visiveis do
tubérculo, cuja velocidade depende das condigdes ambientais;

b. iniciag3d0 da tuberizag¥o, que se caracteriza primariamente
pela parada do alongamento do estoldo. Em estudos anatémicos

observa-se que na zona subapical do estollo ocorre um



entumescimento acropetc nos entrends devido a um intenso
crescimento radial, que é conseqguencia de um dalargamento celular
seguido de divisSes celulares;

€. crescimento dos tubérculos com acumulo concomitante de
substad@ncias de reserva, que ocorre muito cedo na ontogénese do
tubérculo, e e acompanhadado pelo desenvolvimento de altos niveis
de patatimas, uma glicoproteina Unica do tubérculo (PAIVA et al.
1983).

Na formagdc do bulbo de cebola, apesar do 6érgloc ter
prigem diferente, o0 processo e semelhante ao da batata.
Primeiramente cessa o crescimento do meristema apical e da raiz,
havendo wum entumescimento lateral das folhas Jovens (HEATH &
HOLASWORTH, 1948 in LEOPOLD & KRIEDEMANN,1975).

A sintese de patatina esta intimamente correlacionada
com a tuberizagdo em batata e consequentemente, tem sido usada
como um marcador bioguimico da tuberizagdo (PARK et al., 1985).
Também chamada de tuberina (KOSIER & DESBOROUGH, 1981),
representa um grupo de glicoproteinas heterogéneas {(P.M. 40.000)
que compreendem 40-45% da proteina soluvel do tubérculo (PARK et
al.,1983). A patatina normalmente esta presente somente no
tubérculo, mas pode ser acumulada nos peciolos de estacasy esta
acumulagdo pode ocorrer sem o entumescimento do estoldo, porém é
acompanhada do aciamulo de grandes quantidades de amido (PARK et
al., 1985) . A quantificagd¥o da patatina nos peciolos de estacas
com folhas tem sido usada como um método para determinar o
potencial de tuberizag3o em diferentes variedades de batata
{WHEERLER &t al., 1988).

Devido av interesse econémico das varias espécies que
apresentam orgdos subterrdneons espessados, o fendmeno da
tuberizagdo vem sendo largamente estudado quanto aos fatores
ambientais e endogenos, gque controlam a iniciacg3o e L]
desenvolvimento desses trg3os.

O orgio de reserva forma-se  de preferéncia
subterraneamente, provavelmente © principal fator que influencia
este fato seja a aus®ncia de luz, podendo a resisténcia fisica
das particulas do solo também estar envolvida (EWING, 1987). Sob

condigSes adversas, tubérculos de Bolanum tubsrosum formam-se




na parte sérea a partir de gemas axilares sendo, nestes CAas0s,
mencres e clorofilados. Um sistema de estudo que permite
descobrir gquais as condi¢gdes que induzem a tuberizacio s3o
estacas de folhas originadas de plantas expostas a diferentes
condigdes ambientais (EWING, 1985).

A maioria das plantas que formam org¥os de reserva,
reagem similarmente as condigB8es ambientais como fotoperiodo,
temperatura e suprimento de nitrogénio. Em geral, fotoperiodos
curtos e baixos niveis de nitrog@énio promovem a iniciacdo e o
desenvolvimento e altas temperaturas inibem a formag¥o desses
6rgdos (MELIS & VAN STADEN, 1984). Em varias espécies a formagdo
de oOrgios de reserva depende ou & acelerada pPela exposic3¥o da
planta a um fotoperiodo particular. S3o exemplos de plantas que
tuberizam em fotoperiodos curtos: Solanum tuberosum, Begonia sp
Dahlia sp, Helianthus tuberosus, Phaseolus multiflorus, Gladiolus
sp e Oxalis sp (VINCE-PRUE, 1975). Begonias tuberhybrida forma
tubérculos aéreos e subterr3neos em fotoperiodo curto de 10 & 17
horas (LEWIS, 19353). Begonia evansiana também produz tubérculos
subterrdneos e aereos, porém somente os aéreos est3o sob controle
fotoperiodico (ESASHI, 1960 in VINCE-PRUE, 1975). Em Solanum
tuberosum, o fotoperiodo longo atrasa a tuberizagdo promovendo
maior crescimento das porgdes aéreas e dos estoldes, que s3o mais
nUMErosos e ramificados (EWING, 1987). Entretanto, existem
espécies do g&nero Allium que tuberizam em fotoperiodos longos,
como cebola, cebolinha e alho (VINCE-PRUE, 1975). Experimentos de
fotoperiodo e enxertia intraespecifica em Sclanum tuberosum
sugeriram a hipotese de que a induc3o da tuberizagdo seria devida
a um estimuloc produzido pela folha (GREGORY, 195&). Assim, quahdo
a folha de uma planta doadora exposta a fotoperiodo curto era
enxertada em uma planta receptora exposta a fotoperiodo longo, a
tuberizacldo ocorria, mesmo sob esta condicd3o n¥o indutiva
(GREGORY, 19565 CHAPMAN, 1958; KUMAR & WAREING, 1974). D estimulo
da tuberizag¢do ocorre mesmo em enxertias interespecificas. NITSCH
{1965) demonstrou Que plantas de Helianthus tuberosus
(alcachofra de Jerusalém) tuberizavam, mesmo em condicdes ndo
‘indutivas, guando enxertadas com folhas de Helianthus annum

(girassol), Qque haviam sido expostas a fotoperiodo curto, e nio




tuberizavaem quando haviam wido expostas a fotoperiodo Jlongo.
Plantas de tabaco, cuja floracio ¢ controlada pele fotoperiodo,
fora usadas por CHAILAKHYAN (1985) e MARTIN et al. (1982)
para comprovar o efeito do fotoperiodo na tuberizac¥oc de enxertos
de Solanum tuberosum. Assim se uma planta de tabaco que requeria
fotoperiodo curto para florescer tinha suas folhas expostas a
fotoperiodo curto, ela induziria a tuberizac3do em enxertos de
Solanum tuberosum. Outra variedade de tabaco Que regqueria
fotoperiodos longos para florescer, induziria a tuberizagio em
enxertos com Solanum tubsrosum se suas folhas fossem expostas a
fotoperiodos longos.

Segundo VINCE-PRUE (1973), o controle fotoperiddico na
formacdo de 6Org3dos de reserva engloba todos os aspectos gdo
fotoperiodismo. A folha & o sitio receptivo; um ou mais estimulos
produzidos pelas folhas s3o translocados para as regides de
respostaj; © comprimento da noite determina a resposta e o
fitocromo € o pigmento fotorreceptor. A fotorreversibilidade
vermelho—vermelho extremo também foi comprovada em Solanum
tuberosum, desde que a interrupcio do periodo de escurc com 5
minutos de luz vermelha reduziu a tuberizaglo enquanto que a
vermelho-extremo reverteu o efeito da luz vermelha (BATUTIS &
EWING, 1982).

0O fato de que a formacgdo de 6rg3os de réserva poder ser
induzida pela exposicd¥o de partes da folha aos ciclos indutivos
(HAMNER & LONG, 1939), pode ser considerado como uma evidéncia da
producdo pelas folhas de estimulos transmissiveis que promovem a
tuberizagdo, em sitios receptores especificos. Porém, ha tambeén
evid@ncias da produc3o de estimulos transmissiveis inibidores,
produzidos nas folhas quando expostas a fotoperiodos n3o
indutivos. ESASHI {1961) estudando a formagdo de tubérculos
aéreos de Begonia evansians, observou que a indQ;ao da
tuberizacdo decrescia quando a relac3o entre a Aarea foliar
exposta & fotoperiodo curto ou exposta a fotoperiodo longo
tambem decrescia. A translocag3o do estimulo da tuberizagldo para
a regido de resposta pode ser comprovada em experimentos de
anelamento do caule. Mesmo em condicdes indutivas, o anelamento

do caule inibe a tuberizaglio de Solanum tuberosum (EWING, 1987).




A temperatura e outro fator do ambiente que tem
influgncia na tuberizaglio de plantas. Esta influfncia pode ser
exercida isolada ou conjuntamente com o fotoperiodo. Em Solanum
tuberosum, & temperatura o6tima para a tuberizacl¥o ¢ por volta de
179C e temperaturas superiores a 309C s3o inibidoras (ALVEY,
i965). Helianthus tuberosus € outra espécie que também necessita
de temperaturas baixas para tuberizar (MARSDEN-RAY, 1958). Ag
temperaturas elevadas s3o favoraveis a tuberizag¥o de algumas
espécies, que em geral, formam seus 6rgX¥os tuberosos sob dias
longos como cebola (HEATH & HOLDSWORTH, 1948), alho (NITSCH,

1966) e cebolinha (JENKING,1954). A produtividade de Solanum

tuberosum campo & reduzida sob altas temperaturas (LEVY,

1986). Em climas quentes, uso de "cobertura vegetal" (mulches)
para resfriar o solo permite o aumento na produgdo de batata
(MIDMORE, 198B4). REYNOLDS & EWING (1989), estudando o efeito de
altas temperaturas do solo e do ar na tuberizagdo, concluiram gqgue
se o solo fosse aquecido (27—-35°C) n3o haveria o desenvolvimento
de tubérculos, mesmo se o ar fosse mantido a baixas temperaturas
(17-270C) . Mesmo em espécies tropicais, como Pachyrryzus
tuberosus, que tuberizam em fotoperiodos curtos (abaixo de 1&6h),
regimes alternados de altas temperaturas e fotoperiodo (309/250C
sob 13h iuz/11h escure) inibem a formag3o de raizes tuberosas
(ALVARENGA & VALIO, 1989). '

0O efeito do fotoperiodo e da temperatura na indug3o
depende da irradidncia sob a qual a planta esta trescendu;
Respostas inibitérias em Solanum tuberosum a fotoperiodos longos
e altas temperaturas s3o exacerbadas em baixos niveis de
irradi@ncia (MENZEL, 1985).

Um outro fator ambiental que afeta a indugdo da
tuberizagﬁo,‘ € a quantidade de nitrog@nio disponivel para a
planta. Se por um lado altos niveis de nitrogénio presentes no
solo reduzem a tuberizagi¥o (SIMPSON, 1962), baixas temperaturas
podem inibir a absorg¥o do nitrogénio, promovendo a tuberizagio
(BURT, 1964). Em solug3o hidropsnica, mesmo sob fotoperiodo
curto, a tuberizag3o em Solanum tubercsum pode ser evitada pelo
suprimento continuo de nitrato de aménia e a tuberizac¥o ocorre

se o suprimento de nitrog®nio for interrompido (KRAUSS &




MARSCHNER , 1971 in SATTELMACHER & MARSCHNER, 1978c) .

Embora possam existir outros fatores,, as informacgdes
até agora apresentadas sugerem que & tuberizag¥o esté sob
tontrole hormonal. Existe uma série de trabalhos que visa
detectar as mudangas nos niveis de fitormSnios enddgenos
correlacionadas com mudangas no grau de indugio da tuberizacgio.
Uma das primeiras mudancas Notada, ¢ o decréscimo na atividade
giberelinica (KUMAR & WARE ING, 1974).

Em folhas de Solanum andigena ha um declinio da
atividade giberelinica apts exposicio & apenas dois fotoperiodos
curtos (RAILTON & WAREING, 1973). Baixa irradidncia, que tende a
inibir a tuberizag3o, aumentou a atividade giberelinica em folhas
de Beolanum tuberosum, mesmo expostas a fotoperiodos curtos. Sob
fotoperiodos longos, os niveis destas substancias se mantiveram

altos, independentemente dos niveis de irradidancia (WOOLLEY &
WARE ING, 1972). Existem evid@ncias de que altas temperaturas do
ar estimulam a produc3o de giberelinas em gemas caulinares de
Solanum tuberosum (PONT-LEZICA, 1970; MENZEL, 1983b) . A
sensibilidade das gemas & temperaturas altas @ maior do que a das
folhas, pois quando as gemas s3o retiradas, o efeito inibidor de
temperaturas altas & diminuido (MENZEL, 1981). Além de inibir a
tuberizagio em Solanum tuberosum, fotoperiodos longos,
temperaturaa. altas e baixa irradi3ncia produzem efeitos socbre a
morfologia do caule, os quais coincidem com os efeitos conhecidos
das giberelinas (MENZIEL,198%). A aplicagdo exdgena de giberelinas
(GAs) parece mimetizar o efeito das condigdes n3¥o indutivas. A
aplicagdo de GA;,GAz, GAg, GAsg, GAy e GAg inibe a tuberizacio em
estacas de Tfolhas de Solanum tuberosum (TI1ZI0, 1971). Quando
patatina, indicador bioguimico da tuberizaclo em Solanum

tuberosum, foi investigado em estacas tratadas com GAz, observou-

se baixos niveis desta glicoproteina (HANNAPEL et al., 1985).

18] local de maior biossintese de GA e na raiz
(WILKINS,1985). TIZIG (1964) denominou "fator da raiz"” a
substadncia sintetizada no sistema radicular que inibia a
tuberizacd3oc de explantes de batata cultivados "in vitro”. A

promogdo da tuberizac3o foi obtida apos a remogio de raizes ou

através da inibig3do de seu crescimento com altos niveis de acido




naftaleno acético (lﬂg/ml). Tratamento com tloretp de
2-cloroetila trimetilaménia (CCC), que blogueia a sintese de GAs,
# outra forma de examinar o efeito deste fitorménio. 0 cCCC
estimula a formag3o de tubérculos em estacas de Solanum tuberosum
cultivadas "in vitro" sem afetar o crescimento normal das raizes,
sendo que este efeito pode ser revertido pela aplicagio exégena
de 4cido giberélico (GAzx) (TIZ10,1969). GUINXZU et al, (1988),
tratando estacas de Solanum tuberosum com CCC, observaram

auséncia de GAs endbgenas livres nas raizes, concluindo ‘que o
"fator da raiz" Que inibia a tuberizag¥o durante o crescimento da

raiz compreendia substancias com atividade giberelinica. 0Os
mesmos autores concluiram que CCC n3o reduzia o volume radicular,
mas inibia a sintese de GAs e estimulava a formacdo de formas
conjugadas e portanto inativas. Neste taso, CCC n3%o estava
atuando especificamente como um inibidor de sintese, mas também
alterando o metabolismo, como observado em pepino {SNIR &

VESSLER, 1975). Em cenoura, GAy reduziu a concentracioc de

agucares armazenados na raiz tuberosa (Mc KEE et al., 1984).
Nesta especie a sacarose & necessaria para a diferenciac3o de
células do floema em tecidos de calos (WHETMORE & RIER, 19&63);
sugere—-se Que o controle da partig3o de assimilados pode ocorrer
via regulagdo da translotagdo de agucares para o cambio (Mc KEE &
MORRIS, 1986). U BAx reduz significativamente a razio de area
floema/xilema em raizes tuberosas de varios cultivares de cenoura
{Mec KEE & MORRIS, 1986), efeito principalmente obtido pela
reduc3o da guantidade de floema secundario produzido pelo c3mbio
da raiz tuberosa. 0Os autores sugerem que como 0 crescimento da
raiz tuberosa é devido principalmente & expans3o das células do
floema secundério e das células do xilema, o efeito do GA
reduzindo ecte tecido, tormnaria o tecido de reserva incapaz de
armazenar 0s assimilados translocados. Alternativamente, o

aumento significativo na atividade do caule atuando comoc um

dreno, reduziria a guantidade de assimilados translocados para a
raiz. Plantas de Solanum tuberosum tratadas com GAy apresentam
maior peso Seco do estol3o e da parte aérea, em relagdo ao

controle, havendo um atraso na tuberizaglo (LOWEL & BOTH, 1967).

Ao contrério, explantes de Solanum tuberosum, fortemente




induzidos, parecem canalizar seus assimilados para a ﬁruduc!o de
tubérculos 4 havendo pouco ou nenhum ctrescimento do caule ou
raizes, ainda que o explante inclua a yema apical do caule
(EWING, 1987).

A alteragio no metabolismo de carboidratos causada por
GAs tambem tem sido sugerida por alguns autores, Assim,
diminuic¥o do acumulo de amido e aumento nos niveis de agucares
soluveis foi obtida pela aplicac3o de GAx no Apice caulinar de
Solanum tuberosum (BOOTH & LOVELL, 1972). VALIO & PEREIRA {(1984),
estudando o efeito inibidor de GA sobre a tuberizagdo aérea de
Solanum tuberosum concluiram gue GAz causou a redugdoc do conteudo
de amido nas gemas induzidas, sem alteragdo da atividade de al fa-
amilase. Fllternativamente, GAz pode afetar enzimas envolvidas na
sintese de amido. A atividade de fousforilase aumenta com a
deposicio de amido em estolSes de Eolanum tubsrosum ;ultivados
"in  vitro’ (UBATA-SASAMOTO & SUZUKI, 1979a). Durante a iniciag3o
da tuberizagdo na ponta do estol3oc de Solanum tuberosum, ha um
decrescimo nos niveis endogemnos de GAs e um aumento na atividade
de fosforilase; porém, amido sintetase s0O €@ encontrada nos
estadios pOsteriores do processo de tuberizacglo (OBATA-SASAMOTO &
SUZUKI, 1979b). Redugdes na atividade de ADPG-pirofosforilase e
da taxa ADPG~-pirofosforilase/amido fosforilase tém sido
relacionada com a aplicag3io de 6Ax no tubérculn de Solanum
tuberosum. (MARES et al., 1981).

Outro grupo de hormdnios que mostrou mudangas em - seu
nivel sob condig¢g8es indutoras foi o das citocininas. Em Solanum
tuberosum, por exemplo, © conteudo de zeatina ribosideo,
encontrada nas folhas foi 29% mais elevado em extratos de tecidos
induzidos {MAUK & LANGILLE, 1978). O nivel maximo de citocininas
nos estoldes ocorreu entre 4 e & diacs 8p0s exposicido as condicSes
indutivas, havendo depois disso, um declinio atribuido ao
transporte da ponta do estol3o (FORSLINE & LANGILLE, 1975).
OBATA-SASAMUTO & SUZUKI (1979b) e KODA (1982) também demonstraram
o efeito promotor das citocininas na tuberizac3o em Bolanum
tuberosum, uma VvVEeZ Que seus hiveis endogenos aumentaram nas
raizes e nos estolSes apts sua transfer@ncia para fotoperiodos

turtos. A presenga de citocininas tambeém promoveu a tuberizagio
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em plantas de Sclanum tuberosum cultivadas "in vitro" {(MAUK &
LANGILLE , 1978). R associacdo entre tuberizaglioc € aumento da
atividade citotininica em caules foi observada quando =]
suprimento de nitrog€nio era alterado. Em Solanum tuberosum, a
ausencia de ‘nitrog®nioc provoca decreéscimo na atividade
citocininica no caule o que, segundo SATTELMACHER & MARSCHNER
(1978a) estd relacionado ao o decréscime da transliocaclo de
citocininas da raiz. Os mesmos autores (SATTELMACHER & MARCHNER,
1978b) também mostraram que a ausPncia temporaria de nitrog®nio
também promovia a tuberizag¥o, aumentando temporariamente a
atividade citocininica na raiz. A inibic3o da tuberizagi¥o por
suprimento continuo de nitrogénio estd associada a um decréscimo
na atividade citocininica da raiz, como resultado de um aumento
da translocagio deste regulador para a parte aérea (SATTELMACHER
& MARSCHENER, 1978b), Os autores sugerem que um aumento da
atividade citocininica da parte aérea apos tuberizagldo esta
relacionado com o efeito descrito por NOESBERGER & HUMPHRIES
(19&69), onde ocorreria um aumento na atividade fotossintética da
folha ("fonte") para compensar um aumento do reguerimento de
assimilados do tubérculo em crescimento (“dreno").

A interrupcdo de nitrog®nio aumenta © conteudo de
Acido abﬁcisico (ABA) em Bolanum tuberosum (KRAUSS,1978) e em
girassol (GOLDBACH et al;,1975). O aumento do contéudo de ABA,
apbs a interrupgdo do suprimento de nitrogénio em condicBes
indutivas de tuberizac3o, concorda com a hipotese de OKAZAWA &
CHAPMAN (1962}, na qgual a tuberizag3oc em Solanum tuberosum
somente ocorre se & taxa de promotores/inibidores na planta for
alta; neste contexto ABA & considerado como um promotor deste
processo. KRAUSS & MARSCHNER (1982) trabalhando com plantas de
. Solanum tuberpsum cultivadas em solug3o hidropénica com
interrupgcdo do suprimentoc de nitrog®nio e em condigSes de
fotoperiodo e temperatura (12h e 209C) favoraveis a tuberizaglio,
observaram que a razdo ABA/GA no caule era relativamente alta.
Esta relacido diminuia quando o suprimento de nitrogfnic era
continuo e havia aumento de temperatura ou ampliagido do
fotoperiodo. Em Solanum tuberosum gqusndo o suprimento de

nitrogénio €& interrompido, a exportagido de ABA das raizes e
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aumentada (KRAUSS, 1978) e ha parada do crescimento da parte
aérea, ass0Cciada a0s baixos niveis de GAs (KRAUSS & MARSCHNER,
1982). A hipdtese de que a tuberizagdo @ controlada em parte pela
raz¥o ABA/GA ¢ reforgada pelos trabalhos utilizando CCC ou por
aplicagdSes de ABA no caule (EL-ANTABLY et al, 1967).
WAREING & JENNINGS (1980), trabalhando com estacas de
plantas de Solanum tuberosum induzidas por fotoperiodos curtos,
demonstraram que a presenca das folhas era primordial para a
tuberizagIo; estas poderiam ser substituidas pela aplicag3e de
ABA na ponta do peciolo cortado. A tuberizacl¥o, entretanto n3o
ocorria em estacas de plantas nlo induzidas, mesmo se ABA fopsse
aplicado. Segundo VREUGDENHIL & STRUIK (1989) este dado indica
que ABA €@ essencial para a iniciac¥o da tuberizagdo, poreém ocutro
fator presente no caule e/ou nas gemas axilares das plantas
induzidas também & necessario. Entretantoc mutantes "Wilty" de
Solanum tuberosum gque possuem baixos niveis de ABA, produzem
tuberculos, o©0 que coloca em qQuest3o a exigéncia de ABA para a
iniciag¥o da tuberizaclo em condig¢Ses naturais {QUARRIE, 1982) .
Segundo EWING (1987), a aplicag3o exdgena, de uma série

de substadncias de crescimento em plantas intactas de Solanum

tuberosum incluindo auxinas, ABA, citocininas, acido
2-cloroetil fosfonico (etefon), foi inefetiva na induc¥o da
tuberizagdo, podendo apenas aumentar o namero de tubérculos

formados sob condigSes indutivas.

As hidroxi-cinamoil-putrecinas (HCAS), gue s3o formas
ctonjugadas de acidos hidroxicin@mico (como acido caféico, Aacido
ferulico e dcido p-cumdrico) e aminas (como putrescina,
espermidina e espermina), podem também estar envolvidas no
processo de tuberizagdo em plantas (MARTIN-TANGBUY, 1985), EWING
(1985) usando um sistema de tuberizagdo "in vitro” combinado com
inibidores da fenilalanina amonialiase (PAL), que bloqueiam a
acumulacdo de HCAs, indicou que os niveis de HCAs nio influenciam
& tuberizagdo das culturas de Beplanum tuberosum.

O etileno também foi indicado como promotor da
iniciagdo de tubérculos em Solanum tuberosum (GARCIA-TORRES &
GOMEZ-CAMPO, 1973), porém sua aplicag3o promove a formagio de

tuberculos, sem haver deposicdo de amido nos mesmos (CATCHPOLE &
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HILLMAN, 1969}). O etileno poreém, nio reverte o efeito inibidor da
tuberizag¥o causado por altas temperaturas diurnas (329C durante
o dia/18°C durante a noite), como acontece com. aplicac8es
exogenas de benziladenina, (BA) (MENZEL., 1985). Por outro lado,
outros pesquisadores [(MINGO-CASTEL ot al., 1976) observaram que
etileno dimnibia  a  tuberizac¥o de Solanum tuberosum. Segundo
VREUGDENHIL & STRUIK (1989), esta contradigdo resulta de uma
dupla ag¥o do etileno, que inibe © alongamento do estoldo,
permitindo a iniciag¥o da tuberizacio, poreém inibe etapas
posteriores o processo de tuberizaclo. Assim sendo, & esperado
que "in vivo" a producdo de etileno seja elevada por um curto
periodo e depois decrescaj neste caso, & producdo de etileno
resultaria de um atrito do estolio com as particulas do solo.
Apos 0 alongamento do estol3o ter cessado, 0 estresse mecdnico
decresceria, como também a pProducdo de etileno, capacitando a
formacio de tubérculos por outros fatores reguladores
(VREUGDENHIL & STRUIK, 1989). Os mesmos autores ainda sugerem que
a iniciag¥o da tuberizag3o nlo e regulada apenas por um fator
promotor, como as citocininas, poreém dependeria da interac3o
entre varios horménios. Assim, guando ocorre um aumento da razdo
etileno/giberelinas, citocinimas promoveriam a tuberizaglo.

A interagdo e agido destes estimulos ainda n3o estlo
claras, especialmente no que se refere a genes especificos, cuja
expressio pode ser influenciada por estes fatores, Mudangas no
modelo da express3o gfnica nos estiadios iniciais da tuberizaclo,
foram observadas através da analise de proteinas extraidas da
ponta do estolio e de tubérculos de Solanum tubesrosum (TAYLOR gt
al., 1993; HANNAPEL, 1991). TAYLOR et &l., (1992) isolaram dois
genes, TUBS19 e TUBL7, que aumentavam significativamente a
expressdo Qgfnica durante os estadios iniciais da tuberizag3o em
Solanum tuberosum. Os autores sugerem a importancia de se isolar
e analisar os promotores desses genes e determinar seu modelo de

expressdo.
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Einningea allagophylla (Martius) Wiehler, nome valido
de Rechsteineria spicata (Gesneriaceae), a espécie estudada neste
trabalho, ¢ uma planta herbdcea de caule erecto simples, piloso,
Que se origina de um tubérculo grande, subterrd3neo. Suas flores
sdo pequenas, com corola tubulosa cer-de-abdbora reunidas em _
cachos terminais de 25 a 30cm de comprimento (FERRI,1969). Esta
espécie tem distribuicdo pelo Brasil (Goids, Minas Gerais, Rio de
Janeiro, Sdo Paulo, Parana, Santa Catarina, Rio Grande do Sul),
Paraguai, Argentina e Uruguai (CHAUTEMS, 1993), ocorre na
Reserva Biologica de Moji-Guagu (SP), na Reserva Bicvlégica do
Ibicui-Mirim (RS) (SILVEIRA, 1991) . regises tropicais
periodicamente secas no inverno. Portanto, §. allagophylla, vive
em ambientes que sofrem mudangas ciclicas das condigSes
climaticas, onde se percebe um Periodo com condigSes favoraveis
av crescimento, seguido por Periodos em que o desenvolvimento )
lento ou até inteiramente suspenso, 0O sucesso de . allagophylla
esta em possuir um org3o subterraneo espessado, no qual suas
gemas ficam protegidas no solo, durante as fases desfavoraveis ao
crescimento.

Os cerrados est3o sob agdo de um clima tropical tipico:
quente, umido e chuvoso no ver3o e com invernos secos e tépidos
(REIS, 1971). A estac¥o seca estende-se Por 4 a & meses (RIZZINI
& HERINGER, 1961), sendo a média de precipitac3o nos meses mais
secos de 10 & 30mm (EITEN, 1971). Segundo RAWITSCHER & RACHID
(1946), wmuitas espécies procuram temporariamente abrigo no solo,
protegendo—se da seca, das temperaturas elevadas na superficie do
soclo e do fogo, que ocorre com frequéncia nestas areas.

8inningea allagophylla foi material de estudos em
taxonomia (SILVEIRA, 1991; CHAUTEMS,1993) e analisada quanto a
natureza e teores dos carboidratos presentes no 6rg3oc de reserva
(FIGUEIREDO-RIBEIRO et al., 1986).

Apesar do reconhecimento de que a formac3oc do orgio
subterradnec espessadoc em especies do cerrado & um processo de
extrema import3ncia para o estabelecimento da planta {RIZZINI &
HERINGER,1%613 SELF, 1989) pouco se sabe sobre os fatores
ambientais envolvidos no processo de tuberizacdo em espécies do

cerrado, assim o estudo da tuberizacio de §, ‘ll.ggphyll‘ seria
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de grande wvalia aumentando o© conhecimento nesta area.

O presente trabalho teve por objetivoc estudar a aclo de
fatores ambientais como fotoperiodo e nutrico mineral no
processo de tuberizaclo. 0O envolvimento de substdncias
reguladoras de crescimento, também foi investigado, procurando
discriminar aqueles gque pudessem estar envolvidos no mecanismo do
processo de tuberizagio. Para tal, diferentes ensaios foram
realizados em pldntulas, plantas adultas, estacas de folhas e
explantes cultivados "in vitro", tentando estabelecer um material
biologico mais interessante para esse estudo. Determinag3o das
fases fenoldgicas da espécie se fez necessaria, para estabelecer

a4 melhor época de coleta destes diferentes materiais.




2_.MATERIAL E METODOS

2.1. MATERIAL BOTANICO

Sementes de Sinningea allagophylla (Martius) Wiehler
(Gesneriacesae) foram coletadas de 20 plantae marcadas em &rea de
cémpo cerrado na Reserva Biolégica de MoJi-Guacu (SP-22015-16:S
e 4798-12-W, 585-635m de altitude) nos meses de novembro,
dezembro e Janeiro de 1880, 1981 e 1992, Material herborizado
fol depositado no Herbérioc do Departamento de Morfologia e
Sistemética Vegetal da UNICAMP (SP) (UEC 056722; det. Allan
Chautems/92). Ae sementes foram armazenadas enm frascos escuros em
temperatura ambiente, mantendo viabilidade de 60% por um ano,
diminuindo rapidamente a partir deese periodo.

Apesar de 8. allagophylla ter =sido descrita como
apresentando tubérculo (HANSTEIN, 1848; FERRI, 1969; SILVEIRA, 1991)
o8 autores n8o descrevem o critério que foi utilizado para =
denominac&0o deste 6rg8o, portanto ocptou-se neste trabalho por
"6rglo subterréneo espessado” aoc se referir ao Org8o em questéio.

2.2. ESTADIOS FENOLOGICOS EM PLANTAS NO CERRADO

O8 estédios fenolégicos da espécie foram acompanhados
nas 20 plantas marcadas no Campo para coleta de sementes. As
observagdes foram feitas ao longo de 12 meses desde o inicio da
brotaclc (setembro de 1991) &até & conclusio do ciclo anual de
desenvolvimento (setembro de 1982). Foram feitas medidas mensais
da altura da parte aérea (do solo ao adpice caulinar), do numero
de ramos por planta, nimero de folhas, frutos e flores. As
medidas foram feitas em 10 a 13 plantas e calculada a média
aritmética.

De outro grupo de plantas marcadas foram coletadecse 3
6rglos subterréneos espessados por estédio fenolégico a saber: no
inicio da brotac#o (18/09/91), durante a florac8o (20/11/91). na
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senescéncia total dae folhas (25/03/92) e final da dorméncia
antes da brotacBo seguinte (12/08/92). Determinaram-se o reso de
matérisa fresca e Beca e o volume de cada Orglo subterréneo
espessado. De cade um destes foram retiradoe 5g¢ de materiail
fresco,que fol liofilizado e moido, sendo guardaedo em local seco
€ & temperatura ambiente para posterior dosagem de carboidratos.

2.3. CRESCIMENTO DE PLANTULAS COM ATE 42 DIAS DE IDADE,
EM CONDICOES CONTROLADAS

Os ensaios com pléntulas, de até 42 dias de idade
contados a partir da germinac8o, foram efetuados em cBmara de
crescimento, da Forma Scientific, Inc.(USA)-modelo 24, com
temperatura e fotoperiodo controladoe. As sementes germinaram em
placas de Petri, sobre papel de filtro umedecido com &gua
destilaeda, & temperatura constante de 250C e éob luz continua.
Ap6s 7 dies ae sementes germinadas foram transferidas para
recipliente plastico (forma de gelo), contendo por repartic&o
15ml de areia fina e lavada, umedecida com 6ml de solucéio
nutritiva de Hoagland diluida (40ml de soluc8o de Hoagland e 60ml
de dgua destilada é squi denominada Hoagland40%)., pH5,5 (HOAGLAND
& ARNON, 1838). Foram transferidas 6 sementes germinadas por
reparticéo. Os recipientes foram envoltos com pléastico
transparente, formando uma célmara Gmida e mantidos em cémara de
crescimento com temperatura constante de 250C e fotoperiodo de
14h,com intensidade luminosa de 35,94pmol.m"2.8~1, fornecida por
2 lémpadaes fluorescentes '‘luz do dia" (Sylvanina).

De scordo com o ensaio, foi feita medida do diémetro do
hipoc6tilo na sua porcBo mediana. A altura da pléntula foi
definida  neste trabalho como o comprimento eéentre 0 ponto de
inserc&o das folhae cotiledonares e o né do ultimo par de folhas
ainda n&o aberto, mais préximo do &pice caulinar, gue possuis no
méximo o comprimento de O,5mm FIG.1). Para estas medidas foi
necessério o auxilio de um estereomicroscépio (Mod. Wild M3) e
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[

alture da plantule [
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didmetro <— I hipocétilo
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FIG.1 - Plé&ntula de Sinningea allagophylla, com 20 dias.



de régua micrométrica. Cada medida corresponde A& média de 5
repeticlies, sendo que cadsa repeticlio foi a média de 5 pléntulas
de um compartimentc do recipiente pléstico. Foi também observado
o nimer o de pares de folhas (contando-se também as

cotiledonares) e a presenca de gemas axilares em
desenvolvimento.

A regiBo do hipocétilo foi corada a fresco com solucso
de lugol (ilodo 5% - iodeto de potéssio 10%), que cora os gr8os de
amido em Ppreto {JOHANSEN, 1940). A presenca de grZos de amido foi
observada em microscépio 6ptico Olympus.

Medidas do peso de matéria fresca e seca de &
pléntulas Jjuntas foram efetuadas em balan¢ca analitica Sartorius
(precisfo de 0,0lmg). As plé&ntulas foram secas em estufa a BO°C
por 72h; & partir deste tempo j& n8o ocorria rerda de peso.

As medidae e observacBes foram efetuadas mos 14, 21,
28, 35 e 42 dias apoés 0 inicio da germinacBo.

2.3.1. Solucfo nutritiva

Fol estudado o efeito das concentracdes da soluclo
nutritiva de Hoagland 40, 70 e 100% no desenvolvimento das

pléntulas crescidas em subetrato arenoso, tendo &gua destilada
como controle.

2.3.2. Terra de cerrado

7 A terra de cerrado utilizadas nos experimentos foi
coletada na Reserva Biol6gica de Mcji-Guagu (SP) e anélise
quimica da mesma fol fornecida pelo Instituto Agrondmico de

Campinas (TAB.1). A terra foi umedecida com dgua destilada ou
soluc8o nuatritiva de Hoagland 40%.

18
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TABELA 1 - Anédlise da terra de cerrado, coletada na Reserva
Biolégica de Moji-Guagu. A amostra foi retirada do meio
metro superficial do solo de rrofundidade.

P M.0. pH-CaCly Kt Catt Mg+t Htepl+++
g.cm™3 % ' x

TFSA* = Terra fina seca ao ar

5% = soma das bases (Ca**+ + Mg+t 4+ Kr)

T* = capacidade de troca catibnica [:S:-i—(}i"’ + Al"’**}]
vk (S/T)x100

i

2.3.3. Nitrogénio e féaforo

Os8 efeitos de nitrogénio e fésforo ;Eoram analiesados
através da retirada total de nitrato ou fésforo da soluc&o
nutritiva de Hoagland 40%, que umedecia o substrato arenoso.

2.3.4. Substéncias reguladoras de crescimento incluindo
inibidor de mintese de giberelinas

Estes compostos foram dissolvidos diretamente na
solucBo de Hoagland 40%, ajustando-se rosteriormente o pH para
5,5. Com esta solucio era umedecido o substrato arenoso. O inicio
e a periodicidade das aplicacBes dependerem das substéncias
estudadas, o que foi previamente determinado em testes com
diferentes concentrac8es das mesmas.

Acido giberélico (GAz) 10-9M (3,5}1&/5’11) foi aplicado
semanalmente desde o inicio da embebiclio ; 6-benzil adenina (BA)
105 (2,25}15/::11) foi aplicado semsnalmente a partir do décimo
quarto diea de germinac8o ; cloreto de 2-cloroetila trimetilamonia




(CCC) 3,16x1073M (500ug/ml) foi aplicado semanalmente a rartir do
sétimo dia do inicio da germinacBo. Acido indol acético (AIA)
10-%M (1,75ug8/ml) foi aplicado no 142 dias ou no 14%e 212 dias de
germinac8o.

2.3.6. Fotoperiodo

O efeito de trés tratamentos fotoperiodicos foram
estudados: de 8h ( Bh de 1luz fornecids por 2 lémpsdas
fluorescentes com intensidade luminosa de 35,94pmol.m"2.871) e
18h (18h de luz fornecida por 2 lémpsdas fluorescentes com
intensidade luminosa de 35,94,@01.11}“2.“1) foram eatudados sob
temperatura constante de 25°C, em cémara Forma Scientific. As
pléntulas tratadas cresceram em substrato arenoso umedeclido com
solucBo nutritiva de Hoagland 40%.

Em outro tratamento o fotoperiodo de 18h, sendo 10h de
baixa intensidade, foi obtido com 8h de luz fornecida por duas
lampadas fluorescentes com intensidade luminosa de
35,94,;.mol-m"2.8“1 mais 10h de luz_ de baixa intensidade fornecida
por uma lémpada incandescente de & watte, acoplada a um relégio
de controle de 24h.

2.4. CRESCIMENTO DE PLANTAS A PARTIR DOS 3 MESES DE
IDADE, EM CASA DE VEGETACAO

Nos ensaioe efetuados em casa de vegetaclo, as sementesg
forem colocadas diretamente em vasos de 500ml, contendo uma
mistura de terra Foig‘dubada esterilizada e areia (2:1), sendo
mantidas sSob nebulizac&o. Em experimentos preliminares detectou-—
8e a necessidade do uso de terra adubada esterilizads em vista de
qQue ap6s alguns meses em terra n&o esterilizada o 6rgéo
subterréneo espessado apresentava sinais de necrose e deformaclo.
A eeterilizacBio do s8solo foi feita através de fumigacBo com
cloreto de metila. As pléntulas emergiram por volts de 10 a 15

20




21

dias &pbés semeadura e esomente apés 2 meses os vasos foram
transferidos para bancadas na casa de vegetacl##0, sob smombrite
(corte de 50X da intensidade luminosa), por uma semana, para
ambientacBio. Manteve-se uma planta por vaso, apés o desbaste.
Ap6s uma semana retirou-se o sombrite e 0 3 par de folhas foi
marcado com cola pléstica, para facilitsr a contagem dos pares
de folhas a serem formados posteriormente. A partir dos 3 meses
de idade as plantas apresentando 5 & 6 pares de folhas em roseta
foram sesubmetidas a diferentes tratamentos.

Para cada tratamento efetuado foram utilizadas 10
plantas. O diémetro do 6rgéo subterrfneo espessado foi obtido
seccionando-0 na porc8o longitudinal medisna e medindo-se o
difmetro com régua milimétrica. 0 volume deste érgl8o foi obtido
através do deslocamento de um volume de &gua conhecido em uma
provetsa graduada, apbe imers8o do 6rgdo. O reso da matérias fresca
foi determinado logo ap6és a separacBo da parte &rea do Org8o
subterréneo espessado.

O peso da matéria seca da parte aérea foi determinado apée
secagem em estufa & temperatura de 80°C e pesagem em balanca
Martius (precisfio de 0,001g). Pars determinar o peso da matéris
seca do 6rglo subterréneo espessado sem as raizes, ae condicdes
de secagem e pesagem foram as mesmes utilizando-ege, no entanto,
metade do Orgloc subterr@neo espessado e extrapolando-se o valor
para O peso total deste 6rglo. A razlio peso do 6rglo subterréneo
espessado/peso da planta toda foi obtida da seguinte maneira:

peso da matérim seca do 6rg8oc subterréneo espessado
reso da matéria seca da planta toda

A altura da parte aérea foi obtida com auxilio de régua
milimetrada e foi considerada como sendo & disténcis entre a
superficie do solo do vaso sté o né do ultimo par de folhas
préxiuua ao apice. O 8pice foi considerado como sendo a gema

apical e todas &8s folhas gque ainda ndo ultrapassavam 1)
comprimento de 1icom.



O numero total de pares de folhas foi contado e a presencga
de gemas &axilares em desenvolvimento foi observada. A metade de
cada um doe Orgloe subterréneoe espessados {num total de 10 por
tratamento), foram liofilizadas, moidas e guardadas em local
seco & temperatura ambiente para posterior extracfo e dosagem de
carboidratos.

- 2.4.1. Crescimento em terra de carrado

Comparcu-se o© crescimento ao longo de onze mesee, em
terra coletada no cerrsdo da Reserva Bioldégica de Moji-Guacu e em
mistura de terra adubada:areis (2:1) esterilizadsa.

2.4.2. Estédiosn fenoclégiconm

A observac&o doe estddios fenolégicoe, em rlantas
crescidas. em casa de vegetacBo, foi feita em plantas mantidas em
fotoperiodo natural, por cerce de 2 anos desde novembro de 1990
(quando a&s sementes foram rostas para germinar) até setembro de
1992.

2.4.3. Fotoperiodo

Vaesose contendo plantas com doie meses de idade
permaneceram sob fotoperiodo natural ou foram submetidos aos
seguintes tratamentos: o primeiro foi de 18h de 1luz, obtido
através da complementacéo da 1luz natural com lémpadas
incandescentes; o segundo foi de 8h de luz natural gque foi obtido
cobrindo-se & bancada com os vasoe com Pano groegsoc de cor preta;
o terceiro foi de 18h de luz, sendo 8h de luz natural mais 10h de
luz de baixa intensidade, fornecida por l&mpadas de Gwatte.
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2.4.4. Substéncias reguladoras de creacimento incluindo
inibidores de sintese de subst&ncias de
cremscimento

A a&aplicac8o de substénciss foi feita semanalmente, de
forma diferenciada.
_ &) Dez microlitros de GA3 nas concentracBes de 100, 50
e 10ug/ml  (0,288x1073M, 0,144x10734 e  0,288x10-4M
respectivamente) foram aplicados sobre =a gema apical com suxilio
de micropipetsa.
b) Foram aplicadas diretamente na terra dos vasos, as
seguintes solucBes: 20ml de CCC nas concentracdes de 500 e
1000ug/ml  (3,16x10"M e 6,33x10"3M respectivamente); 20ml de
paclobutrazol (clorofenil-dietil-triazol-~pentano) (0,021M); 100ml
de soluc8Bio de CEPA (4cido 2-cloroetilfosfdnico) nas concentracles
de 200 e 400u2/ml; 100ml de solucBo de nitrato de prrata
10ng/ml- 0O controle foi regado com o mesmo volume de Agua
destilada.

c) Dez microlitros de BA 50ug/ml e 1OQPg/ml
(0,22x10”3M e 0,44x10-3M respectivamente) foram aplicados com
microagulha no érg#o subterréneo eapessado. No controle aplicou-
e &gua destilada com microagulha no mesmo local. As medidas
foram obtidas apés 4 semanas.

2.5. PROPAGAGCAZO VEGETATIVA
2.5.1. Estacas

As estacas foram coletadas de rlantas com 5 a B meses
de idade, mantidas em casa de vegetaco. As estacas, tratadas ou
néo com substéncias reguladoras de crescimento ou inibidores,
foram plantadas em bandejas com vermiculita umedecida com Agua .
As bandejas foram mantidas em bancadas de casa de vegetacfo sob
sombrite (corte de 50% da intensidade luminosa) ou em clmara de
crescimento, com luz continua e temperatura constante de 250C.




Ap6e 30 dias, foi contado o numero de estacas Que apresentavam
calo, raizes e 6rgio subterréneo espessado. Cada tratamento foi
feito com 20 a 50 estacas. Os tipoe de estacas utilizadas estéo
represantados na FIG.2. Foram também comparadas quanto a
capacidade de propagac8o, estacas de folhas Jovens (5 meses de
idade; totalmente expandidas) e estacae de folhas velhae (8 meses
de idade; antes de iniciar a senescéncia).

2.5.1.1. Aplicacéo de subst&ncias reguladoras de
crescimento

Foram aplicados, no peciolo de folhas com gema axilar
(estaca do tipo"D") AIB (&cido indol 3-butirico) 0,5% (50mg/g) e
1% (100mg/g) tendo talco como excipiente. Foram Pincelados no
limbo foliar, das estacas do tipo “D" e “E", 200pl de solucSo de
BA & 100ug/ml (0,44x10"3M) contendo o tensoativo Tween 20. Foram
pincelados no 1limbo foliar , de estacas do tipo"Db", 200ul  de
solucBo de GAz 1073M (346ug/ml).

Em outro experimento acrescentou-se &8 solucles de GAa

e BA, o antioxidante cisteina na concentrac8o de 25 g/ml, para ae
estacas do tipo"D".

2.5.1.2. Fotoperiodo

Estacas do tipo”"D” foram obtidas de rlantas que
Cresceram em casa de vegetac8o sob fotoperiodo de 8h, 18h e 8h de
luz natural acrescido de 10h de 1luz de baixa intensidade,
conforme descrito no item 2.4.3.. Cada rar de folhas era
separado, sendo uma das folhas mantida no mesmo fotoperiodo em
que até ent8o era mantido o par, enquanto que & outra passava
para outro tratamento fotoperiodico.
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ﬂ A Estaco com gema apical
8 Estaco com gema apical o
o um par de folhas
]lcm
Q C Estoca com duos gemas axilares
ﬁ D Fotha com gema axiler
lcm _
E Folha sem gema oxilar
FI6.2 — Estacas utilizadas para os estudos de propagagao

vegetativa de plantas de Sinningea allagophylla.



2.5.2. Cultura "in vitro“

Visando facilitar o estudo dos fatores exbgenoes que
controlam © processc de tuberizac&c nesta espécie, desenvolveu-se
uma metodologia para a micropropagacdoc "in vitro”. Uma das
- vantagens do uso desta técnica, em relacio & da propsgac8o
vegetativa & partir de estacas de folhas, foi a cbtencéio de
material biolégico durante o anc todo, uma vez que durante o

periodo de dorméncis esta espécie apresents perda total da parte
aéren.

2.5.2.1.0btenglo de plantas estéreis @ explantes

Para a producB8oc de plantas estéreis utilizaram-se como
explantes, segmentos nodais contendo uma unica gema saxilar,
obtidos de plantas adultas cultivadas em casa de vegetacio.

A partir de ensaios preliminares adaptou-se a
metodologia descrita por DODDS & ROBERTS (1982), que & descrita
pormenoriza&damente a seguir:

Apices caulinareé de plantas adultas foram removidos
para promover o desenvolvimento das gemas axilares. Apbs 5 diaes,
cortaram-se as partes aéreas das plantas, que foram lavadas com
detergente e &gua corrente. As gemae axilares da parte medians do
caule foram seccionadas com auxilio de bisturi. As gemas
axilares do par de folhas mais jovem e do par de folhas maise
velho (basal), foram deeprezadas. '

Imedistamente apds a excisfo, o8 explantea eram
mergulhadoes em soluglo antioxidante contendo cisteina, &cido
ascorbico € &cido citrico (2, 15 e 15ﬂg/m1 respectivamente},
contendo uma gota de Tween 20, onde permsneceram sob agitac@o por
3h & tempersatura smbiente.

A partir desta etapa, todo material fol manipulado em
cémara de fluxo laminar, em condicdee estéreis usando-se vidraria
e meios de cultura autoclavados.
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A Boluc8o de antioxidante foi decantada e os explantes

colocados em saguinho de rayon 100%¥ “tipo ch&” (B x 8cm), o qual
foi mergulhado por 20 segundos em etanol 70% e, em seguida em
solucBo de hipoclorito de s6dio 1% onde permaneceu sob agitaclBo
constante por 5 minutos. A seguir o saquinho foi lavado
exaustivamente em dgua destilada esterilizada. Apés esta etapa o
saquinho foi aberto com auxilio de tesours, sendo os explantes
transferidos para o meio de cultura priméric de MURASHIGE & SKOOQG
(1962) (MS), na concentragBo de 50%. Apés 6 dias, os explantes jé&
mostravam sinais de crescimento, como a expansfo das folhas,
estando &assim prontos para transferéncia para meio de cultura a
ser estudado. Este foi considerado o primeiro tipo de explante
(explante 1).

Apbs 2 meses, as plantae cultivadas “in vitro" paEssarsam
a ser utilizadas como fonte de novos explantes. Estes consistiam
basicamente de um entrendé com uma folha, o8 gquais foram
inoculados em diferentes compoeigdes do meio de cultura, sendo
considerados o segundo tipo de explante (explante 2). O 4&pices
destas "plantas estéreis” foram repicados em meio bésico para,
apbs dois meses, serem fonte de novos explantes.

2.5.2.2. Inoculag8c e manutenc#o das culturas

Os explantes foram inoculados em tubos de ensaioc de
fundo chato, com 8cm de altura x 2,5cm de diémetro, fechados com
tampas de papel aluminio e fita crepe. Em cada tubo, contendo
10ml de meio secunddrio previamente esterilizado, foi inoculado
um Unico explante. Foram inoculados de 10 a 15 tubos por
tratamento .

Os tubos contendo os explantes forsm mantidos em camara
de crescimento Forma Scientific Inc. (USA)-modelo 24 com
inteneidade luminoesa de 35,94}:11101.111‘2.5“1, fornecida por duas
lémpadas fluorescentes "luz do dia" (Sylvania). O fotoperiodo foi
de 14h e temperatura constante de 2B°C.
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2.5.2.3. Meio de cultura contendo diferentes
concentracfes combinadas de substéncias
reguladoras de creascimento

Foram feitos quatro experimentoes testando-se diferentes
combinac&es de reguladores de crescimento no meio de cultura. Nos
dois primeiros experimentos usou-se explantes do “"tipo 1" e nos
dois outros, explantes do "tipo 2". Em todoe os experimentos as
culturas foram mantidas sob luz continua e temperatura constante
de 25°C. Descrig8o de cada experimento é dada 8 seguir:

Experimento 1 - o8 explantes foram inoculados em meio
"MS". Foram suplementadas diversas concentracBes de BA (0,01 e
0,1uyg/ml ) e ANA (écido naftaleno acético)(0,1 e 0,5ug/ml) ao
meio, num esquema fatorial 3x3, totalizando 9 tratementos.

Experimento 2 - os explantes foram inoculados em meio
"MB" acrescido de diferentes concentracBes de GAz (0,1 e
1,0}Lg/m]_) € uma concentracso de BA (0,01}13/:131), combinada com ANA
(0,1}15/:;11) » totalizando 10 tratamentos. N&c foram feitae as
combinacBes de GA3 com ANA 0,1),13/:111 e BA 0,0lﬂg/ml. _

Experimento 3 - os explantes foram inoculados em meio
"MS" acrescido de diferentes concentragles de BA (0,01 e
O,1ug/ml) e ANA (0,01 e 0,1)1g/ml), num esquema fatorial de 3x3,
totalizando 12 tratamentos.

Experimento 4 - os explantes foram inoculados em meio
"B5", de GAMBORG et al.(1968), acrescido de AIA {dcido indolil-3

acético)—(O,l}Lg/ml) e BA (0,1};3/2!11), num esquema fatorial 2x2,
totalizando 4 tratamentos.

2.5.2.4. Efeito de CCC e fotoperiodo

Neste experimento foi utilizado explante-2. O meio de
cultura fol "M8" acrescido de CCC perfazendo uma concentrac8io de
1000)13/:111. As culturss foram mantidas em cémara de crescimento
com fotoperiodo de 18h ou 8h e temperatura constante de 26°C.
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2.68. BXTRACOES E DOSAGENS

2.6.1. Carboidratos soluveis e amido

Estes compostos foram extraidoe pelo método de McCREADY
et al. (1850) modificado, sendo utilizadas 3 amostras de 100mg de
material liofilizado e moido.

Ap6s liofilizacBo 100 mg de material vegetal foram
homogenizaedos com 10ml de etanol BO%, a 70°C por 5 minutos. Apbe
centrifugagdo & 25.700g, por 10 minutos, o sobrenadante foi
decantado, sendo o procedimentc repetido por mais duas vezes. O
residuo foi reservado e oe sobrenadantes foram Juntados e o

volume reduzido para 1ml em evaporador rotatério, sob vécuo.
Apb6s evaporacBo, acrescentou-se dgua até completar o volume de
10ml. Antes de efetusr a quantificacBio dos agicares soltveis do
extrato aquoso, este foi clarificade com subacetato de chumbo a
1% em &gua e posterior centrifugac8Bo, conforme YELENOVSKY & GUY
(1977).
' O residuo, que havia sido reservado foi homogeneizado
a frio com 5ml de Acido perclérico 30% durante 5 minutos. Depoie
foli centrifugado a 449g. O sobrenadsante foi decantado, sendo o
residuo novamente extraido com &cido perclérico. O residuo da
reextracio foi descartado e os sobrenadantes foram Juntados
correspondendo ao extrato de carboidratos inscluveis (amido).
As determinacdes quantitativas dose carboidratoe foram feitas
através de método colorimétrico de antrona (YEMM & WILLIS,1954),

sendo cada amostra analisada em triplicata. Pars =& determinacio
da curva padréio fol utilizads glicose nas quantidades de 10 g a
B0 g. O método consistiu em adicionar iml da amostra em 2ml do

reagente de antrona, agitando e aquecendo os ‘tubos em banho-maria
a 100°C por 5 minutos, para que se completasse s reacBo. Apés o
agquecimento e resfriamento em banho de gelo, oe tubos foram

agitados, feita a leitura da absorbincia, calculando-se as
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guant. idades em fungBo da curva padrBo. Ae leitura da absorbéncia
foram feitas a 620 nm e com elas foi calculada & equacBo da reta
representativa does pontos obtidos.

O conteGdo de amido foi determinadoc pelo mesmo método
de agucsres totais. O valor obtido em equivalentes de glicose foi
multiplicado pelo fator de correclBo 0,9, conforme McCREADY et al.
(1850 ) , para estimativa da quantidade do amido.

2.8.2. Compoatoa' fendlicos

Em wvista do o6rg8o subterréneo espessado arresentsar
intensa oxidac8o do tecido de reserva quando seccionado e rossuir
dois padrdes de coloracl8o, foi feita a extracBo de compostos
fendlicos neeste 6rglo.

Quinhentos miligramas de pé 1liofilizado de 6rgdo
subterréneo espessado brancos ou emarelos foram extraidos por 1h, _
com 3 reextracdes, com 50ml de etanol 50% em ebulicEo sob refluxo
(HARBONE, 19873). Os extratos foram reunidoe e concentrados quase
até & secura em evaporador rotatério (60°9C). Foram entéo
ressuspendidos em etanol 50%, perfazendo um volume final de 25ml.
A dosagem dos compostos fenblicos foi feita através do reagente

Folin—Denis, usando-se &cido cafeico como padrio (SWAI_N & HILLIS,
1958@) .

2.7. ANALISE ESTAT1STICA

Quando valores médios foram comparados ac longo do
tempo, calcularam-se o errc padrfio e o limite de confianca das
amostr&as, sendo gue as respostas estatisticas foram representadas
por barras verticails nas figuras ou expressas nas tabelas.

Experimentos com 2 tratamentos foram comparadoes pelo
teste—T (Student), & nivel de significhncia de 5%.

Nos experimentos com mais de 2 tratamentos, foi feita
andlise de varifncia simples , pelo teste F e, 8Be este foi
significativo, calculou-se & diferenca minima significativa {DM3)
a 5% pelo teste de TUKEY, modificado por SNEDECOR (1962).



3.RESULTADOS
3.1. OBSERVAGOES PRELIMINARES

3.1.1. Aspectos fenol6gicos em plantas no cerrado

0 fenograma de S. allasgophyla (FIG.3) fol obtido a
partir de observagbes mensais no campo cerrado da Reserva
Biolégica de  Moji-Guacu. O dados apresentados no texto
correspondem & média das medidas efetuadas em plantas marcsasdas.

Em agosto de 1981, ndo houve qualgquer sinal de
brotacfio das plantas. Na segunda quinzena de setembro de 1991,
mesmo antes das chuvas € apéds um periodo de estiagem de inverno
(FIG.4), as plantas apresentavam brotos longos com comprimento
médio de 18B,6cm (amplitude 6 a 53cm) sem espacamento entre oe
entrenée . Apenas 23X das plantas apresentavam mais de um broto
(2 a 7 brotos), enquanto 35% j& mostravam no &pice caulinar
sinaie de iniciacBo da inflorescéncia.

Na segunda guihzena de novembro, a saltura foi de
37,0cm  (amplitude 10 & 85cm); 100X¥ das plantas Jj& possuiam
inflorescéncias, 8endo gque B67% possuiam em média 30 flores
(amplitude 20 a 56 flores) no escapo floral, gque media 25,5cm
(amplitude 13 & 30cm). Em 42% das plantas existism frutos verdes
na base do escapo. Nesta fase, as plantae apresentavam 19 folhas
(amplitude 12 a 30 folhas) em disposic8io oposta ou verticilads.
Havia sinais de predacBo no escapo floral em 8% dae plantas.

Em dezembro, as plantas pouco aumentaram em altura,
que foi de 40,5cm (amplitude 11,5 & 85cm ). Havia em médis 21
frutoe por planta (amplitude 10 a 30 frutos), alguns j& secos
e com inicio da dispersBo das sementes pelo (vento). Em apenas

25% das plantas ainda haviam flores. Havia einais de predac&io em
58% das plantas. o
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Em Janeiro de 1992 houve inicio do amarelecimento das
folhas, terminou a florac&o, e oe escapos estavam com os frutos
secos. Nesta época, 75% das plantas apresentavam folhas
predadas.

Em fevereiro, 17X das plantas apresentavam brotacéo
das gemas axilares; isto acontecia nas que haviam sofrido
prredacBo no inicio dae observacdes. Estes brotos n&o se

desenvolveram e nem formaram flores e frutos.

Em marco, apenae 25% das plantas n8o senesceram
totalmente e n8o houve Qqualquer sinal de brotacfio. A dispers#io
das eementes J& terminara e n&o ocorreu deiscéncia dos frutos
secos sem sementes, ou das folhas secas.

O periodo de dormé&ncis do 6rg8&o subterréneo espessado

foi de abril & agosto de 1992. Na Primeira quinzena de setembro
de 1982, 50% das plantas brotaram.

3.1.2. O'rg&o subterréneo espeasado

O tamanho do érg8o subterrfnec espessado fol observado
em trés plantas por estddio fenolégico. Os Orglos subterrfineos
espessados foram desenterrados a uma profundidade de 10cm. Eles
apresentavan um eistema radicular pouco desenvolvido em
comprimento, porém com muitas raizes curtas. Na parte superior do
6rg8o subterréneo espessado havia uma regl8io cdncava onde estavam
alojadas inGmeras gemas caulinares. Num corte longitudinal
mediano do 6rg8c subterréneo espeasado, observou-se a existéncia
de um tecido de reserva de cor branca e outroe com cor amarela;
ambos apde serem cortados escureciam, devido & oxidac#o de fendis
(18,5mg de equivalente de #&cido cafeico/g p.s. nos Srg8os
subterréneos esgpessados brancos e 18,7mg de equivalente de &cido
cafeico/g p.s. nose amarelos, em plantas com 11 meses de idade
crescldae em casa de vegetaci8c). Ensaios preliminares, sobre a

natureza quimica do pigmento amarelo, indicaram ser um rigmento
polar possivelmente, um flavonéide.
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A idade dos 6rgBos subterrénecs espessados coletados em
campo cerrado era desconhecida. Excetuando-se o8 O6rgiéos
subterrfneos espessados coletados no estédio de brotac8o, que
foran maiores em tamanho, n&o foram observadas grandes variacfes
no volume, difmetro, pesoc da matéris seca e conteudo relativo de
dgus, nos diversos estédios fenolégicos (TAR.2).

A extrac8io e dosagem de carboidratos em Srg8oe
subterréneos espessados, de plantas coletadas no cerrado indicou
Qque o conteﬁdo relativo de amido e rcarboidrato soluvel pouco se
alterou nos diferentes estddios fenolégicoe (TAB.3). No final da
senescéncia houve uma Queda eignificativa nos niveis de amido

M © conteido relativo de carboidratos soluveis foi alto
(TAB.3).

3.2. CRESCIMENTO DE PLANTULAS EM CONDICOES CONTROLADAS
3.2.1. Efeito de nutrientes minerais

No primeiro experimento as pléntul - foram crescidas em
areia e o efeito de trées concentracgBes de golucdo nutritiva fo.l
testad®:: 40X, 70%¥ e 100%.

O diémetro do hipocétilo, que aoce poucos se torna o
6rgéo subterrineo espessado, foi equivalente nas trés
concentracBes testadas (FIG.5). O peso da metéris fresca e seca
da pléntula foi maior na sBoluglio de 70% (FIG.BA,B). A scluc8o a
100%¥ provocou a necrose da ponta da radicula. Apesar da soluc8o
de 70% ter sapresentado oe me lhores result.adds em termos de peso,
observou-se uma heterogeneidade na altura das pléntulas. O numero
de pares de folhas nag trés concentracgdes de solucéo nutritiva
foi egquivalente (TAB.4). A soluglo nutritiva de Hoagland 40% foi
eacolhida para os experimentos a segulir feitos com plﬁntulaa em
cémara de crescimento.

No segundo experimento as pléntulas eram crescidas em
mistura de areia e terra de cerrado. Aos 2) diae de idade, um
aumento no diémetro do hipocétilo foi observado tanto em
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TABELA 2 - DimensSes do org‘a‘o subterrdneo espessado de S.
allagophylla em diferentes estadios fenolégicos, em plantas
coletadas no cerrado.

.—.—.—....,......_..____...,_..u...._...,_“._-—-__.__.....—.-._m‘____—u-.__—_....._-......—...._..._._-.........—_-.___.-.._.—.—.-——--._-.

__,.._,,..____-————a—_-_.....__...m_—.-__....,.__.._—......._........—_m....-...__.__.......____...,._—....«._....__._.-.«.——u.-.....—

BROTAGCAD | 325 *+ 36
F LORAGED . 188 + 52
SENESCENCIA 166 + 22
DORMENCIA : 177 + 17

DIAMETRO (cm)

BROTACAD 10,0 % 1,7
FL ORAGED : B,0 + 2,1
SENESCENCIA 7,5 + 1,4
DORMENCIA 8,0 * 0,6

_____.,...,....._._——-.-..---m.—_-—.........__...._........._...__._.....__._._...,.....___...,w.._._.__m.____........_.......___..._....,..._..._..__..._...__._

PESO DA MATERIA SECA (g)

BROTAGAD 83,1 * 10,3
FLORASAD 26,9 *+ 4,4
SENESCENCIA 30,7 + 4,0
DORMENCIA 31,1 + 4,8

CONTEUDO RELATIVO DE &ABUA (%)

BROTAGAD 79,8 + 2,5
FL_ORAGAD 85,2 + 1,0
SENESCENCIA 83,0 + 2,3
DORMENCIA 83,8 * 3,2

Valores ceguidos do limite de confianga, ao nivel de

significd3ncia de 5%
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TABELA 3 - Carboidratos soluveis e amido Nno orgdo subterraneo

espessado de plantas de S. alliagophylla coletadas no cerrado, em
diferentes estiddios fenoldgicos

ESTADIO CONTEUDO DE CARBOIDRATO TOTAL
FENOL 4GICD (mg/6rg3¥o subterrdneo espessado)
SOLuUVEL AMIDD
BROTAGCAD 6,914 37,166
FLORACKD 1,892 17,720
SENESCENCIA 2,595 10,460
DORMeENCIA 1,200 15,399

CONTEUDO RELATIVO DE CARBOIDRATO

(mg/Q peso de matéria seca)

SOLUVEL AMIDD
BROTAGCXO 83,202 ab 447,253 a
FLORACAD 70,300 bc 477,064 a
SENESCENCIA : 84,470 a _ 321,296 b
DORMENCIA 61,371 ¢ 476,830 a

Letras comparam as médias entre os estadios tenolédgicos

Medias gseguidas da mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey 5S%)
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FIG.5 - Diametro do hipocétilo de plantulas de S. allagophylla
crescidas em areia com diferentes concentraghes de
s0lugdo nutritiva.

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada tempo.
Médias seguidas com a mesma letra n3o diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5% ).
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pléntulas de 5. allagophylla crescidas em areia com
diferentes concentraghes de solug3o nutritiva.
Letras comparam méedias entre os tratamentos em cada tempo.
Meédias seguidas com a mesma letra hao diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%) .
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TABELA 4 - Efeito de  diferentes concentragies da solucgdo
nutritiva de Hoagland sobre o numero de pares de folhas em

plantulas de B. allagophylla.

TEMPO AGUA SOLUGAD NUTRITIVA

(dias) n 407, 70% 100%
14 2,08 a 3,00 b 2,96 b 2,72 b
21 2,96 a 3,72 ab 3,36 ab 3,16 b
2B 3,00 a 4,56 b 4,36 b 4,28 b
35 3,52 a 5,08 b 5,04 b 5,16 b

s e 1 M M Ll e Ml o o il o Ml e . . st o o i, S e . e s . o . e, . e Mk . e, e B o e 0. . 00 e b s . s e

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada tempo.
Médias seguidas com a mesma letra nio diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).



Pléntulas crescendo em areia como em pléntulas crescendo em terra
de cerrado com adic8o de soluclBo nutritiva (FIG.7). Mesmo nas
pléntulas crescendo em substrato arenosoc umedecido com aAgua
destilada fol observado o espessamento do hipocétilo.

O peso da matéris fresca e mseca da pléntula foi
eignificativamente maior em substrato umedecido com soluclBo
nutritiva (FIG.B8A,B). O peso da matéria fresca e seca da pléntula
em terra de cerradoc foi similar sos obtidos em areia, quando os
substratos eram umedecidos com &gua destilada (FIG.8A,B).

As pléntulas foram crescidas em substrato arenoso
umedecido com soluc8io nutritiva com e sem nitrogénio e féeforo.
Apesar da altura ter variado nos diferentes tratamentos no 21°¢
dia, a0 final de quarenta e dois dias, & altura das pléntulas

foram iguais tanto naquelas crescendo em areia umedecida com

s8olugc8o com nitrogénio e f&sforo, como naguelas crescendo sem
nitrogénio e sem fésforo (FIG.9A). O diémetro do hipocé6tilo foi
maior em pléntulaes crescendo em areia com soluc8io nutritiva sem
nitrogénio no 422 dia de idade (FIG.9B).

' N8o houve diferenca significativa no peso da matéria
fresca dae pléntulas nos diferentes tratamentos (FIG.10A), porém
em areia com solugfio sem nitrogénio aes pléntulas apresgentaram um
peso de matéria seca maior (FIG.108).

O nimero de pares de folhas foi semelhante nos
diferentes tratsmentos (TAB.5).

A presenga de gr8oe de smido nas regi8io do hipocétilo
fol observada tanto nas pl&ntulas com soluclio Hoagland completa,
como nas plantae sem nitrogé&nio ou fésforo (TAB.6), sendo que
nestes dois Gltimos +tratamentos a colorac8o indicadora da

presenca de amido foi mais intensa ao longo de todo experimento.
3.2.2. Efeito do fotoperiodo
Plantulas crescendo sob fotoperiodo de 8h tém o

crescimento em altura promovido apés o 21% dia de idade em
relac8o &ao fotoperiodo de 18B8h (FIG.11A). Comoc n8o houve aumento
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TABELA 5 - Efeito o ' de nitrog®nio e féosforo da solugdo
nutritiva de Hoagland 40% sobre o numero de pares de folhas de
plantulas de 8, allagophylla.

numero de pares de folhas

21 2,5 b 3,0 a 2,5 b
28 ' 2,9 a 3,1 a 3,0 a
x5 3,2 a 1,0 a 3,3 a

lLetras comparam médias entre os tratamentos em cada tempo.

Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%).
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TABELA 4 - Efeito de nitrogénio e fosforo da soluglo

nutritiva de Hogland 40% sobre a presenca de gr3os de amido no
hipocotilo de pl3ntulas de S. allagophylla.

21 + + +
28 + + +
35 + + +

+ 1007 das plantulas apresentavam gri3os de amido
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concomitante no nimero de pares de folhas nas Pléntulas msob 8h
(TAB.7), conclue-se que este aumento em altura se deva ao
alongamento dos entrenéds.

O difmetro do hipoc6tilo foi maior em pléntulas
crescendo em fotoperiodo de 18h .(FIG.llB); observou-se no
hipocétilo a presengca de gr8ios de amido. NEo houve sinal de
tuberizac8o nas pléntula=s sob Bh até ¢ 35¢ dia de idade, o que
pode ser confirmado atravée dos resultados negativos no teste de
lugol (TAB.B). O peso da matéria fresce e seca das pléntulae sob
18h de lu=z também foi major em relag8o as pléntulas mantidas sob
8h (FIG.12A,B). |

Quando as pléntulas foram mantidas em fotoperiodo de
18h , mas em gue Bh de luz eram complementadas com 10h de luz de
baixa intensidade houve um estioclamento da pléntula (FIG.13A). O
diémetro do hipocétilo das Pléntulas sob este fotoperiodo foi
menor do que o difémetro das pléntulas controle crescendo sob 18h
de luz de mesma intensidade (FIG.13B). O peso da matéria fresca e
seca da pléntula também foi menor no tratamento com baixa
intensidaede (FIG.14A,B). A TAB.9 indica que neste tratamento o
numero de pares de folhas foi menor.

’ Apesar de n#o ee observar um aumento no difmetro do
hipocétilo (FIG.13B) haviam gr#ios de amido nesta regifio (TAB.10).

Foi feito também wum experimento sob 8h de luz em
temperatura constante de 25°C, mob intensidades luminosas de 38
ou 79}mol.m‘2.s“1. Com 42 dias de idade, ta‘nto as plantas
crescendo sob baixa como sob alta intensidade luminosa
apresentaram em médiea 0,31mm de diémetro do hiprocétilo, Bsem
sinaie de tuberizacBo. N80 foram observados gréos de amido na
regifo do hipocétilo. A mltura média das rléntulas sob baixsa
intensidade foi de 4,3mm,7 enguanto que aqQuelas gob alta
intensidade apresentaram uma altura média de 2,0mm. Como 6 numero
de pares de folhas foi igual nose dois tratamentos, conclui-se que
houve alongamento doe entrenée no tratamento com baixsa
"intensidade luminosa.
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TABELA 7 - Efeito dos fotoperiodos de Bh e 1Bh sobre o pumero de
pares de folhas , em plantulass de 8. allagophylla.

numero de pares de folhas

21 2,52 a 3,00 b
28 3,04 a 3,56 b
35 3,88 a 4,20 a

Letras comparam meédias entre os tratamentos em cada tempo.
Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si. {teste T 5%).
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TABELA 8 - Efeito dos fotoperiodos de Bh @ 18h sobre a presenca
de grios de amido no hipocotilo, em pladntulas de 6. allagophylla,

21 - +
28 - -
35 - +

- aus€ncia de grios de amido

+ 100% das plantulas apresentavam gr3os de amido
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TABELA - 9 -~ Efeito do fotoperiodo de 18h sobre O numero de pares
de folhas em plantulas de 8. allagophylla.

—u...._..._m——--—._—.-_....__...._._._—__._.u_—.-.._......‘___........—...-__......__—-.-..._.........__.........__m..._h....___....,_....a..—.._

TEMPO ' FOTOPER:0ODO
{dias) 8h + 10hx _ 18h

numero de pares de folhas

28 3,00 a ' 3,96 b
35 3,18 a 4,83 p
42 3,88 a 5,08 b

Letras comparam medias entre os tratamentos em cada tempo.

Medias seguidas com a mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si (teste T 5%).



56

TABELA 10 ~ Efeito do fotoperiodo de 18Bh sobre a presenca de

grdos de amido no hipocédtilo em plantulas de S. alliagophylla.

28 - *
35 - +
42 * +

10h de baixa intensidade luminosa
auséncia de grios de amido
50% ou menos de plantulas apresentavam gr3os de amido

100% dae plantulas apresentavam grios de amido



3.2.3. Efeito de msubsténcias reguladoras de crescimento

Houve um aumento na altura de pPléntulas tratadas com
GAz (107SM) (FIG.15A4). Nas pléntulas tratadas com GA3 nSo haviam
sinais de tuberizacBo, o difimetro do hipocétilo foi menor do que
o do controle (FIG.15B). Com 35 dias de idade, 0 pesc da matéria
fresca e seca fol maior no controle (FIG.16A,B).

O aumento em altura nas pléntulas tratadas, n8o foi
acompanhado pelo saumentado do nuamero de pares de folhas,
indicando que houve alongamento dos entrends (TAB.11).

Nas plantas tratasdas com GAz além da inibicBo do
espessamento do hipocétilo né&o houve formac8o de gr#oce de amido
nesta regifio (TAB.12). A FIG.17 mostrs um esquema das Pléntulas
controle e das tratadas com GAg3.

Quando as pléntulas foram submetidae a menor ntimero de
aplicac8es de GAz, observou-se que & medida que o tempo passava,
quanto menor o ntmero de aplica¢Bes, mais os resultados se
assemelhavam aoce do controle, que n&o haviam recebido GAz. Esta
semelhanca foi observeda tanto para a altura da pléntula
(FIG.18A), como para o difmetro do hipocétilo (FIG.18B).

A presenca de gr8os de amido no hipocétilo foi

detectada em pléntulas controle e naguelas que haviam recebido

apenas duas aplicacdes de GAz no inicio do experimento (TAB.13).

Houve inibicBo do crescimento em altura de pléntulas
tratadas com CCC (FIG.19A) e promo¢8o no difmetro do hipocétilo
(FIG.19B). O pesc da matéria fresca e geca foli menor nas
plantulas tratadas com CCC (FIG.20A,R).

As pléntulas traetadas com CCC apresentaram numero de
pares de folhas menor do que no controle (TAB.14). A presenca de
gr8os de amido no hipocétilo foi detectada tanto no controle como
nas pléntulas tratadas com CCC (TAB.15). As plantas tratadas com
CCC [1000ng/ml]l eram mais frédgeis e apresentavam deformacBes
morfolégicas.

Pléntulae tratsdas com BA apresentaram uma altura menor
(FIG.21A) e um diémetro do hipocétilo maior (FIG.21B). O peso da
matéria fresca e meca dae pléntulae tratadas com BA foi menor
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TABELA 11 - Efeito do GA= sobre o numero de pares de folhas em

plantulas de 8. allagophylla.

T TSI A STHTL ST ML A B S I AL M e i i S 40T T it e Al Wil e o v S = YT T - S - Pl b i e ot b i Sptt W o . e . ABUS WA Lkl bt Sk Sk 1 e P e Sy v PR S M

TEMPO
{dias) CONTROLE GAx
numero de pares de folhas
14 2,50 a 2,54 a
21 3,08 a 2,94 a
28 3,00 & 3,96 &
35 5,00 a 4,24 &

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada tempo.
Medias seguidas com a mesma letra nio diferem

estatisticamente entre si (teste T 5%)
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TABELA 12 - Efeito do GA= sobre a presencs de grios de amido no
hipocotilo em plantulas de S. allagophylla.

TEMPO

{dias) CONTROLE GAx
grios de amido

14 - -

21 + -

28 + -

35 + -

~ aus®ncia de grios de amido

+ 100% das plantulas apresentavam gr3os de amido
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TABELA 13 - Efeito de nUumeros diferentes de aplicacdes de GAx
sobre a presenga de gr3os de amido no hipocétilo em plantulas de

S. all agophylla,

TEMPO NUMERO DE APLICACZES DE GA=

(dias) controle 2 3 4
i4 - - - -
21 + - - -
28 + - - -
35 + + - -
/42 + + - -

-~ aus®ncia de grios de amido
* 50% ou menos de plantulas apresentavam grdos de amido

+ 1007% das plantulas apresentavam gr3os de amido
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TABELA 14 - Efeito da aplicagdo de CCC sobre o numero de pares
de folhas em plantulas de S. allagophylla.

TEMPO CONTROLE TRATAMENTOS
{dias) CCC 500 £CC 1000
(pg/ml) {pg/ml)

numero de pares de folhas

21 3,04 a 2,76 a 2,66 a
28 4,00 a 3,00 b 3,00 b
35 4,64 a 3,40 b 3,60 b

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada tempo.

Medias seguidas com a mesma letra nio diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey 5%)
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TABELA 15 - Efeito da aplicagdo de CCC sobre a presencsa de gr3os
de amido no hipocodtilo em pl3ntulas de S. allagophylla.

TEMPO CONTROLLE TRATAMENTOS
(dias) CCC 500 CCC 1000
(pug/ml) {(pg/s/ml)

grios de amido

=1 + + +
28 +
35 + +

+ 100% das pla@ntulas apresentavam grios de amido
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(FIG.22A,.B). Em prléntulas tratadas com BA, houve o
desenvolvimento de intmeras gemas saindo da regifoc espessada do
hipocétilo e um desenvolvimento geral das gemas axilares
(FIG.23). A partir do 28 final das observacdes, o numero de
pares de folhas foi menor nas pléntulas tratadas com BA (TAB.186).

A presenca de gr8os de amido foi observada tanto no
controle como nas pléntulas tratadas com BA (TAB.17).

A aplicacBio de AIA promoveu & &ltura da plé&ntula
(FIG.24A), porém n8o foram observadas alteracBes no diémetro do
hipocétilo (F1G.24B). As pléntulas tratadas com AIA apresentaram
um peso de matéria fresca menor que o do controle (FIG.25A), Jj& o
peso da matérias seca (FIG.25B) fol igual so controle com 35 dias
de idade, em pléntulas com duas aplicacBes de AIA. N8o houve
diferenca significativa entre o ntmero de paree de folhas entre
as plantas tratadas com AIA e o controle (TAB.18).

A presenga de gr&oe de amido no hipocétilo foi
detectada tanto no controle como nas pléntulas tratadas com AIA
(TAB.19).

Aesim, pelos resultados apresentados o espessamento do
hipocétilo foi promovido por fotoperiodo de 18h, pela auséncia de
nitrogénioc no substrato, pela aplicacBo de BA e CCC, e inibido
rela aplicac8o de GAsz.

3.3. CRESCIMENTO DE PLANTAS EM CASA DE VEGETAGCXO

Em um experimento preliminar foi estudado o crescimento
em terra de cerrado e terra adubada.

Os resultados indicaram que o tipo de terra utilizada
no plantio afetou marcadamente o crescimento de plantas de 8S.
allagophylla. O plantio em terra de cerrado resultou numa
diminuic8o consideravel da altura da parte sérea (FIG.26A4), do
difmetro (FIG.26B) e do peso da matéria seca da parte aérea e do
6rg8o subterréneo espessado (FIG.27A.B). As diferencaes foram
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estatisticamente entre si {(teste T 5y ).



72
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FIG.23 — Desenho em cémara clars de pléntulas com 28 e 35 dias de
idade, tratadss com BA e controle.
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TABELA 16 ~ Efeito da aplicac3o de BA sobre o numero de pares de
folhas em plantulas de 8. allagophylla.

TEMPD

(dias) CONTROLE BA
mumero de pares de folhas

21 3,04 a Z,02 a

28 4,00 a 3,24 b

IS5 4,44 5 3,44 b

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada  tempo.

Medias seguidas com a mesma letra nio diferem

estatisticamente entre si (teste T 5%)



74

TABELA 17 - Efeito da aplicacg3o de BA sabre a presenga de grios
de amido no hipocdtilo em plantulas de S. allagophylla.

TEMPO

(dias) CONTROLE BA
grios de amido

21 ~+ +

28 +

5 + +

+ 100% das plantulas apresentavam gridos de amido
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nutritiva 40% acrescida de 1 ou 2 aplicagbes de AIA.

lL.etras comparam mEdias entre os tratamentos em cada tempo.
Médias seguidas com & mesma letra h&o diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey gy).
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estatisticamente entre si (teste Tukey gy).



77

TABELA 1B - Efeito da aplicacg3oc de AIA sobre o numero de pares de
folhas em plantulas de 5. allagophylla.

TEMPO CONTROLE NUMERO DE APLICACBES DE AlIA

numero de pares de folhas

21 2,52 a 2,58 a 2.34 a
28 2,96 a 2,88 a 2,886 a
35 3,18 a 3,00 a 3,32 a

Letras comparam médias entre us tratamentos em cada tempo.
Meédias seguidas com a meESma letra nao diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey S%)
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TABELA 19 - Efeito da aplicagdo de AIA sobre a presenga de grios
de amido no hipocotilo em pl3ntulas de S. allagophylla

21 + * +
28 + - -
35 + -

- auséncila de grios de amido

* O50% ou menos de plantulas apresentavam gr3os de amido

1007 das plantulas apresentavam gr3ios de amido
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observadas & partir dos 6 meses de idade, quando me iniciaram as
medidas, e foram constatadas até a entrada em dorméncia do 6rglio
subterréneo espessado aos 11 meses de idade. A razfo entre o
peso do o6rg8o subterréneo espessado e o peso total da planta
confirmou que o crescimento deste 6rg8o foi maior em terrs
adubada (TAB.20). O contetdo relativo de &dgua nfo variou ao longo
dos meses, e foi de 94,02% para parte aérea e 80,28% no orgio
subterréneo espegsado.

Em vista do crescimento muito lento das plantas em
terra de cerrado, optou-se pelo uso de terra adubada em todos os
experimentos em casa de vegetac8io, com fotoperiodo natursl.

3.3.1. Aspectos fenolégicos

Sementes recém-colhidas foram plantadas no mées de
dezembro. O crescimento destas plantas fol acompanhado &o longo
de vinte e dois meses (dezembro de 1990 a setembro de 1892) .Ha
FIG.28 estBo esquemstizadas as diferentes fases fenolégicas
obgervadas.

As plantas com dois meses de idade tinham um caule
curto, passando ent8o por uma fase de alongamento (FIG.29),mas=
com 4 meses, houve uma parada de crescimento; nesta fase, as
plantas possuiam de 7 & 9 pares de folhas. O processo de
senescéncia da parte aérea ocorreu de abril a junho. Com 7 meses
(Julho), &a parte aérea estava totalmente seca e o oOrgdo
subterréneo espessado estava dormente, permanecendo assim sté o
final de agosto. A brotac8o ocorreu em setembro €, em menos de um
més, 7,5% do lote de plantas havias dpice floral (dpice formado
por intmeras escamas sobrepostas). Com 12 meses (no segundo ciclo
de crescimento), as plantas atingiram a altura méxims. Sinais de
senescéncia sapareceram em marco; em abril todas a parte aérea
estava seca, iniciande wm novo ciclo de dorméncis do Srefio
subterréneo espessado.

O 6rg8o subterréneo espessado teve um aumento gradual
no diémetro e no volume (FIG.30A,B),mas o crescimento acentuado

81



82

TABELA 20 - Razio ¢rgdo subterradneo espessado/planta toda (%),

em plarmtas de 8. allagophylla crescidas em terra adubada e de
cerrado.

TEMPO TRATAMENTDS
(meses) ADUBADA CERRADD
& &1 29
7 59 30
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FIG.30 - Diametro (A} e volume (B) do 6rgdo subterréneo espessado
de S. allagophylla durante 21 meses.
Barras correspondem aoc limite de tonfianga, a0 nivel de
significancia de 5Y%.



a partir dos 12 meses pode ser melhor observado através do volume
(FIG.30B).

Enquanto que o aumento de matérim seca da parte aérea
foli interrompido por periodos em que n8c houve parte aérea
(FIG.31A), o Orgio subterréineoc espeesado teve um aumento gradual,
exceto noe pericdos de dorméncia aos 7, 17, 18 e 19 meses
(FIG.31B). O aumento de peso da matéria seca do 6rgBo subterréneo
espessado fol menor entre 9 e 12 meses, guando ocorreu brotaclo e
desenvolvimento da parte aérea e foi maior entre 12 e 16 meses,
quando a altura da planta J& havia estabilizsado.

A TAB.21, indica que, aos 4 meses de idade, a raz8o
entre o ©peso do orgd8o subterrfineo espessado e o0 peso total da
planta fol maior que 50%. Aos 15 e 16 meses, quando a seneescéncia
da parte aérea teve inicio, houve um aumento desta raz8ic para 75%
e 78% respectivamente.

3.3.2. Efeito do fotoperiodo

O fotoperiodo afetou o crescimento de plentas J4&
tuberizadas.

Plantas sob fotoperiodo de 18h e fotoperiodo natural
apresentaram, em geral, uma altura maior; o fotoperiodo de 18h
retardou & senescéncia da parte aérea, que ocorreu no més de
mar¢co nas plantas sob fotoperiodo natural e de Bh (FIG.32). A
partir dos 8 meses de idade, foram observadas diferencas no
diémetro e volume do 6rg8o subterréineoc espessado, sendo estes
maiorese no fotoperiodo de 18h e fotoperiodo natural {FIG.33A,B).
A partir dos 6 meses, houve um aumento significativo no peso da
matéria seca da parte aérea, em plantas mantidas no fotoperiodo
de 18h e no fotoperiodo natural (FIG.34A). 0O mesmo ocorreu para o
6rg8oc subterréneo espessado, nestes dois tratamentos espbs o 8°
més (FIG.34B). Apesar do fotoperiodo de 1Bh n&o ser observado na
natureza no Estado de S8o Paulo, os resultados obtidos foram
préximos ao do fotoperiodo natural, principalmente a partir do B¢
més, quando o fotoperiodo natural & mais longo. Os dados da
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TABELA 21 — Raz3o orgdo subterraneo espessado/planta toda (%) de

§. allagophylla crescida em casa de vegetagio.

o 7 7 7 7 S ol Ml e hir o ke o . . s . e e o i e . e o, . S o . ot S . S v i o i e e o S o e .

TEMPO

(meses) (%)
4 52,6
7 100,0
9 100,0
12 53,3
i5 75,2
16 78,5

e o T o S St T T e e il e o o e S ot Yo T S e Mo Mo e . . . . S o . bl . e —p. e S e e s 1 o s
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FIG.32 - Altura da parte aérea de plantas de §. allagophylla
mantidas sob fotoperfodo de B8, 18h ou natural.
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Letras comparam mé&dias entre os tratamentos em cada més,
Médias seguidas com a mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey gy)
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* Medidas n3o foram efetuadas aocs 4 € 5 meses de idade
Letras comparam médias entre os tratamentos em tada mfs.

Medias seguidas com & mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey gy)
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TAB.22 indicam que n8o houve variacSo entre oe diferentes
tratamentoe fotoperiédicos Quanto & raz8oc entre o peso do 6rgéo
subterréneo espessado e o peso total da Planta.

O nimero de pares de folhas Presentes nos diferentes
tratamentos fol maior no fotoperiodo de Bh aos 4 e 5 mesges;
porém, aos 6 e B meses de idade, foi sememelhante 808  demais
tratamentos. Aos 9 mesesm, houve senescéncia foliar noe
fotoperiodos natural e de 8h (TAB.23). O fato do numero total de
pares de folhas ter sido pouco afetado pelos tratamentos
fotoperiodicos mostrou que © aumento de altura da parte aérea
estava relacionado ao alongamento dos entrenés (TAB.23).

O contetdo de amido no 6rg8o subterréneo espessado foi
semelhante em plantas sob fotoperiodo de 8 e 18h, porém nae
plantas sob 18h de luz o0 conteudo de carboidratos soluveis foi
menor (TAB.24).

3.3.3. Efeito de substéncias reguladoras de creacimento

— efelito do GAg e inibidores de mintess des GAs

“Ae plantas foram mantidas em fotoperiodo natural.

Em plantas com dois meses de idade, foram aplicados GAg3
e CCC semanalmente; apds 1 e 2 méses de aplicacBes, foram
tomadas medidas de crescimento das plantas (portanto, plantas com
3 e 4 meses de idade).

A altura das plantas tratadas com GAz fol smeis vezes
maior &acs 3 meses de idade e quatro vezes e meia maior aos 4
meses de 1dade (FIG.35). CCC n8o alterou a altura das plantas
(FIG.35). A TAB.25 sugere gque o sumento em altura causado por
GA3, ee deve a0 alongamento dos entrende, pois o nimero de pares
de folhas n#éo foi alterado. Quanto ao 6rglo subterréneo espessado
no foli observada diferenca eignificativa no diémetro ou no
volume (FIG.36A,B). N&o houve um aﬁmento no peso ds matéria seca
da parte aérea em plantas tratadas com GA3z (FIG.37A). Houve um
decréscimo no pesc da matéria seca do Orgéo subterréneo espessado
tratade com GAjz [50pe/tCut) em relaclio eo controle, porém esta
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TABELA 22 - Raz3o orgdo subterr3neo espessado/planta toda (%)
de §. allagophylla <c¢rescida em casa de vegetacdo sob fotoperiodo
de 8, 18h e natural (FN).

___,,.,_.._..._._—-—--_——m.......-..__....._._............_.._—-....'_—___..._...._._.-—__...._...__......-....._.._____........____,.__-__—...._-..-.u-

TEMPO FOTOPER:0ODOD
(meses) 8h 18h FN
4 25,51 24,83 22,87
) 55,49 54,74 38,81
& 69,09 70,44 66,80
8 74,44 75,11 73,93
9 100,00 82,53 100,00



TABELA 23 -~ Efeito dos fotoperiodos de B,

94

1Bh e natural (FN)

sobre © numeroc de pares de folhas em plantas de §. allagophylla.

{meses) B8h 18h

numero de pares de folhas presentes

4 4,1 a I,2
S 4,6 & 3,7
) 3,3 a 3,3
8 9.3 a 4,0
9 senescéncia 3,8

numero total de

) 4,1 a 5,0
8 5,9 a 5,9
e senescéncia 5,6

¥ contando as abscisadas

3,9 ab
5,0 a
3,9 a
4,1 a

® » O T

senescéncia

pares de folhask

ab 6,0 b
a 2,9 a
senescencia

e — e Sl e e i i o S T il it Ut i e e

Letras comparam médias entre os tratamentos em cada més.

Medias seguidas com a mesma letra n¥o diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey

o).
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TABELA 24 -~ Carboidratos soluveis e amido do 6rgdo subterrineo

espessado em plantas de S. allagophylla com & meses de idade,
sob fotoperiodo de 18h, Bh e natural (FN).

FOTOPER:ODD o ' CONTEUDO DE CARBOIDRATO TOTAL

(mg/unidade de &rglio subterradneo)

SOLUVEL AMIDO
8h 215,760 713,745
18h 270,890 1555,770
FN 300,440 864,261

CONTEODO RELATIVO DE CARBOIDRATO

(mg/g peso de matéria seca)

SOLUVEL AMIDO
8h 170,160 a 562,896 a
18h 102,340 b ' . 587,754 a
FN 171,390 a 493,020 a

Letras comparam médias entre os tratamentos.

Medias seguidas com a mesma letra nio diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey 95%).
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entre si (teste Tukey 5%)
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TABELA 25 - Efeito da aplicag3do de GAx ® CCC sobre o numero de

pares de Tfolhss total, em plantas de S. allagophylla com 4 meses
de idade.

TEMPO CONTROLE TRATAMENTOS
(meses) ccc GAx GAx
{0,5n9/710u1} Clugsiopl]

Letras comparam médias entre os tratamentos.

Meédias seguidas com a mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si (teste Tukey 5%)
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diferenca n#o me manteve aos Quatro meses de idade (FIG.37B)

A razlo entre o peso do 6rgio subterréneo espessado e
o peso total da planta foi menor nas plantas tratadas com GA3,
porém esta diferenca ndo se manteve nae plantas com 4 meses de
idade mas nesta idade & raz&o foi diminuida por CCC (TAB.286).

Em outro experimento plantas foram tratadas com GA3,
CCC e Paclobutrazol acs 4 meses de idade. Apés 1 ®© 2 meses de
aplicagBes (isto &, plantas com 5 e 6 meses de idade), observou-
se que o efeitoc sobre a altura foi semelhante ao do experimento
anterior. Desta forma, GAz promoveu o crescimento em altura da
parte aérea (FIG.3B). N&o houve aumento significativo no difimetro
ou no do volume do 6érglo subterréneo espessado tratado com CCC

(FIG.39A,B). Aos 6 meses de idade, nfio foi obeervada diferenca

significativa no peso da maetéria seca da parte aérea (FIG.40A) e
no peso de matéria seca do 6rglo subterrfneo espessado entre as
plantas controle e tratadas com GAz ou CCC (FIG.40B). As plantas
tratadas com Paclobutrazol no geral tiveram seu crescimento
prejudicado, sendo observada senescéncia e queda foliar. Houve
uma diminuic&o significativa no peso da matéria seca do Orgéo
subterréneo espessado nas plantas tratadas com Paclobutrazol
(FIG.40B).

O conteudo de amido . no 6rg&o subterréneo espessado de
plantas tratadas com CCC e GA3 foi menor do que naes plantas
controle. 0 contetdo de carboidratos solaveis foi
significativamente malor nas plantas tratadas com GAg (TAB.27).

— a@feito de BA

Benzil-adenina (BA) foi aplicada em plantes com 3 meses
de idade através de microagulha, diretasmente no org8o subterréneo
es?esaado. ApSs 1 més de aplicac8es semanais, n8o foram
observadas alteragBes entre controle e tratado em relagc8Bo a
altura de parte aérea (FIG.41), difmetro (FIG.42A), volume
(FIG.42B) e peso da matéria seca do 6rg8c subterréneo espessado
(FIG.43B). O +tratamento com BA também nBo alterou o peso da
matéria seca da parte aérea (FIG.43A). Os dados da TAB.2B, da
raz8o entre o peso do 6rg8o subterréneo espessado e o peso total

100



TABELA 26 — Raz3o 6rgdo subterrdneo espessado/planta toda (%),

em plantas de S. allagophylla com 3 & 4 meses de idade, tratadas
com GAx e CCC .

TEMFPO 7 CDNTRDLE TRATAMENTOS
{meses ) CcCC GAX GA3

3 34,38 46,88 15,46 25,42
4 44,33 25,79 41,52 38,08
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30
B conTROLE
251 [ cece s0e rgjm€
CCC 1000 Im#
20 1 B 0As 10 pg/iouf
t D paciobutrazol
T .
U 16
R
A .
(om) 10 -
5 -
¢

TEMPO (meses)

FIG.3B8 - Altura da parte aérea de Plantas de 8. allagophylla
tratadas com GAx, CCC e Paclobutrazo].
Letras comparam médias entre os tratamentos em Cada més.
Médias seguidas com a mesma letra n3o diferen estatisticamente
entre si (teste Tukey 5%) .
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' A
[ conTroLE CCC 500 ughd €CC 10001 [rml
M 0AS 10pg/40,t Paclobutrazol
3 -
2.8 1
j -
M .
g 18
A
o
{om) 0.5 -
0
B
5 —
TEMPO (meses)
FIG.39 - Diametro (A) e volume (B) do Grgdo subterraneo

espessado, de plantas de 5. allagophylla tratadas com
BAx, CCC e Paclobutrazol.
Letras comparam medias entre os tratamentos em cada més.

Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem estatisticaments
entre si (teste Tukey 5% ).
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[ coNTROLE COC 800 19| ©CC 1000 »gf‘m? A

Bl aas 10 pg/40,d Paclobutrazol

0.4 -

0.3

0.2 -

0.1

T >OMP® >~IM->E OOMT

—

0.7

0.8

0.5 -

0.4 -

0.3 -

0.2 1

>OmMe >—IM-4>T OOMY

0.1

s

TEMPO {mesea)

FIG.40 - Peso da matéria seca da parte aérea (A) e do 6rgio
subterranec espessado (B) de plantas de §. allagophylla
tratadas com GAx, CCC e Paclobutrazol.

Letras comparam medias entre os tratamentos em cada més.
Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey sv).
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TABELA 27 - Carboidratos soluveis e amido do 6érg3o subterraneo

espessado de plantas

tratadas com GAx e CCC e Paclobutrazol.

de 6. allagophylla com 5 meses de idade

CONTEUDO DE CARBOIDRATO TOTAL

(mg/unidade de orgdo subterrdneoc espessado)

CONTROLE
GA3

CCC ( 500 mg/1)
CCC (1000 mg/1)
PACLOBUTRAZOL

SOLUVEL
12,364
14,864
13,062
8,817
7,844

AMIDO
129,000
26,143
87,357
74,238
91,323

CONTEUDO RELATIVO DE CARBOIDRATO

(mg/g peso da matéria de seca)

CONTROLE

GA3

CCC ¢ 500 mg/l)
CCC (1000 mg/1)
PACLOBUTRAZOL

SOLUVEL
46,743 b
94,013 a
40,908 b
30,020 b
35,967 b

AMIDO
488,620 a
165,360 ¢
273,590 be
252,770 c
418,720 ab

Letras comparam as médias
Médias sequidas

estatisticamente entre «i

Com

entre os tratamentos.

a mesma letra

(teste Tukey 5%)

nido diferem
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L1 CONTROLE CONTR. AQULHA*
BACﬁ-,ugI.‘!OP_f_ | BA 19 opl
14 -
12
a
A 10 - : a
7
L i
Lol /
R 97
A e
{cm)
2...
¢

4
TEMPO {meses)

FI1G.41 - Altura da parte aérea de plantas de &. allagophylla
tratadas com BA. '
Letras comparam médias entre os tratamentos.
Médias seguidas com a mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si (teste Tukey sgy).

* CONTR. AGULHA = &gua destilada aplicada com microagulha



A 10
[T conTrOLE CONTR AQULHAY

[ A o5 porio BA 15 [0,

2.6

i &
2 7

1.8 1

OD-imT»-0

tomy 9.5

0 . t
4
TEMPO (meses)

FIG.42 - Diametro (R) e volume (B) do Orgdoc subterraneo espessado
de plantas de §. allagophylla tratadas com Ba. '
Letras comparam médias entre os tratamentos.

Meédias seguidas com a mesma letra n3o diferem estatisticamenté
entre si (teste Tukey 5% ).

* CONTR. AGULHA = &gus destilada aplicada com microagulha
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FIG.45 - Peso da matéria seca da parte aérea (A) e do &érgdo

subterraneo espessado (B) de plantas de 5. allagophylla
tratadas com BA.

Letras comparam medias entre os tratamentos.
Médias seguidas com a mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey gy).

¥ CONTR. AGULHA = agua destilada aplicada com microsgulha



TABELA 28 — Baz&o Org8o subterréneo espessado/planta toda (%),
em plantas de S. allagophylls com 4 meses de idade tratadas com
BA.
TEMPO CONTROLE CONTROLE TRATAMENTCS
(meses) 7 MICROAGULHA BA BA

[o, 5);.5/10}11 f 1}1.3/10}113

Letras coparam médies entre os tratamentos
Médias seguidas com a me sma letrs n&o diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%)
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da planta confirmam gue n&o houve diferenca entre os diferentes
tratamentos.

- efeito de CEPA e AgNO3

Plantas com 3 meses de idade, receberam solucf8o de CEPA
ou solucg8Bo de AgNOg através de regas na terra dos vasos. Apbds 1
més  de aplicagfes semanais, obeervou-se uma inibic&o
significativa provocada por CEPA na &altura da “parte aérea
(FIG.44). Houve, também, um efeito inibidor da maior concentracio
de CEPA sobre o difmetro e volume do 6rglio subterrfneo espesssado
(FIG.45A,B). O pesoc da matéria seca da rarte aérea também foi
afetado nas duas concentracters de CEPA (FIG.48A). N&o foi
observada diferenca significativa no peso da matéria seca do
érgfo subterréineo espessado noe diferentes tratamentos (FIG.46B).
A raz8o entre o peso do 6rg8o subterréneo éspeesado e © peso
total da planta (TAB.29) foi maior nas Plantae tratadas com CEPA.
Os resultados apresentados na TAB.30 indicam que o0 numero de
rares de folhas produzidas pelas plantas tratadas com CEPA foi
igual ao controle, porém houve no tratamento com CEPA uma queda
major de folhas em relac8o so controle.

Concluindo, em casa de vegetacBo o fotoperiodo de 18h
promoveu o© desenvolvimento da parte aérea, porém pouco efeito
teve sobre o 6rglc subterrineo espessado. A saplicac8io de
reguladores de crescimento nfo afetou o crescimento do Orgéo
subterrénec espessado. A altura da parte mérea foi promovida pelia
a aplicac&o de GA3 e inibida rela aplicacBo de CEPA.

3.4. PROPAGACAO VEGETATIVA

3.4.1. Progapagaciic a partir de estacas de folham

~ tipos de estacas

A TAB.31 apresenta a porcentagem de estacas que apés 1
més em vermiculite umedecido com &gua apresentava sinais de
tuberizac8o. Estacas e6 de caule com gema apical (tipo "A") ou =6
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[ IcoNTROLE. N AgNOS CEPA 200 CEPA 400

14 A
12
10

>AUC-r-»

{cm)

4
TEMPO (meses)

FI6.44 - Altura da parte aerea de plantas de S. allagophylla
tratadas com CEPA e AgNDx.

Letras comparam medias entre os tratamentos.

Meédias seguidas com a mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey sv).
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COconTROLE W AgNOS [ Jcem 200 ETJCEPA 400

2.5

OD-MT W0

{em)

mLCro<
N
i

{mi) 1

4
TEMPO {meses)

FIG.45 ~ Diametro (A) e volume (B) de plantas de §. allagophylla
tratadas com CEPA e AgNDx.

Letras comparam medias entre os tratamentos

Medias seguidas com a mesma letra n3o diferem estatisticamente
entre si (teste Tukey g%)



113

[CJconTROLE B AgNOS [ CEPA 200 EJCEPA 400

0.7 -
0.8
0.5
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0.1
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0.8 - a
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0.3
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>OMM >=IM=>¥ OmMT

0.1~

g

TEMPO {meses)

FI1G.46 - Peso da materia seca da parte aérea (A) e do 6érgio
subterraneo espessado (B) de pPlantas de 8. allagophylla
tratadas com CEFPA e AgNOsx.

Letras comparam medias entre os tratamentos.
Medias seguidas com a mesma letra nao diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5y ).
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TABELA 29 - Razio orgdo subterr3neo espessado/planta toda (%),

de §S. allagchhy-lla com 4 meses de idade, tratadas com CEPA e
solucdo de nitrato .. prata (AgNOsx, .,

—— e . — o — -—-..._._..__—a—-...‘...._....‘._—__—..._-..,-,-_._-......_...___._._-u-—.__..__m__—.-_—..._—...._u--__.-...._——u-._._.-

TEMPO ‘ - CONTROLE TRATAMENTOS
{meses) AgND3 CEPA CEPA
{200mg/1] [400mg/1)

-.--—....-..___..—.—--..-—...._—.u_.__....__--—m—-_-.-_u.—_..-..-._...,,,__-..__.._—.—._—-»-—.-.._.—.__......—.....-._.._...._..._—...m

..--_......___4--—_...—._u..—,...——......—_.,—-—.__.-_a.._._...m_-.._...-._—-.....-_........._—.._—._-..._..._..._m_.......__m._—a__m-.—u.w

Letras comparam médias entre 0s tratamentos.

Medias segQuidas com a mesma letra nio diferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%)
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TABELA 30 - Efeito da aplicagio de CEPA e AgNDs sobre o numero de
pares de folhas em plantas de §. allagophylla com 3 meses de
idade.
TEMPO CONTROLE TRATAMENTOS
(meses) AgNOx CEPA CERPA
[200mg/1] [400mg/1]

_____,_,,,_.,____.....,,,_.__....._____.._._.........__..._.._._......_......__.._.__......_._..__....,......_..._..__,_..._._.__..._...._.......__..__\......_____..,

numero total de pares de folhask

4 7,0 ab 7,5 a 6,6 b 6,8 b

numero de pares de folhas existentes
4 4,5 a 4,2 a 3,1 b 2,8 b
Letras comparam as mé&dias entre os tratamentos.
Meédias seguidas «<Oom a mesma letra ndo ditferem
estatisticamente entre si (teste Tukey 5%)

¥ incluindo as excisadas
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TABELA 31 - Propagagdo vegetativa em diferentes tipos de estacas
de . allagophylla apés 30 dias em vermiculita.

.....__...,.___.._....-.........____.._m....--.....u....-__—...-__....,__.-...__......-.__-...u-—-.._—...._..-....-_—-—«.-...—_-......_.._m_-—-—.__........_-.....u-.z,..

ESTACA PORCENTAGEM DE ESTACAS
NECROSADAS CALO  TUBERIZADA CALO+RAIZ
0 tipo “A" 100 ) o 0



de caule oom gema axilar sem folhas (tipo "C™), n8o se
desenvolveram. Dentre as estacas com gema apical e folhas (tipo
"B"), 40X tuberizaram e 10% formaram apenas calos e raizes.

Quando apenas a folha sem gema axilar foi usada como estaca
(tipo "E"), formou-se um calo na regifo do corte no prazo de duas
semanas, Porém apds um mée estas folhas senesceram n& havendo
qualquer 1indicio de tuberizacZo. Quando na folha foi mantida a
gema axilar (tipo "D"), formou-se inicialmente um calo na regifio
do corte e apds um més desenvolveu-se um espessamento, que
corado a fresco com reagente de lugol indicou a Presenca de gr8os
de amido. Formou-se ai wum tecido de reserva com aspecto
semelhante aoc do 6rg8o subterréneo espesssdo. A rresenga de grfos
de amido em menor guantidade foi observada no calo. Estas
estacas foram acompanhadas por 2 meses. Neste periodo as folhas
Benesceram asaim que a gema axilar se desenvolveu, produzindo
novas plantas. Isto indica que a prropagaclo vegetative por
estacas & possivel em 5. allagophylla.

Quando as estacas (tipo "D") originaram-se de rlantas
mais Jovens (com 5 meses de idade), 44% tuberizaram. O mesmo n&o
acontecia quando ases estacas originaram de plantas maie velhas
(com 8 mesee de idade): estas nfo tuberizaram e em apenas 5%
houve formacl8o de calo (TAB.32).

~ reguladores de crescimento

‘Nos experimentos seguintes foram utlizadas estacas do
tipo "D"

A aplicacgBo de GA3 inibiu a a tuberizac8o, porém n8o
inibiu & formac&o de calos (‘TAB.33). A aplicac8o conjunta de GA3
e o antioxidante cieteina reduziu pela metade a porcentsagem de
estacas necrosadas em rela¢8o Aaguelas tratadas apenas o©om
cisteina (TAB.33), embora a cisteina por si 86 n8c tenha tido
qualquer efeito sobre a tuberizacBoc. Ndo foi observada a presenca
de gr8os de amido no c’alo, através de coloraclBic a fresco com
reagente de lugol. '
| Cisteina n8o inibiu a necrose das estacas tratadas com
BA, que em 1 semana necrosaram (TAB.33).
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TABELA 32 - Propagagdo vegetativa de estacas do tipo "D" de S.
allagophylla provenientes de plantas com 5 {"jovens") e 8

("velhas") meses de idade

ESTACA PORCENTAGEM DE ESTACAS
NECROSADAS CALD TUBERIZADA CALD+RAIZ

JOVEM 28 28 44 o

VELHA 95 S 0 O
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TABELA 33 -~ Efeito da aplicacdo de substdncias reguladoras de
crescimento na propagac o vegetativa de estacas tipo "D"
de 8. allagophylla.

TRATAMENTO PORCENTAGEM DE ESTACAS
NECROSADAS CALO TUBERIZADA GEMA
GAs 12,5 81,25 0 6,25
GAs+CISTENA 6,25 93,7% o )
CISTE iNA 18,75 50,00 43,78 12,50
AGUA 56,25 0 43,75 0
BA 100,00 0 0 0

BA+CISTEiINA 100,00 0 O o

-..-....-......._._.....-.u-.—-..__._.wm....___..-..._-.‘___..._..___.—...._..‘...._._.m—..-...._...............‘.__-...w....._...__.—_.,......_...._._...—.._.__—_...._-
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AIB promoveu o enraizamento das eastacas e nfo inibiu a
tuberizac8o (TAB.34).

-~ fotoperifodo

Em outro experimento as estacas do tipo “D",
originadas de plantas gque cresceram em diferentes fotoperiodos em
casa de vegeta¢8io, foram mantidas no meemo fotopericdo ou em
outro, Por 1 més, quando foi observada a porcentagem de
tuberizac8o. Os resultados s&o apresentadoe na TAB.35.

O fotoperiodo de 18h foi o melhor tratamento Para a
tuberizag&o (TAB.35), tanto guando dado & planta doadora como &
estaca. As estacas sob o fotoperiodo de 18h, em que 10h eram de
baixa intensidade, nfo tuberizaram (TAB.35). A FIG.47 mostra duas
estacas do tipo "D", retiradas de plantas em fotoperiodo de i18h,
ecb o fotoperiodo de 18h em qQue se pode observar doia padrdes de
desenvolvimento: tuberizacBo ou crescimento da gema.

3.4.2. Propagac8o vegetativa por cultura de tecidos “"in
vitro™

Os dois tipos de explantes (explantes-1 e explantes-2)
responderam de forma satisfatéria as condicBes de cultivo. Apesar
disto, o8 explantes do tipo "2", por terem sido maie féceie de
serem obtlidos e por terem apresentado um répido desenvolvimento,
foram escolhidos para a maioria dos experimentos. As culturas
foram mantidas sob luz constante a 25°C.

A TAR. 38, evidencia o padr@c geral morfoldgico
apresentado pelos explantes—1 apdés 90 diase em meioc contendo
diferentes balangos de citocinina e auxina. Os explantes gquando
cultivados em MS sem adig8o de reguladores de crescimento pouco
se desenvolveram. A adic8oc de BA promoveu o desenvolvimento da
parte aérea; as plantas formadas apresentaram um ou mais remos
com 2 a 4 nés, nEo havendo a formac8o de raizes. Quando
cultivados em meio contendo apenas ANA houve formac8io de folhas
deformedas. Para a formacBo de raizes a presenca de ANA foi
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TABELA 34 - Efeito da apl'icagao de AIB na propagagi¥o vegetativa
de estacas tipo "D" de 8§, allagophylla

——— e — — — _-——.....—u..._-.........__-«.._—__..,-,__...-...a_—.._....-___..__—_....._...-.._—.....__._-.......-—__—...,___..__..—_._

TRATAMENTO PORCENTAGEM DE ESTACAS

NECROSADA CALO TUBERIZADA  TUB.+RAlZ
CONTROLE 65 ) 35 )
AIB 0,5% 75 0 o 25

AlBE 1,0% 75 0 S 20
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TABELA 35 - Efeito do fotoperiode na propagagio vegetativa de

estacas tipo "D" de 6. allagophylla.

-u__._.__..m-m-——.—_._—_—-..—.—...m-—..-....—.—m__..........—-—m—.__.........a-.__..,....—_——m_w..,_—.—..—m_-ua..m_—

Fotoperiodo Fotoperiodo PORCENTAGEM DE ESTACAS

da planta da estaca NECROSADAS CALO TUBERIZADA GEMA
doadora

8h + 10hXk 8h + 10hx% 91,3 8.7 0 0
8h 8h ' 84,0 8,0 4,0 9]
8h 18h 45,2 0 53,8 0
18h 8h F,7 o 90,3 0
18h 1Bh 5,9 o 82,4 11,7

¥ 10h de baixa intensidade luminosa
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18k

FI1G.47 ~ Estacas tipo "D" de g, allagophylla sob g &gdo de
fotoperiodo de 18h, mostrando dois padrbies de

desenvolvimento: tuber'izagag (esquerda) e crescimento de
gemas (direita).
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TABELA 36 - Efeito de di ferentes combinacSes de ANA e BA sobre

explantes-1 de 6. allagophylla, apés 90 dias em cultura "in
vitro" com meio MS.

BA ANA
(pg/ml) {pg/ml)
o 0,1 0,5
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necessiria. Caloms foram <formados quando ANA e BA foram
adicionados a0 meio. N&o houve qualquer sinal de tuberizacio nos
diferentes tratamentos. '

A TAB.37 revela o padrfo geral morfolégico apresentado
pelos explantes-1 apée 60 dias em meio contendo diferentes
balancos de citocinina, auxina e giberelina. Os explantes
cultivados apenae em MS necrosaram. Repetindo o resultado
anterior, quando o meio de cultura foi acrescido apenaa de ANA
houve formac#io de folhas deformadas. Explantes-1 com ANA mais
GAg formaram calos com raizes . GA3 1,0):3/m1 rrovocou a formacso
de folhas com 1limbo foliar estreito e longo. O balango
auxina/citocinina formou uma planta que aparentemente spresentava
sinais de tuberizaclBo; porém, o tecido estava muito oxidado e
pouco compacto, lembrando mais um calo. Quando o tipo de
explante fol mudado para explantes-2 (provenientes de plantas
estéreis), apbs 30 diss em meio MS, o0& explantes ae
desenvolveram tanto no controle como no meioc com diferentes
balangcos de auxina/citocinina. BA 0,1‘.13/1111 quando aesociada &
euxina promoveu o desenvolvimento de gemas a partir de um calo.
Ae gemas foram em maior nimero e maie curtas quando . © balanco
ANA/BA foil de 0,01/0,1,;3/:31. Ae gemae foram em menor ntmero e
formaram caules. longos no balango ANA/BA de 0,1/0,1’,13/1111 .
Concentrac&o mais baixa de BA mesmo associada a ANA, promoveu a
formécﬁo de apenae uma gema . Quando apenas BA foi aplicada,
também houve promog8o do desenvolvimento de apenas uma gema,
Apbs 90 dias em meio MS que continha BA 0,1P_g/ml, a planta que ai
se desenvolveu havia tuberizado (FIG.48). O tecido era compacto
e similar acs de 6rg#&os subterréneos espessados formados em
Pléntulas oriundas de sementes. Da regifio superior de 6rgdo
formado, originaram-se raizes e a parte asérea.

Novamente quando explantes-2 cresceram em meio BS
acrescido de BA/AIA, observou-se tuberizagdio em plantas onde
havia sido acrescentado BA 0, 1’13/1:11, porém o desenvolvimento foi
lento (180 dias).

Quando CCC foil acrescido mao meio MS, houve sumento no
peso da matéris fresca e secm da parte aérea, porque neste meio
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TABELA 3I7 - Efeitos de diferentes concentragSes de ANA, BA & GAx
sobre explantes-1 de 6. allagophylla, apds 40 dias em cultura "in

vitro" em meio MG,

S s Bl S T T i . S84 e ol o e e o i . i Ul e . S e R VT T . o ik s . i . . Ve Bk o S o Sl . i S Ao o o e A ot i

ANA x BA _ GAy
(pg/ml / pg/ml) {pg/ml)

S S R A e i M e e e ot S T W W b b e i it = Y T A Ll o . St e o o T Bl b e e

+ morte dos explantes

-~ tratamento n3o efetuado



FIG.48 - Tuberizag3o "in
apos 90 dias
allagophylla.
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vitro” emn meio MS contendo BA 0,1yg/m[
cte inoculagdo de explantes-2 de S.
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desenvolveram-se inGmeras gemaes diretamente a partir do explante?2
(TAB.38) . cCC 1000ug/m1 teve efeito residual nas gemas
desenvolvidas, J& que mesmo apds transferéncia das gemas para um
novoe meio isento de CCC, estae desenvolveram o mesmo padrio
morfolégico apresentade guando na presenca de CCC. Com aplicac8o
de CCC mn&o houve sinal de tuberizag8o, apesar do caule da planta
haver espeasado.

Em outro experimento os explantee-2 foram cultivados em
meio MS e B5 e B5(50%) sob os fotoperiodos de 8 e 18h. Apés 120
dias, os explantes apresentaram maior desenvolvimento da parte
aérea em B5 e B5(50%) do que em MS, mas isto n&o se refletiu no
peso da matéria eseca (TAB.39). O meemo n&0 ocorreu para o peso da
matéria seca da raiz, que foil menor nos explantes no meio MS
(TAB.39). O fotoperiodo de 18h promoveu o desenvolvimento da
por¢cSo aérea e da raiz, como mostra o rPeso da matéria seca
(TAB.39). Apbées 180 dias, observou-se tuberizac8o bem definida no
tratamento B5/18h. A &res foliar dos explantes com 120 dias foi
maior com meio B5 ou B5(50%) com o fotoperiodo de 18h (FIG.49).

Os experimentos com propagac8o vegetativa por meio de
estacas ou cultura "in vitro" indicaram: que a presenca da gems
axilar & necessaria para que haja tuberizac8o nas estacas, porém
a gema axilar sd6zinha nfo & capaz de tuberizar. em cultura "in
vitro” a menos que reguladores de crescimento sejam aplicados. O
fotoperiodo de 18h foi o melhor para a tuberizacéo.



129

TRBELA 38 - Efeito do CCC sobre explantes-2 de S.allagophylla,
apos 60 dias em cultura "im vitro" com meio MS.,

,..--.-———.—...u.—..._____—....-...m_—-..a—_.._—--..__...q—m.——.._—_..—-..._—.w.—.—.————-——-..--._—--m—--...u._...._a....__w—m_

U T s e i e v o L i o o e B Rl i S e o ot e e m__..__m_.u.__.__...___....._—.....—.._....__.ﬁ._...,_-.__....-_...__-._--—

CONTROLE
ccc

peso da matéria fresca (mg)
196,1 b 17,5 a
£94,7 a 21,% a

CONTROLE
cCcc

Ppeso da matéria seca (mg)
13,3 b 1,4 a
45,4 a 2,6 a

T ML e o e e v M i i o S T e o i . P o o PO o e _.................__........_......__...,...._.____..__—u_--_m_.-.-——"_-uu__.m_-_-.....,

CONTROLE
CCccC

namero de gemas desenvolvidas
5,1 a

_.......-..u_.__-.p.._m—u-—-.m_u__”.__.“n—__.__...__-.....-._._..—'.......—.u.—...._....-.._...m._.u.._._....._-.__........,.....—......_....._—._.....

Valores correspondem as médias de 7 repeticgaes.

Medias seguidas com a mesma letra nio

estatisticamente entre si (teste T 5%)

diferem
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TABELA 39 - Efeito do fotoperiodo de 8 e 18h € do meio de cultura

No desenvolvimento de explantes-2? de 5. allagophylla, apos 4
meses.

peso da'matéria seca da parte aérea (mg)

MS 4,80 a A 17,06 a B
BS | 4,79 a A 23,97 a B
BS5 (50%) 4,20 a A 17,69 a B

peso da matéria seca da raiz (mg)

MS 0,45 a A 1,17 a A
BS 1,38 b A 4,49 b B
BS (50%) 1,15 b A 3,17 b B

numero de pares de folhas

MS 17,60 a A 15,80 a A
BS 7,40 b A 13,40 a B
BS (50%) ; 11,80 aba 13,40 a A

Valores correspondem &s médias de S repeti¢des.

Letras npinusculas correspondem a diferenga significativa a
nivel de 5% entre os meios de cultura, e letras maivsculas,
correspondem a diferenga significativa a nivel de 5% entre

os TfTotoperiodos (teste Tukey).
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4. DIBCUSSXD

As plantas de Sinningea allagophylla crescendo no
cerradc de Moji-Guagu (SP) apresentaram um ciclo fenolégico bem
definido com um periodo de dorméncia de 5 meses durante © periodo
mais frio ® seco do ano (outono e inverno). Nesta fase ocorreu a
senescéncia de toda & parte aérea Que, mesmo estando seca, se
manteve presa ao 'Organ subterrineo espessado. No final de
agosto, antes das primeiras thuvas, uma ou mais gemas do Orgio
subterr3neo espessado brotaram, desenvolvendo rapidamente nova
parte aérea. A perda total da parte a¢rea n3o ocorre em todas as
espécies herbaceas de cerradosg como exemplo pode-se citar
Ghomphrana prostata, que sofre apenas uma parada de crescimento
neste periodo (FIGUEIREDD, 1993). '

Us xilopddios e cutros 6rg¥os subterr3neos espessados
do cerrado s3o vistos como Orgdos capazes de sobreviver aop
periodo da estacdo seca gque & de 4 a 5 meses (RIZZINI &
HERINGER,1961; RATTER et al. ,1973; MEDINA, 19B2) em virtude da
capacidade de armazenar grande quantidade de dgua. 0 conteudo de
Agua nos xilopddios e em outros Org3os subterraneos espessados
pode variar de 40 a 96% do peso fresco (FIGUEIREDO-RIBEIRO et
al., 198B6) dependendo do grau de lignificag3o (RIZZINI, 1965). Em
plantas adultas de g, allagophylla coletadas no campo, a
variag¥o do conteudo de agua foi de 80 a 857 nos diferentes
estadios fenoldgicos. Pequenas variag8es do conteudo de dgua
também foram encontradas em Dutras espécies herbaceas do cerrado
como Lantana montevidensis e Isostigma peucedanifolium, que
permaneceram entre 59 a 65% e 55 g3 S56%, respectivamente
(COUTINHD, 1976).

FIGUEIREDO (1993) relacionou o teor de umidade de
xilopddios de Gomphrena prostata com a idade da planta. Assim
plantas Jjovens apresentavam um teor de umidade alto, cerca de
83%4, que declinava gradativamente, chegando a &6% de umidade
antes do periodo da seca. Jé& em Pilantas adultas o teor de umidade
dos xilopodios de G, prostata se manteve constante ao redor de

56%. Em plantas jovens de S. allagophylla crescidas em Casa de
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vegetagio também houve pequena reduc¥o do conteudo de dgua com o
aumento da matéria seca do O6rgio até os 4 meses de idade,
mantendo—se pPostericrmente entre 83 a 88%4 de umidade. As
porcentagens de umidade do 6rg¥o subterr3nec espessado de plantas
de 8. allagophylla coletadas no campo e na casa de vegetacgio
foram semelhantes, mesmo estando sob regime hidrico diferente.
RAWITSCHER (1948) sugere que as pequenas flutuacSes no
contéudo de agua se devam ao fato dos xilopddios serem protegidos
ﬁcntra dessecagdo durante 8 estagdo da seca. As gemas
desenvolvidas na brotagdo de S. allagophylla s3c as mais centrais
e s3o desprovidas de catéfilos ou tunicas, estruturas comuns em
espécies do cerrado e que t8m sido interpretadas como elementos
de protegdo contra a seca, o fogo e o calor (COUTINHO, 1976).
0Os orgios subterr3neos espessados de S. allagophylla
foram encontrados no cerrado a uma profundidade de 10cm; nesta
profundidade muitas espécies gedfitas e hemicriptédfitas sofrem
stresses hidricos todos os anos, devido & profundidade do lengol

fredtico e 0 n3do desenvolvimento de sistemas subterraneos muito

profundos (MANTOVANI & MARTINS, 1988). Em plantas de §.
allagophylla, obtidas a partir de sementes e crescendo em cass de
vegetagio observou-se o aprofundamento gradative do OGrgio
subterraneo no 5010, uma caracteristica do crescimento,

importante para a sobrevivéncia da espécie, j4 que a superficie
do solo e mais seca. Em algumas espécies herbaceas perenes oS
bulbos apresentam raizes especializadas contracteis que
aprofunda—-os no solo, como no caso de narcisos {CHAN, 1932 in
ESAU, 1976), entretanto nenhum estudo para determinar esta
especializacdo das raizes de S. allagophylla foi efetuado.

t.ogo apts a brotagcdo de S, allagophylla no cerradeo, ja
s¥o obserwvados sinais de florag3o e em um més & planta formé o
escapo floral, gue em dois meses frutifica. A populacic de §,
allagophylla observada n3c apresentou sinais de reproducio
vegetativa, comum em espécies de cerrado, como por exemplo em
rizoforos de Vernonia herbAcea (MACHADD DE CARVALHO & DIETRICH,
1993). No entanto, a produc3oc de sementes de S. allagophyllia foi
farta no periodo de novembro a dezembro. Suas sementes

quiescentes muito pequenas & em grande numero foram dispersas
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durante & estacdo chuvosa, poreém n3o foi possivel observar neste
periodo pléntulas em desenvolvimento no ambiente natural. A
desproporgido entre o numerc elevadissimo de sementes produzidos
por certas plantas, o0 numerc muitc menor de sementes germinadas e
¢ numero menor ainda de plantulas sobreviventes ¢ de ocorréncia
frequente em espécies do cerrado (LABOURIAU,1966). Apesar da
intensa destruic¢do de plantul as recem-germinadas mesmo no periodo
das chuvas, n3o se pode negar a importdncia da propagagio por
sementes {RIZZINI, 1979). Varios autores salientam que a
germinac¥o em condig8es naturais de cerrado ocorre em maior
porcentagem em locais com atenuagdo da insolag3oc e no periodo
chuvoso (RIZZINI & HERINGER, 1962; LABOURIAU et al., 1964) Em 8,
allagophylla, uma unica vez, foram observadas cinco plantas com
cerca de cinco centimetros de comprimento, apresentando org3los
subterrdneos espessados de menos de um centimetro de didmetro. Em

experimentos feitos em casa de vegetacgdo, comparando o
crescimento da espécie em estudo em solo de cerrado e  em solo
adubado, indicaram claramente que © crescimento dos orgios
subterrdneos espessados & lento no solo de cerrado. Portanto fica
dificil afirmar se estas plantas encontradas tiveram um lento
crescimento, Jjé& tendo passado por periodos de seca e de inverno
ou s eram resultado de germinagdo rabida,seguida' de rapido
crescimento no periode das chuvas, visto que estavam crescendo
praticamente no folhedo, pouco enterradas no solo.

A populagidc de plantas de B, allagophylla observada
quanto aos aspectos fenoldgicos no cerrado, foi escolhida entre
as plantas qQue se encontravam em floracdo e com isto ficavam de
fora plantas mais jovens que apresentavam 6rgios subterrdneos
espessados menores e que n3o floresciam. 0 fato de plantas mais
jovens n3o florescerem, também foi observado nas plantas mantidas
em casa de vegetagido, durante o primeiro anmo do seu ciclo
fenologico. A partir do segundo ano algumas plantas do 1lote
floresceram (30%) e no terceiro ano cerca de &5%. Plantas de
Gomphrena prostata desenvolvidas a partir de sementes também n3o
floresceram durante o primeiro periodo de crescimento
(FIGUEIREDO, 1993).
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A0 contraric de ocutras espécies herbAceas de cerrado
que apresentam dificuldade na produglo de senentes -
multiplicagio das plantas via reproducio sexuada (HADDAD, 1991),
S. allagophylla prestou-se bem a multiplicagio das plantas
através de sementes em casa de vegetagdo; as dificuldades
encontradas na fase inicial de desenvolvimento foram contornadas
com esterilizag¥o do sclo, uso de sombrite e regas feitas com
nebulizador. 0O acdmpanhamanto simult3neo do crescimento de 8.
allagophylla, tanto em cerrado, ctomo em casa de vegetacio,
permitiy determinar as fases fenoldégicas, evitando-se assim a
aplicagdp de requladores de crescimento em momentos em que a
planta passava por mudangas no padr3o de desenvolvimento,.

Em vista das condicSes adversas encontradas na faixa
superficial de solo onde se estabelecem as sementes de 8.
allagophylla, o desenvolvimento rapide do o6rgio subterrdneo
espessado torna~se um mecanismo que garante a schrevivéncia da
espécie. As sementes de S. allagophylla ndo apresentam
mecanismos de controle de germinac¥o como outras espécies de

cerrado gue apresentam mecanismos de dorméncia descritos por

LABOURIAU (1966). Suas sementes diminutas apresentam cotiledones

pouco desenvolvidos que adquirem coloracdo esverdeada mesmo antes
de perderem a testa. Entre Os padrdes de comportamento inicial
das plantulas sugeridos por LABOURIAU (1966), S. allagophylla se
enquadraria melhor entre as plantas que desde cedo produzem
orgdos subterraneos espessados. Em experimentos sob condigdes
controladas de luz e temperatura, as sementes de §, sallagophylla
germinaram tanto na luz como no escuro apos sete dias de
embebicgic, sendo que no 21 dia de germinaclo, sob 14h de luz e
temperatura constante de 259C, as plantulas ja apresentavam osg
primeiros sinais de espessamento da regido do hipocttilo, sendo
detectado no localr grdos de amido, indicando iniciacdo da
tuberizagdo.

Embora a inducdo e a iniciagdo da tuberizac3o estejam
intimamente ligados, 3o processos fisiologicamente diferentes
(VREUGDENHIL & STRUIK, 1989). Induc3o ¢ a mudanga nos niveis de
um ou mais fitorménios. Como resultado, novos org3¥os ou partes da

planta podem ser iniciados, mas outras varias caracteristicas da
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planta tambeém podem mudar, como o éngulo da folha ® © &longamento
dos entrenods {VREUGDENHIL & STRUIK, 1989). Entretanto, inducio w
iniciagdo =Yoo dificeis de serem Separadas experimentalmente,
assim no presente estudo a iniciaclio foi detectada pela formacio
de gri¥os de amido na regido hipocotilo, que ¢ & regilo onde
inicia o espessamento. UBQTA*SASAMOTD & SUZUKI (197%9a),
utilizaram F deposigico de amido como' uma caracteristica
bioquimica na investigacdo do mecanismp de diferenciag3o de
tubérculos de Solanum tuberosum. Nesta mesma espécie STEWARD gt
al. (1981) cbser&aram Que no desenvolvimento de tubérculos, a
divisdo celular, o alargamento das células e a deposic3o de amido
ocorrem muito cedo durante sua iniciag3o, porém a ordem destas
mudangas N30 foi estabelecida. DUNCAN & EWING (1984) estudando as
mudangas anatomicas em estacas de Solanum tuberosum
estabeleceram. Que a deposicgdc de amido e a mitose s¥0 as
primeiras mudancas detectaveis anatomicamente, associadas com a
iniciagdo da tuberizag3o. OBATA-SASAMOTO & SUZUKI (1979,
utilizaram a deposicdo de amido como uma caracteristica
bioquimica na investigacdo do mecanismo de diferenciagio.

No estudo do proceséo de tuberizacio muitos fatores
como fotopericodo, temperatura, nutricgdo e 5ubstanc1as reguladoras
de crescxmenta tém sido indicados como responsaveils pelo controle
da indugio da tuberizacgdo.

No présente estudo o fotoperiodo _téve efeitos
significativos no desenvolvimento de plantulag. de 8inningea
allagophylla. O fotoperiodo de 18h promoveu a tuberiza¢do, o que
foi detectado pelo aumento do diametro do hipoctdtilo e pela
presenga de grdos de amido. J& o fotoperiodo de Bh inibiu a
tuberizacio;g houve também diminuic3o do peso fresco e seco da
plantula, quando comparada com as plantulas crescendo sob 18h de
luz. A altura da plantula foi promovida em fotoperiode de 8h
apesar de n3o ter ocorrido um aumente concomitante no numero de
pares de folhas. Apesar do fotoperiodo critico para & tuberizagio
de 8. allagophuylla ni¥o ter sido determinado, aparentemente ela
se comporta como uma planta de dia longo para a tuberizagio.
Frequentemente, fotoperiodo curto induz a tuberizac¥o, comc em

Solanum tuberosum (EWING, 1978). Em Achimenes, uma Gesneriaceae
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nativa do Mexico ao Brasil, os fotoperiodos longos (16h)
aumentaram a altura, o peso de matéria S8Ca, 0 numero de flores e
aceleraram a antese, enquanto que fotoperiodos curtos (8h),
dependendo do cultivar, aumentava © numero de rizomas
(VHALOS, 1990a). Apesar da tuberizagio na maioria das especies
cultivadas ser induzida por fotoperiodos curtos, a tuberiz_a;:c& de

S. allagophylla em fotoperiodos longos estd coerente com as

condicgSes ambientais encontradas pela semente no momentp da

dispersio no campo, Que oCorre nos meses gde dezembro, janeiroc e
fevereiro. Este periodo & uUmido e portanto favoravel &
germinagdo da semente, que ocorre apos 7 dias de embebigdo sob
condigdes controladas. Neste periodo o fotoperiodo ¢ longo (14h
de luz corresponde ao maior fotoperiodo para a latitude 23029
Sul) condicdIo favorével a tuberizagdo, que ¢ observada apts 21
dias apos a germinagio, garantindo assim, o estabelecimento da
especie.

No entanto, quando as sementes foram semeadas
diretamente nos vasos no m&s de abril (fotoperiodo de 11,5h)
ocorreu  tuberizag3o. Também, em um experimento n3o apresentado,
gquando plantulas gque n3o apresentavam qualquer sinal de
tuberizagdo mantidas por 28 dias em c3mara de crescimento sob Bh
de luz foram transferidas para a casa de vegetagdo, sem controle
de temperatura e com intensidade luminosa 10 vezes maior
(305}1}1}01/5\2/599) qQue & intensidade luminosa das camaras de
crescimento, as plantulas rapidamente apresentaram um aumento no
didmetro do hipocdtilo e grios de. amido na regi3o de
espessamento. Uma condigl3o desfavoravel a fotossintese, como a
baixa intensidade luminosa, poderia ter afetado a formac3o do
orgdo subterrdneo espessado nas pl3ntulas de S. allagophylla,
como ocorre em Solanum tuberosum onde a tuberizac3o dependente
da acumulagdo de fotoassimilados nos tecidos de reserva do
tuberculo (OBATA-SASAMOTO & SUZUKI, 1979a)

Quando as plantulas de S. allagophylla cresceram sob 8h
de 1luz, complementadas por 10h de baixa intensidade, houve
inibigdo no desenvolvimento geral da plantula, o peso da matéria
fresca e s€ca & 0 numero de pares de folhas foram menores quando

comparados com as plantulas mantidas =sob 18h de luz de



intensidade luminosa mais alta. Os valores de peso fresco e seco
obtidos em plintulass crescidas sob 8h mais 10h de luz de baixa
intensidade foram compardveis aos obtidos em experimentos em que
as plantulas eram crescidas sob 8h de luz, entretanto ocorreu
formagio de amido. Nas pldntulas mantidas sob Bh de luz mais 10h
de baixa intensidade apesar do dismetro do hipucdtilo n3o ter se
alterado 42 dias apos a germinacdo haviam gridos de amido nesta
regilo, indicando que provavelmente houve apenas um atraso na
tuberizagdo. Infelizmente a metodologia de estudo utilizado para
plantulas - de 8., allagophylla foi inadequada para periodos mais
longos do que 42 dias, n3o tendo sido possivel acompanhar o
crescimento destas Plantulas a fim de verificar se =}
espessamento do hipocétilo ocorreria. Provavelmente a diminuic¢3o
na formag¥oc de fotoassimilados quando em baixa intensidade
luminosa e o fotoperiodo de 8h s3g fatores independentes no
processo de tuberizagio da espécie. Observac3o semelhante foi
feita em Achimenes, onde O peso seco de rizomas e o numero de
flores aumentou com o fotoperiodo de 1&6h de luz quando- comparado
com o fotoperiodo de 8h, porém o autor nio estabeleceu se o
efeito da luz sobre o peso seco do rizoma e o numero de flores
foi devido a duragdo do periodo de luz ou pela quantidade de
energia dada a planta, j&4 que esta varia proporcionalmente com o
comprimento do dia (VLAKDS, 1990b). Por fim, quando as plantulas
de 8. allagophylla cresceram em camara de crescimento com
fotoperiodo de Bh e temperatura constante de 25°C, porém sob
irradiﬁncia de 79}J.mol/m2/$, O dobro da intensidade das c3maras
Forma Scienfific onde até ent3o tinham sido desenvolvidos os
ensaios, ndo houve deposigdo de gri3os de amido ou espessamento do
hipocotilo, confirmando o efeitoc inibitorio do fotoperiodo de 8h
de luz sobre a tuberizag¥o da espécie.

Uma outra possibilidade que explicaria a tuberizacio
das plantulas sob 8h de luz quando transferidas pPara casa de
vegetagdo sob igual fotoperiodo, ¢ o efeito da temperatura. A
induc3¥o da tuberizagXo também & controlada pela variagdo de
temperatura. Em Achimenes o peso de matéria seca dos rizomas
aumentava com o aumento da temperatura de 17 para 219C, poreém ao

mesmo tempo, havia uma diminuig3o do numero de rizomas (VLAHOS,
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1990a). Em Solanum tuberosum o aumento da temperatura inibiu a
fotossintese (WINKLER, 1971), &4 inducglo ~da tuberizagio
(GAWSRONS KA et al. 1984), ® o desenvolvimento do tubérculo
(KRAUSS & MARSCHNER, 1984). Todous os ensaios com plintulas de S.
allagophullla feitos em camara de crescimento foram & temperatura
constante de 25°C . Quando as plantulas foram transferidas para
casa de vegetacdo sob fotoperiodo de 8h, as plantulas ficaram
sujeitas as variag3es diurnas/noturnas de temperatura, o que
poderia induzir a tuberizag3¥o. O termoperiodo 22/14°9C (&/76h)
também favoreceu a iniciagc¥o e o aumento da matéria seca de
tubérculos de Solanum tuberosum, nio afetando o peso da matéria
seca no caule ou raizes (CAD & TIBBITTS, 1992),

Em S. allagophylla, o fotoperiodo também teve efeito
sobre o desenvolvimento da planta a partir dos 4 meses de idade
ate a entrada de dorméncia do dérg3oc subterraneo espessado.
Fotoperiodo de 18h promoveu o crescimento do tubércule, o que foi
observado no di3metro, volume e peso da matéria seca, Qquando
compar;adcp com o fotopericdo de Bh. A altura das plantas foi maior
devido ao© alongamento dos entrents, porém este aumento se

refletiu no peso da matéria seca da parte aerea, gque foi maior

nas plantas sob fotoperiodo de 18h. Em Calathea allouia

{(Marantaceae), uma espécie tropical que apresenta rizomas e
raizes tuberosas o© fotoperiodo longo (20h) promoveu maior
desenvolvimento da parte aerea pela promocio da brotagic das
gemas (BUENO,1989). Promo¢3o no numeroc total de folhas, area
foliar e peso da matéria seca por fotoperiodos longos também foi
observado em Stevia rebaudiana (METIVIER & VIANA, 1979), em milho
(TOLLEMAR & HUNTER, 1983; RUSSEL & STUBER, 1983) e Pachyrrhizus
tuberosus (ALVARENGA & VALIO, 1989).

Em plantas de 8. allagophylla o fotoperiocdo longo
atrasou a senescéncia e perda da parte sérea e consequentemente a
entrada da dorméncia do orgdo subterrd3neoc espessado.

A razio peso do orgido subterrianeo espessado/planta
toda, em plantas de 8. allagophylla sob Bh e 1Bh foi semelhante
ao longo do tempo, o que concorda com as dosagens do contetdo de
amide do ©rgdo subterrdneo espessado que fol igual nos diferentes

tratamentos. Porem o conteudo de agucar soluvel foi menor
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nagueles ©Orgdos sob 1B8h de luz. Provavelmente o carboidrato
soluvel estaria sendo consumido para o desenvolvimento maior da
parte aérea. Segundo SMITH (1968) tratamentos que aumentam a
fixagio de carbono pela fotossintese, como por exemplo, alta
irradid3ncia ou fotoperiodos longos, também levam & uma maior
acumulagdo e formagdo de pol imeros maiores, o que foi confirmado
para rizoforos de Vernonia herbécea, onde houve um aumento no
contéudoe de frutanos e um aumento no seu grau de polimerizag¢io,
ﬁo periodo de verdo, quando o fotoperiodo & mais iongo (MACHADD
DE CARVALHO & DIETRICH, 1993). Varig¢8es no conteudo de
carboidratos de reserva de ©rg3os subterrdneos em espécies de
cerrado, foram também observadas em ‘Viguiera discolor, onde
ocorre diminuigdo dos oligossacaridecs durante as fases de
floragdo & frutificaclo (ISEJIMA & FIGUEIREDO—RIBE!RG, 1993).

Quandog usag{™™  estacas de folhas de §. allagophylla
foram utilizadas no estudo do efeito dotoperiodo na tuberizag¢lo
obteve-se uma pOrcenfagem maior de tuberizagdo naquelas que se
originavam de plantas sob 18h de luz, mesmo quando as estacas
foram transferidas para 8 h de 1luz, embora neste caso a
porcentagem de tuberizacglo tenha sido menor. Estacas que se
originaram de plantas mantidas sob 8h de luz ou transferidas para
geste fotoperiodo tuberizavam. éparentemente houve um efeito
promotor do fotoperiodo de 18h na tuberizagdo das estacas de
forma gradativa. De maneira inversa, em Solanum tuberosum '
estacas sob fotoperiodo longo (1i6h) so formavam tubérculos se as
plantas de origem recebiam fotoperiodos mais curtos do que o
fotoperiodo critico (EWING, 1987). O efeito do fotoperiodo sobre
8 tuberizac3o pode ser modulador. Assim em Callathea allouia
raizes tuberosas foram formadastanto em fotoperiodos longos como
curtos, porem fotoperiodos curtos anteciparam o processo (BUENO,
i989). Em Cyperus rotundus fotoperiodos curtos favoreram a
tuberizagdo e o fotoperiodo teve efeito gquantitativo (ALEIXO,
1979).

Quando o© fotoperiodo foi testado em explantes de &.
allagophylla crescendo em cultura "in vitro", socb 18h de 1luz
houve crescimento da parte aerea mais acentuado quando comparado

aps crescendo sob 8h de 1luz. CHARLES & ROSSINGOL (1992,
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estudando o crescimento de Solanum tuberosum "in vitro“
observaram que fotoperiodos mais longos (12h) ativaram o
crescimento, aumentaram a 4rea foliary outros fatores que
retardaram = a tuberizaclio em Solanum tuberosum foram: maiores

concentragSes de nitrogé@nio (meio MS) baixa intensidade luminosa
e lampadas fluorescentes brancas. Jé& em explantes de 5.
allaguphylla cultivados "in vitro", sob fotoperiodo longo e
baixas concentracses de ﬁitrog"énio (18h/B5), houve tuberizacg3o.
Determinar qual dos dois fatores foi responsavel pela tuberizacilo
é dificil em vista da forte interaclo entre fotoperiodo.
€ ga?m*’rﬁwi’o e m'r‘ﬁ)ﬂ'@nios

Ja estd bem estabelecido que os niveis enddgenos de
GAs variam em muitas plantas sob diferentes condi¢gdes
fotoperiodicas (DIGBY & WAREING, 1964). Em Solanum tuberosum a
aplicagdo de GAz nas folhas inibiu a tuberizac3o mesmo sob
condicdes indutoras de fotoperiodo (EWING, 1985). Guando expostos
a fotoperiodos curtos, fotoperiodo promotor da tuberizacldo nesta
espécie, OsS cloroplastos de folhas de Solanum andigena continham
menos subst3ancias com atividade giberelinica do gque os expostos a
fotoperiodos longos (RAILTON & WAREING, 1973).

Em plantulas de S. allagophylla a aplicagdo de GAx no
substrato prom‘mveu 0O crescimento em altura porém inibiu o
espessamento do hipocodtilo e a formac3o de grios de amido. Apesar
desse aumento em altura nas pla3ntulas tratadas com GAz, as
plantulas controle tiveram um peso de matéria seca maior. Em
pstoldes de Solanum tuberosum GAz inibiu a formacio de
tubérculos e a deposiclo de amido (LOWELL & BOTH, 1967). Esses
autores, baseados na aplicacg3o de 14002 sugeriram que (a]
tratamento com GAz aumentava a atividade metabdlica na regi3o
apical do caule, o qual se tornava um dreno, competindo com o©os
tuberculos ja iniciados. Em S. allagophylla o efeito inibidor
causado por GAg foi revertido guando suas aplicacSes niZo foram
feitas semanalmente. A aplicag3o de CCC inibiu o crescimento em
altura e promoveu o espessamento do hipocétilo nas plédntul as,
comprovando o efeito inibitério na tuberizagldo desta especie de
substd@ncias com atividade giberelinica. Em raizes de estacas de

Solanum tuberosum os niveis endégenos de GAs livres decresceram
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significativamente apés aplicaglo de CCC (GUINAZU et al., 1988).

‘No presente trabal ho também foi feita aplicacdo de GAx
em estacas de folhas, em explantes cultivados "in vitro" ® na
pianta adulta. Quando a aplicaglio foi feita em estacas, GAx
inibiu & tuberizagdo mas houve formagdo de calos. Em cultura "in
vitroY, Nos meios contendo este regulador de crescimento os
explantes desenvolveram folhas alongadas e finas. Ruando GAx foi
aplicado no Aapice caulinar das plantas de §. allagophylla ja
tuberizadésn teve efeito sobre o crescimento do caule occorrendo
um alongamento dos entrencos ' ' ‘ .y porem n3o houve
qualquer efeito inbidor sobre o desenvolvimento do tubérculo.
Quando comparou-se a razdo peso  do orgd3o - subterrdneo
espessado/planta  toda em plantas tratadas com 3 e 4 meses de
idade, observou-se que os menores valores foram nas plantas
tratadas aos 3 meses de idade. Talvez o efeito de GAx sobre o
crescimento do org3¥o subterr3@neo espessado seja maior em plantas
mais jovens. CCC também apresentou maior efeito em plantas jovens
sendo que & razio peso do 4rg3o subterrianeo espessado/planta toda
foi maior que a do controle.

Inibidores de crescimento como CCC e Paclobutrazol
foram aplicados apds a inmnduc3o da tuberizag3o em Bolanum
tuberosum, causando um decréscimo do crescimento da parte aérea e
aumento da matéria seca do tubérculo pela mobilizagdo de
assimilados e nutrientes para o tubérculo (DYSON, 1965).
Paclobutrazol teve efeito inibidor no desenvolvimento geral da
planta de §. allagophylla, o Que foi detectado pelo didmetro e
peso  da matéria seca da parte aérea e subterranea, porem as
gquantidades de amido no &rgl¥o subterridnec espessado  foram
comparaveis ao do controle. Em Solanum tuberosum, Paclobutrazol
aumentou © peso da materia seca dos tubérculos e o contéudo de
clorofila das folhas, aumentando em 60% a razio tubérculo/ parte
aerea, gue € acompanhada por um decréscimo nos niveis de agucares
nas folhas (BALAMANI & POOVAIAH, 1985).

Outra classe de fitormé8nios envolvida no processo  de
tuberizagdo € a das citocininas. O efeito promotor de BA no
desenvolvimento de plintulas de 8, allagophylla foi observado

apenas no espessamento do hipocétilo, porém a altura e o peso da
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matéria Tfresca e seca da plantula foram inibidos. Em plantas ja
tuberizadas com 4 meses de idade a aplicacio de BA promoveu a
necrose das folhas, um efeito inesperado, j& que as citocininas
530 conhecidas por inibir a senescéncia em folhas destacadas,
tanto na luz como no escurc (THIMAN, 1980), Em folhas (NIELSEN,
1990) e frutos (NIELSEN et al., 1991) de pimenta (Capsicum
annum), citocininas regularam a alocagido de carbono, A
distribuig3o espacial de zeatina e zeatina-ribosideo em folhas de
pimenta indica um envolvimento direto no processo de expansdo ou
na habilidade dos tecidos em reter metabolitos essencias a0
crescimento da planta (ULVSKOV, et al. , 1992). Em ensaios no
campo com Solanum tuberosum, OKAZAWA (1969) demonstrou o rapido
aumento da atividade citocininica em tubérculos jovens. Segundo
varios autores a funcdo das citocininas na tuberizagdo e no
crescimento do tubérculo consiste na regulacdo da divis3o
celular, formando um novo dreno de assimilac3o (OKAZAWA, 19&9;
PALMER & SMITH, 1949). SATTELMACHER & MARSCHNER (1978a),
relacionaram indugcdo da tuberizacglio em estolSes de Solanmum
tuberosum crescendo “in vitro", com a presenga de niveis
enddégenos de citocininas, quando o meio de cultura n3o continha
nitrogénioc. Além das variagSes na atividade citocininica,  os
autores observaram mudangas qualitativas no espectro de
absorbdncia de citocininas relacionando zeatina-ribosideo com o
processo de crescimento do tubérculo. Em cultura "in vitro" de S.
allagophylla com 2 meses de idade BA promoveu a tuberizacldo. Em
tultura "in vitro" de estolSes de Solanum tuberosum a tuberizacio
ocorre apos 25 diss somente se o meio for suprido de citocininas
e sacarose (EWING, 1987). Apesar do envolvimento das citocininas
na tuberizacdo varios autores n¥o a consideram como o fator unico
na formagdo de tubérculos. kUMAR & WAREING (1972) observaram Qque
a aplicag¥o de citocininas na ponta do estol¥o de Solanum
tuberosum, sob dias longos nXo causou tuberizag33o, mas converteu
estolSes em folhas. TIZIO & BIAIN (1973) trabalhando com a mesma
espécie obtiveram que além de cinetina, BA e ANA agiram de forma
similar, dinibindo ou estimulando a tuberizag¥o de acordo com a
concentra;ﬁo' empregada. Certamente o crescimento do tubérculo

envolve divisdo celular, a qual & promovida por titocininas nos
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tecidos meristematicos de varias espécies (WILKINS, 1985).

As auxinas tem sido usadas na agricultura como
promotoras de tuberizagdo. A pratica agricola de pulverizacdo de
2,4D (Acido 2,4~diclorofenoxiacética) em plantaces de batata
(BRISTOL ®t al., 1981) tem wido de importdncia econdmica, devido
a0 aumento de tamanho do tubérculo (NELSON & NYLUND, 1963) e da
produtividade (WORT, 1965). KUMAR & WAREING (1974) trabalhando
com estacas de Solanum andigena observaram que a aplicagio de AIA
) é-furfuril amino purina causava pequena estimulacio no
crescimento do tubérculo em baixas concentragdes, porém em altas
concentragdes  © processo era inibido. Em pl3antulas de §.
allagophylla a aplicagdo de AIA nAo teve efeito sobre a
tuberizag3do. QGuando AIB foi aplicado em estacas de folhas de §.
allagophylla houve promogdo do enraizamento, porém houve um
atraso na tuberizagio. Segundo MANGAT et al. (1984) quando
Solanum tuber{gsum foi cultivado "in vitro" em meio contendo 2,4D
houve um &Qg%p tamanho, do peso fresco e do conteudo de amido nos
tubérculos formados, porém quando as concentracdes de 2,4D foram
altas os efeitos foram drasticos afetando negativamente a
produgdo e a deposigdo do amido no tubérculo.

Neste trabalho o uso de plantas adultas para o estudo
da tuberizagdo de 8. allagophylla mostrou-se inadequado, ﬁnis
nenhum efeito sobre o crescimento do tubérculo foi observado nos
diferentes tratamentos. Poreém pladntulas e estacas de folhas
mostraram—se sistemas simples e que responderam aos tratamentos
efetuados. No caso de estacas qQue possuiam apenas uma folha e
gema axilar, havia apenas um ponto de crescimnento e
desenvolvimento do tubérculo e somente uma folha para a inducglo
fotoperiodica. GREGORY (1956) foi o primeiro pesquisador a
demonstrar o potencial de estacas de folhas de §. tuberosum como
um ensaio para indug3o da tuberizac3o. Mais recentemente &
teécnica com estacas foi aprimorada no estudo do efeito do
fotoperiodo (EWING, 1985) € do metabolismo de carboidratos
(SHERMAN & EWING, 1983) na tuberizaclo. Em 8, allagophylla as
estacas de folhas com gemas também for‘ah um material interessante
para a propagacdo vegetativa, porém houve dificuldades técnicas

no controle da oxidagdo das folhas, 0 que levou & morte dos
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tecidos. A adigdo de cisteina, um antioxidante, inibiu a oxidaglo
das folhas no controle, poreém n3o inibiu a oxidagio das estacas
tratadas com BA. A presenca da gema axilar pareceu ser primordial
para & tuberizaclo destas estacas.

Em Solanum tuberosum o crescimento do tubérculo a
partir de gemas axilares parece ser similar anatomicamente
(DUNCAN & EWING, 1984) e bioguimicamente (PAIVA et l,1983) aco
tubérculo formado na_plaﬁta intacta, que da mesma forma que as
estacas estio sob os mesmos fatores de controle de indu;ﬁo. Em S,
allagophylla, estacas de gema apical com folhas também
tuberizaram., A presenga da gema apical pode promover a8
tuberizagdo em estacas induzidas de Solanum tuberosum (KAHN et
41.,1983), embora haja evidéncias que sob condicSes n3oc indutivas
a tuberizacdio e favorecida pela excisdo da gema apical (HAMMES &
BEYERS, 197353 MENZEL , 1981). PEREIRA & VALIO (1984) trabalhando
com estacas de gema apical de Solanum tubsrosum obtiveram
tuberizagdo se elas fossem tratadas por periodos longos de
fotoperiondo curto (25 dias curtos). Os autores acima citados
sugeriram que altos niveis de GAs nas folhas em expans¥o da
regido apical poderiam inibir a tuberizac3o. Outra possibil idade
apresentada, seria que estas folhas nYo totalmente expandidas n3o
estariam aptas para receber o tratamento futbperibdico.

Outra observag3o feita no estudo da tuberizac¥o em
estacas de 8. allagophylla, foi a de que estacas mais Jjovens
tuberizavam mais facilmente do que estacas mais velhas. KAHN et
al., (1983) +trabalhando com estacas de Solanum tuberosum
observaram tuberizagdo tanto em folhas jovens como velhas, porém
as folhas mais jovens eram mais efetivas por unidade de area
foliar. Folhas isoladas de batata-doce (Ipomoea batatas L.) podem
formar tubérculos a partir de raizes neoformadas na base do
peciolo precedido por um rapido aumento do peso da matéria seca
do limbo foliar devido & acumulacio de fotoassimilados
(SILTHACHAKR et al., 1982). Os autores observaram que gquando a
superficie foliar era reduzida por excis3o, ocorria um atraso na
tuberizagdo, efeito semelhante ao de pequenas folhas jovens,
provavelmente por ndoc possuirem superficie assimilatoria

suficiente para que houvesse tuberizag3o.
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NIo houve nehuma evidéncia de que etileno esteia
envolvido no processa'de tuberizag¥o de €. allagophylla desde
que CEPA aplicado a planta adulta inibiu o crescimento da parte
aérea, avaliado através da reducio na altura e do peso da mateéeria
seca, como também do Orgio subterrineoc espessado avaliado atraveés
do seu diadmetro e do seu ‘VQ]QNE. Efeito inibitério do etileno
sobre a tuberizagdoc também foi observado em outras espeécies} como
por exemplo em estacas de folhas de Dahlia, onde durante a
iniciag3o da tuberizagdo nas estacas controle observou-se uma
diminuig¥o dos niveis enddgenos de etileno (BIRAN et al,1972).
CATCHPOLE & HILLMAN (1969) sugerem gue a inibig¢3o da tuberizacglo
em estolSes de Solanum tuberosum causada pelo CEPA ocorreu devido
a inibigdo da acumulag3o de amido nas gemas axilares.

Além do fotoperiodo e de reguladores de crescimento,
fatores nutricionais podemralterar 0 processo de tuberizacgio.
Plantulas de S. allagophylla tiveram BUS tuberizagio
intensificada em substrato pobre em nitrogénio, nesta condigSes o
didmetro do hipocotilo e o peso da matéria seca da plantula foram
maiores em plantulas com 42 dias de idade crescendo em terra de
cerrado. Tem sido enfatizado gQue nitrato frequentemente possui um
papel no controle de processos que envolvam  formac3o de
estruturas dormentes como na formagdo de bulbos de cebola
(TREWAVAS , 1983); assim altos niveis de nitrogénio evitaram a
iniciaci¥o de bulbos quando sob fotoperiodo nXo indutivo, porem
sob fotoperiodos longos o suprimento de nitrogé&nio n3o teve
qualquer efeito (SCULLY st al., 1945). Em condigBes de campo o
cultivo de c¢ebola com alta densidade populacional, provoca o
esgotamento de nitrogfnio no solo mais rapidamente, havendo
promogdo da formag3o de bulbos (MONDAL et al., 1984). No presente
trabalho em explantes de 6. allagophylla cultivados "in wvitro”
em meio de cultura contendo baixas concentracSes de nitrogénio,
houve  um aumento de area foliar, apesar de n3o ter sido
observado aumento concomitante do peso da matéria seca; houve
tambem aumento no peso da matéris seca dasc raizes, Apts 1BO dias
304 dos explantes em meio B5 e fotoperiodo de 18h, haviam
tuberizado. U demora na tuberizag3¥o sugere um efeito indireto

das baixas concentragSes de nitrogénio, através do aumento dos
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niveis ernddgenos de citocininas, j& que segundo SITTON et al,
(1967), © local de sintese deste fitormdnio & nas raizes. VON
MELTZER (1992) relacionbu os niveis de nitrogfnio &« o conteudo de
sacarose no meio, concluindo gue para ocorrer tuberizaclo era
necessadrio um decreéscimo de nitrog®nio no meio @ que sacarose de
47 diminuia o0 efeito inibitdrio da tuberizaglo que ocorre em
altas concentragdes de nitrog@nio.

Como em outras espécies que apresentam org3os de
reserva, as mudangéa morfologicas e fisiolégicas que ocorrem
durante o© crescimento de §. allagophylla, também foram afetadas
por condigdes ambientais como fotoperiodo e suprimento de
nitrogénio, ou pela aplicac3o exbdgena de substancias reguladoras
de crescimento. Estd claro gue GAx inibe a tuberizagdo da especie
estudada e BAR promove © espessamento do hipocotilo, ambos
afetando ©S processos iniciais de tuberizagdec ainda quando
plantula, Jj& que essas subst3ncias reguladoras de crescimento nio
afetaram o© crescimento do érg3o subterraneo espessado em plantas
adultas. Com certeza para 8, allagophylla n3o existe um fator
unico de tuberizac3do, na verdade os fatores ambientais devem
interagir, alterando os niveis enddgenos dos fitohormdnios e o
balangp entre inibidores e promotores & que deve desencadear as
mudancas morfologicas e fisiolégicas para a formag¥o do org3o
subterrineo espessado. A rapida germinag¥o e tuberizacic se
mostraram como um efetivo mecanismo de adaptag¥o &as condicS8es
adversas que as plantas Jjovens de Sinningea allagophylla

encontram No seu habitat natural do cerrado.
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5. RESUMO

Muitas das plantas herbéceas perenes do cerrado
apresentam O6rglos subterrfneos espessados gue se mantém dormentes
durante o periodo de seca e de frio. Assim para estas espécies o
pProcesso de formaglio destes 6rg&oe subterréneos garante a
sobrevivéncia da planta. A inducBo e iniciacBo do Srg8o
subterréneo muitas vezes estd na dependéncis de fatores
ambientais. Oe fatores male estudados s8Bo o fotoperiodo,
temperatura e o suprimento de nitrogénio.

Sementes de 8, allagophylla germinam prontamente, msendo
que apbées 21 dias hé sinais vieiveis de tuberizacBo, como o
esumento do diémetro do hipocé&tilo e s presenca de grBoe de amido
nesta regifio. Fotoperiodo de 18h, baixos niveis de nitrogénio no
substrato e aplicacBio de Dbenziladenina s88oc promotorees da
tuberizac&o, enquanto que fotoperiodo de 8h e aplicacBo de &cido
giberélico 880 1inibidoree deste processo.

Estaca de folha é um materiel interessante para o
estudo da tuberizacBo de 8. allagophylla .0 fotoperiodo de 18h é
promotor apesar de também ocorrer tuberizac8o em menor proporcio
nas estacas mantidas em fotoperiodo de 8h. A presenca da gema
axilar ou &apicsl €& primordisl para a formagcBo do SrgBo
subterrfineoc espessado, sugerindo que estes locals contenham um
fator indutor da tuberizacBo. Porém, quando apenss 88 gemas
sxlilares 880 mantidas em cultura “in vitro® em meio MS =&
tuberizac8o 86 ocorre ge o0 meio de culturs contiver
benziladenina.

N&c h& promoc8io do crescimento do 6rg8o subterréneo
espessado quando reguladores de crescimento s8o aplicados em
plantas jJ& tuberizadas ou quando mantidas em fotoperiodos de 8 ou
18h. Efelito promotor esobre o crescimento da parte aérea e
inibidor sobre o8 nivels de carboidratos do tubérculo ocorrem
quando &cido giberélico &€ aplicado na gema apical, sugerindo uma
alocacBio de fotoassimilados para & parte aéreas em detrimento do
6rglo subterrénec espessado.
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Os dados sugerem que em s. allagophylla,
provavelmente, o balango entre inibidores e promptores controle.
0 processo de tuberizacdo na PliEntula; assim os niveis endogenos
de giberelinas seriam baixos e a presenca de um promotor
desencadeada por uma condigdo indutiva seria necesséria para

ocorrer & tuberizacdo no inicio do desenvolvimento da pidntula.
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