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I. INTRODUCAO
F

1. Enraizamento: aspectos gerais.

A propagagao vegetativa de plantas superio
res ocupa um papel fundamental na horticultura, tornando pos
sivel a obtencao de plantas geneticamente uniformes, descen
dentes de uma planta seleciocnada.

Sao varios os métodos utilizados em reprodu
cao vegetativa, sendo o da propagagao por éstacas e folhas
isoladas um dos mais antigos e importantes.

A capacidade de regenerar ralzes varia gran
demente com a espécie em questao, fato este que colaborou pa
ra que muitas pesquisas fossem desenvolvidas nesta area. Re
sultados destas pesquisas aparecem em varias revisoes como
LIBBERT (1956b), LIBBERT (1957, <n GAUTHERET, 1969), CHAMPAG
NAT (1961), DORE (1965), TORREY {(1965) e HESS {(1969).

Ja em 1905, McCALLUM (in DORE, 1965) mostrou
a facilidade que algumas plantas possuem em produzir ralzes
em estacas, quando estas sao conservadas em condigdes favord

veis. A formagao de ralzes em estacas e folhas isoladas & um




dos processos mais importantes que leva ao desenvolvimento
de uma nova planta a partir de um drgdo injuriado, pois sao
as raizes que irdo assegurar o suprimento de agua e nutrien
tes, antes qgue ocorra a regeneracao de gemas adventicias
(FERNQVIST, 1966).

Além de sua importancia na horticultura, a
manipulagao de partes isoladas de plantas mostra-se vantajo
sa em estudos fisioldgicos nos quais a utilizagdo da planta
intelra se torna impraticdvel. Varias partes de plantas ja
foram usadas para esta finalidade, sendo que as folhas e co
tilédones enraizados tém a vantagem de serem sistemas comple
tos, apresentando uma fonte de produtos fotossintéticos e
uma fase final de utilizagdo dos materiais fixados (ZAIDAN,
1976). Além disso, o uso de folhas isoladas, nas quais exis
te a possibilidade de desenvolvimento de um sistema radicu
lar independente, evita a mobilizacdo de fatores nutricio
nais para outras partes da planta, tornando possivel o con
trole da atividade metabdlica da 13mina foliar (STUART,
1938).

Sao muitas as espécies vegetais cujas folhas
enraizam logo apds o destacamento da planta-mie. Folhas de
Bryophyllum e Kalanchde possuem gemas pré-formadas na margem
da lamina, as quais d3o origem a novas plantas:; em Begonia
folhas isoladas, quando colocadas sobre solo molhado e numa

atmosfera umida, formam gemas adventicias a partir de célu




las epidérmicas, regenerando novas plantas (ZAIDAN, 1976).

LINDEMUTH (1903, <n GREGORY E SAMANTARAI,
1950) cita vinte e oito espécies, cujas folhas destacadas
formam raizes dentro de um periodo de sete a vinte e quatro
dias guando colocadas com s peciolos inseridos em areia Gmi
da. Este mesmo autor afirma ainda que folhas isoladas e en-
rajzadas de Citrus e Camelia sobrevivem varios anos sem que
haja formagao de gemas.

O processo de enraizamento pode ser separado
em trés fases: desdiferenciagao celular, iniciagdo do primdr
dio radicular e desenvolvimento deste primdrdio. Quando a es
taca ou folha & isolada da planta, o tecido vegetal sofre
uma injuria. A partir dai, pode ocorrer desdiferenciacao ce
lular no Orgao isolado e conseqiente iniciacdo do primdrdio
radicular. Entretanto, estas duas primeiras fases nao estio
obrigatoriamente relacionadas com a injuria causada pelo iso
lamento da estaca ou folha, pois o primdrdio radicular pode
se encontrar- pré-formado nas plantas, permanecer dormente
até que o isolamento da estaca ocorra e sb entdo desenvol
ver-se (FERNQVIST, 1966).

No processo de iniciacao e desenvolvimento
de raizes, estao envolvidos muitas substdncias e fatores, se

jam eles endogenos ou exdgenos.




2. Fatores envolvidos no enraizamento.
2.1. Influéncia de fatores ambientais.

Fatores ambientais influenciam grandemente
0s processos fisiolbgicos em uma planta, ativando ou inibin
do reagoes bioguimicas que ai ocorrem, por exemplo. Esses fa
tores também exercem influéncia sobre a desdiferenciagao ce

lular e, conseqlientemente, sobre a iniciagao e o crescimento

de raizes em estacas (NITSCH, 1963). Portanto, para efeito
de propagagao ou para estudos fisioldgicos, as condigoes de
cultura do material utilizado tornam=se bastante importan=-
tes. |

Dos fatores ambientais qué influenciam a
iniciagao de raizes - luz, temperatura, aeragao e pH do meio
e suprimento adequado de agua - a luz parece desempenhar pa

pel principal (HESS, 1969).
2.1.1. Luz.

GREGORY E SAMANTARAT (1950) verificaram que
© peso das ralizes produzidas em folhas destacadas de FPhaseo
lus vulgaris & proporcional 3 quantidade de luz recebida dia
riamente. De acordo com esses autores, o enhraizamento destasg

folhas parece estar relacionado com a atividade fotossintéti




ca das mesmas.

A demonstragao de que os assimilados podem
se tornar fator limitante para o enraizamento foi feita por
diversos pesquisadores que trabalharam com diferentes espé
cies (HOWARD E SYKES, 1966; MOORE E LOVELL, 1970; NANDA E
ANAND, 1970; ALTMAN E WAREING, 1975;VEIERSKOV et al., 1976).
Mais recentemente, ELIASSON (1978) demonstrou que deficién
cia de produtos fotossinteéticos, provocada em estacas prove
nientes de plantulas de Pisum sativum cultivadas no escuro
ou em baixa irradiagao, afetou negativamente a formagao de
raizes. A adigao de agflicar substituiu parcialmente a luz, au
mentando o nimero de raizes formadas em condicdes de baixa
irradiacao.

A presencga de luz &, portaﬁto,sem davida ne-
nhuma, um fator importante no controle da formagido de ralzes
(MOORE E LOVELL, 1970; 1972; ELIASSON, 1978: STROMQUIST E
ELTIASSON, 1979; ELIASSON E BRUNES, 1980)., Uma demonstragéo
nitida deste fato foi ainda feita por LOVELL et al. (1972;
1973), na qual uma inibigao na formagdo de raizes por sacaro
se, observada na luz, transformou-se em promogao quando as
estacas permaneciam no escuro.

O efeito da luz no enraizamento &, todavia,
muito complexo. Nem todas as espécies respondem igualmente
ao aumento de luz, devido ao fato de possuirem diferentes re

servas de carboidratos e eficiéncia fotossintética. Embora




seja possivel verificar uma corrclagio direta entre formagao
de raizes e guantidade e qualidade de luz recebida, o proces
so de formagao do primdrdio radicular ou o crescimento do
primérdio ja diferenciado podem ser inibidos pela luz. A ilu
minacac direta na regido onde estdc se formando os primdr-
dios pode inibir fortemente o processo (GALSTON, 1948; SHA
PIRO, 1958; KAWASE, 1965; ELIASSON, 1978; ELIASSON, 1980 e
HUSS-DANELL et 7., 1980).

A qualidade da 1luz também pode afetar o en
raizamento., FLETCHER et al. (1965) verificaram que, em seg-
mentos de plantulas de feijao, os comprimentos de onda refe
rentes ao azul e vermelho longo sac inibitdrios, enguanto a
luz vermelha € promotora.

WENT E THIMANN (1937) mostraram gue, em P,
sattvum a iluminagao de segmentos caulinares estiolados por
diferentes comprimentos de onda inibiu a formagao de raizes.
Se os segmentos possulam folhas, o0 mesmo processo era promo
vido pela luz. Deve-se, portanto, distinguir o efeito da luz
mediado pelas folhas do efeito da iluminacdo nos tecidos que
regeneram as ralizes (MEVIUS, 1930 <n FERNQVIST, 1966).

Outro caso de inibigao por altos niveis de
ilumina¢ao foi verificado por MOORE E LOVELL (1972) em coti-
lédones de Sinapie alba.

0 papel da luz na rizogénese esta em parte

ligado a atividade fotossintética dos cotilé&dones, pois gquan




do foi aplicado um inibidor de fotossintese (DCMU), houve
inibigao de enraizamento, mesmo na luz, exatamente como ocor

ria com a remogac da lamina cotiledonar (LOVEL et al.,

1972,
2.1.2. Temperatura

As diferentes espécies de plantas exigem um
otimo de temperatura diferente para o crescimento e isto po
de ser importante para o enraizamento de segmentos caulina
res ou folhas isoladas (KLOUGART et ql., 1964, in FERNQVIST,
1966) . Geralmente, temperaturas entre 20 °c e 25 % promovem
0 enraizamento, enquanto que 15 °c pode inibir considera
velmente o processo. GALSTON {(1957) verificou gque a resposta
a reguladores de crescimento depende, em grande parte, das

condigé@s de temperatura as quais estd sujeito o tecido vege

tal.
2.1.3. Meio de Enraizamento

O substrato utilizado para enraizamento de
estacas ou folhas também € importante, pois dele dependem a
capacidade de retencao de agua e a oxigenagdo (ZIMMERMANN E
HITCHCOCK, 1929). O c¢rescimento do primérdio & sensiIvel nio

80 A deficiéncia de oxigénio (EVANS, 1953; HARTMAN E KESTER,




1968), como também de agua.

2.2, Influéncia de substancias enddgenas e

da aplicagao de reguladores de cresci

mento.

A majoria das investigagoes referentes i ini
ciagao de raizes mostra que tanto fatores gendticos como fi
sioldgicos governam este processo. Isto pode explicar as va
riagoes na capacidade de formar ralzes, observadas entre es
pécies diferentes e até mesmo dentro da mesma espécie.

Reguladores de crescimento presentes natural
mente nas plantas podem afetar em maior Ou menor grau a inj
ciagao de raizes, dependendo da concentracao enddgena.

Em muitos estudos realizados com o objetivo
de se verificar o efeito de reguladores no processo de ini
ciacao de raizes, foi empregado o método da aplicagdo exdge
na destes, tentando-se de certo modo, "imitar" wuma condigao
fisioldgica que poderia acontecer internamente nas plantas
em determinadas situagOes. Desta forma, efeitos de substan
cias como AIA, AIB, GA3, K, ABA na formagéo de raizes, tor

naram~se grandemente conhecidos.




2.2.1. Rizocalina

A procura de uma substancia egspecifica promo
tora de enraizamento teve inicio em 1929, guando Went obser
vou que difusatos de folhas de Acalypha possulam a capacida
de de induzir a formagao de raizes adventicias em estacas de
Acalypha e Carica (WENT, 1929, <n GIROUARD, 1969).

BOUILLENNE E WENT (1933) estudaram a forma
cao de raizes em hipocdbtilos de Impatiens e formularam a hi
potese da rizocalina. Rizocalina seria um hormdnio especifi
co promotor de raizes, nao nutricional, produzido nas folhas
por agao da luz, podendo ser estocado nos cotilddones. Este
hormonio, termoestadvel e transportado basipetamente, apresen
tou~se, em experimentos posterioreg, bastaﬁte semelhante &
auxina e, em 1937, Went e Thimann afirmaram que um dos hormé
nios causadores da formagao de raizes era idéntico & auxina.

A hipOtese da rizocalina foi modificada vi
rias vezes, sendo que as ultimas modificacgOes (BOUILLENNE E
BOUILLENNE-WALRAND, 1947; BOUILLENNE, 1952, 4w GAUTHERET,
1869; BOUILLENNE, 1964) descrevem-na como sendo um complexo
de trés fatores, responsavel pela organizagao dos meristemas
radiculares: o primeiro, um fator mdvel, altamente especifi
co com grupos ortodifenolicos, sintetizado nas folhas expos
tas a luz; o segundo, uma auxina, fator mdvel e nio especifi

co, presente na planta em concentracoes fisioldgicas; e o
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terceiro, uma enzima oxidativa, localizada em células e te
cidos especificos (floema, periciclo e cambio).

LIBBERT (1956a) deu apoio parcial ao concei
to de rizocalina, pois pode verificar que auxina mais um fa
tor mdvel "X" desempenham papel importante na iniciagdo de
raizes. Entretanto, pds em diavida a hipbtese de que as enzi
mas que reagem com rizocalina estejam presentem em apenas al
gumas células e tecidos. Esse autor postulou, entd3o, que o
fator "X" sintetizado nos ramos e gemas de plantas reagiria
com auxina e o complexo formado induziria a formagao de ral
zes adventicias. Um aumento na concentracao de auxina seria
seguido de mobilizagao do fator.

BASTIN (1966) verificou que, durante o pro-
cesso de enraizamento, AIA poderia aumentar a sintese de com
postos fendlicos, gue sao inibidores especificos da enzima
AIA-oxidase.

Por outro lado, LIBBERT (1956b) extraiu de
raizes de ervilha um fator inibidor de rizogénese. SKOOG E
MILLER (1957) consideraram a possivel intervencgao de dois fa
tores (auxina e cinetina) de agoes antagbnicas. A formagao
de ralzes e de gemas poderia ser regulada pela variacdo nas
concentragoes de auxina e cinetina (regulador: de crescimen
to sintetizado principalmente nas raizes). Um excesso na pro
porcac da primeira em relagao a segunda estimularia a rizogé

nese, enquanto o oposto inibiria o processo.




11

Finalmente, LIBBERT (1967, <n GAUTHERET,
1969) isolou um RNA com propriedades rizogénicas a partir de
fragmentos de caule tratados com auxina. Este fato estd de
acordo com © conceito de SKOOG E MILLER (1957) e confirma a

hipOtese de BOUILLENNE (1964).

2.2.2. Substancias reguladoras de cresci-

mento

A. Auxinas

Ja € bem conhecido o fato de que entre os re
guladores de crescimento, o AIA, assim como -outras auxinas
sintéticas (AIB, ANA, etc.) desempenha importante papel na
iniciagao de raizes adventicias. WENT E THIMANN (1937) foram
dos primeiros a verificar seu efeito promotor no processo de
enraizamento, embora tenha sido também demonstrado que o AIA
inibe o enraizamento em seymentos de hipocotilo de Phaseolus
aureus {(KRISHNAMOORTHY, 1970).

DAVIES E JOINER (1980) relataram o efeito
promotor do AIB no aumento da atividade cambial, na formagao
da célula inicial da raiz e na diferenciagao do primdrdio ra
dicular, em segmentos de Ficus pumila Jjovens e adultos. A
concentragao do AIB exigida por segmentos de plantas jovens

foi bem inferior em comparagao com os segmentos das adultas,
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sugerindo que plantas jovens possuem niveis mais elevados de
auxina endogena do que plantas adultas.

O efeito promotor do AIA esta, as vezes, re
lacionado com outros fatores gue sao limitantes para a forma
cao de raizes. Alguns desses fatores sao de efeito nutricio
nal, como por exemplo, carboidratos e substincias nitrogena
das, enquanto que outros podem ser o©s co-fatores de cresci
mento, que atuam sinergisticamente com as auxinas (VAN OVER
BEEK et al., 1946; HESS, 1969).

Sabe-se gue a capacidade de enraizar apresen
tada por estacas & determinada pelo balanceamento de fatores
nutricionais e reguladores de crescimento e que o enraizamen
to nio ocorre mesmo quando a concentragao de um deles sozi
nho & muito alta (NANDA et al., 1971).

O AIA pode afetar a formagao de raizes, agin
do ou diretamente nas células das quais o primdrdio se ini
cia (HAISSIG, 1979), ou indiretamente, por seu envolvimento
no metabolismo total, causando um movimento direcional de nu
trientes (ALTMAN E WAREING, 1975). Essas observagoes sugerem
que o aumento do AIA endbgenc na base de uma estaca ou o tra
tamento com auxina exogena poderia afetar imediatamente o
acumulo de outros fatores que sdo necessarios para a forma

cac de ralzes.

A importancia das folhas na iniciagdo de rail

zes foi verificada por varios autores (LOEB, 1917, WENT,
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1929, <n GIROUARD, 1969; VAN OVERBEEK E GREGORY,1945; ALTMAN
E WAREING, 1975). O papel das gemas na inducgao de enraizamen
to pode variar com a época do ano em que as estacas sao fei
tas (HESS, 1969). LEK (1924, 1934, Zn HESS, 1969) verificou
que gemas em crescimento ativo promovem o enraizamento, en
quanto gque gemas dormentes o inibem. O efeito promotor das
gemas pode ser devido a um aumento no suprimento de auxina
durante periodos de nao-dorméncia (BOUILLENNE E WENT, 1933).
A retirada de gemas presentes em estacas de ervilha inibiu a
formacao de raizes nesse sistema (ERIKSEN, 1973).

Mais recentemente, WIGHTMAN E THIMANN (1980)
verificaram gque a remoc¢ao total do epicdtilo e a total ou
parcial dos cotilé&dones resultou em diferentes graus de ini
bigao de indugac de primdrdios de ralzes laterais e uma ini
bigao mais rigorosa da emergéncia destas ralzes laterais em
P, sativum. Esses autores sugeriram, pelos seus resultados,
que auxinas da parte aérea da planta podem ser responsaveis
pela indugao de raizes laterais. O possivel aclmulo dessas
auxinas na porc¢ao mais apical de ralzes cujos apices foram
removidos, poderia ser responsavel pelo grande nimero de ral
zes laterais gue emergem nesse local {TORREY, 1950; WIGHT

MAN E THIMANN, 1980).

Trabalhando com plantulas de P.vulgaris, ALT
MAN E WAREING (1975) verificaram que a expressao do efeito

promotor do AIA na induc¢ao de ralzes mostra-se dependente da
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area foliar e @ sempre melhor quando todas as folhas estio
presentes. No periodo apds a excisao, aglicares se acumulam
lentamente na base das estacas. A aplicacao exdbgena de AIA
no hipocdtilo intensifica este fendmeno, segundo o0s autores,
pela formagcao de um sitio de actmulo de metabdlitos na base
da estaca.

Concentragoes supradtimas de auxina podem
apresentar efeito deletério, chegando inclusive a matar o te

cido cortical (HESS, 1969; WIGHTMAN et al., 1980). Tal efei

to parece ser devido & formagao de etileno (THIMANN, 1977).
Un fato também freglientemente observado em

experimentos de enraizamento & a inibigao de alongamento da

raiz em resposta a presenga de auxina (WIGHTMAN et al

LA 4

1980} .
B. Acido giberélico

Os resultados encontrados na Literatura, que
dizem respeito ao efeito do GA, na iniciagao de raizes, mos
tram que este pode ser em alguns casos inibitdriocs ou sem
efeito (BRIAN et al., 1955; BRIAN et al., 1960; BOTTGER,
1974; COLEMAN E GREYSON, 1976; GOODWIN E MORRIS, 1979;

WIGHTMAN et al., 1980) e, em outros, promotor (NANDA et al.,
1967; 1972; ANAND et al., 1972; VARGA E HUMPHRIES, 1974;

SMITH E THORPE, 1975b; HANSEN, 1976; COLEMAN E GREYSON,

1877a).
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COLEMAN E GREYSON (1976) verificaram gque o
tratamento com auxina diminui a inibigao causada pelo GA3
em estacas foliares de Lycopersicum esculentum e levantaram
a hipdtese de que o GA 4 inibe inicialmente a sintese local
de amido. Isto poderia bloguear a formagao e o desenvolvimen
to inicial dos primdrdios radiculares por meio da diminuigac
da concentracgao de carboidratos, que seriam utilizados para

produzir energia metabdlica ‘e sintese rapida de parede celu
lar por via dos aclcares fosforilados. COLEMAN E GREYSON
(1977a) confirmaram tal hipOtese.

ANAND et al. {1972), VARGA E HUMPHRIES
(1974) e COLEMAN E GREYSON (1977a) atribuiram a promog¢ao de
enraizamento por GA; a um aumento na sintese de auxina. Os
experimentos indicam que esta promogao por'GA3 pode estar re
lacionada com precursores especificos de AIA como triptofa
no, triptamina e AIL.

VARGA E HUMPHRIES (1974) demonstraram aumen
to significativo no enraizamento de estacas de P. vulgaris,
quando o GA, foi aplicado a l3mina foliar, em presenca de
triptofano. Este resultado foi atribuido a um aumento na
biossintese de AIA na lamina foliar. Desta forma, o GA3 pare
ce facilitar a utilizacao do triptofano em direcaoc a sintese
de auxina. Foil interessante notar que a aplicacao de TIBA na
por¢ao mais superior do pecilolo suprimiu o efeito estimula

dor do GA3, presumivelmente porque este composto inibe o
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transporte de AIA através do peciolo, resultando na inibigao
do enraizamento.

WIGHTMAN et gl. (1980), trabalhando com rail
zes primdrias de plantulas de ervilha, obtiveram evidéncias
de uma pequena inibig¢ao no nimero de primdérdios radicula-
res laterais em alguns tratamentos com GA3, muito embora nao
tenha sido encontrada uma relagao dose~-resposta. Esses resul
tados mostraram que o efeito inibitdério do GA., na formagao

3
de raizes laterais em P. sagtivum nao & especifico.

C. Citocininas

outro grupo de reguladores de crescimento de
grande interesse em estudos de iniciagac de ralzes & o das
citocininas.

MILLER {(1961) afirmou gue cinetina promove
iniciacdo de raizes apenas sob determinadas condigoes. Contu
do, em concentracoes elevadas, nao sO o processo de inicia
¢ao & inibido como também o proprio crescimento da raiz.

Como estas substincias retardam a degradagao
de proteinas em folhas isoladas (RICHMOND E LANG, 1957) e es
timulam a sintese de RNA e proteina (OSBORNE, 1962), a quan
tidade de triptofano disponivel para a sintese de auxinas &
menor. A razao auxina/citocinina no tecido sofre, com isto,
uma alterac¢ao, provocando a formagao de calos na base do pe

ciolo e inibicdo da diferenciacao de ralzes.
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O efeito das citocininas na formagao de ral
zes laterais ja foi estudado em ralzes isoladas de ervilha
por TORREY (1962) e BOTTGER (1974). Torrey demonstrou que
haixas concentragées de sulfato de adenina ou cinetina, na
presenga de auxina, promovem levemente a inducgdo de ralzes,
enquanto que concentracoes elevadas inibem o processo.

Mails recentemente, WIGHTMAN ¢t aql. (1o80),
trabalhando com ralzes de plantulas de ervilha, verificaram
que zeatina, cinetina e seus ribosideos causaram uma inibi
¢ao marcante tanto na iniciac@o de primérdios como na emer-
géncia de ralzes laterais. No entanto, baixas concentracdes
destas citocininas promoveram a formagao de primdrdios radi
culares. Esses autores compararam os resultados de seus expe
rimentos, nos quais as raizes presumivelmente estariam rece
bendo auxina das partes aéreas da plantula, com os de TORREY
(1962), em que segmentos basais de rafzes de ervilha foram
cultivados em presenga de AIA e citocininas. Quando as cito
cininas foram aplicadas em concentracoes elevadas, ocorreu
inibigao de formacao de raizes laferais, enquanto que em bai
xas concentragoes, houve indugao de raizes laterais. Tal in
teragao entre auxina e baixas concentracoes de Citocinihas

foi também encontrada em "estacas" foliares de Begonia (HET

DE, 1965).
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D. Acido abscisico

0 efeito do acido abscisico (ABA) no gue se
refere ao processo de enraizamento ja foi descrito como sen
do: 1) estimulador da produgao de raizes adventicias em hipo
cotilos de P. qureus e Hedera helix (CHIN et al., 1969) e em
estacas de Phaseclus cocctneus (HARTUNG et al., 1980); 2) le
vemente inibitdrio no enraizamento de folhas de Begonia
(HEIDE, 1968); e 3) sem efeito aparente no nimero de raizes
que se formam em discos de folhas de L. esculentum (COLEMAN
E GREYSON, 1977b).

Inibi¢ao na formagaoc de primdrdios de raizes
laterais tratadas com ABA também foi descrita por BOTTGER
(1974) , que trabalhou com raizes iscladas de ervilha. No en
tanto, quando as ralzes estao ligadas as plantulas, o tecido
esta sujeito & agao de reguladores de crescimento (auxinas,
por exemplo) que, vindo .dos outros tecidos, modificam a res
posta ao ABA.

O efeito promotor na formagao de ralizes ad
venticias, encontrado por HARTUNG et al. (1980), pode ter
ocorrido, segqundo os autores, pelo menos em parte, devido ao
actumulo de compostos assimilados, especialmente sacarose,
transportados basipetamente a partir das folhas primarias
até as partes inferiores dos segmentos tratados com ABA. Os
autores comentam ainda gue a promogao de enraizamento por

ABA pode ser explicada pela observagao de que este composto
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€ capaz de promover a divisao celular (ALTMAN E GOREN, 1971;

MINOCHA, 1979}.

E. Etileno

Nos Tltimos anos, o papel do etileno no
crescimento e desenvolvimento de plantas tem sido explorado
com muita expectativa. A maioria dos estudos focalizaram cau
les ou outros Orgaos aéreos e pouco foi feito para elucidar
a influéncia do etileno nas raizes, exceto mostrar que este
gas &, geralmente, inibidor do seu crescimento (CHADWICK E
BURG, 1967; ANDREAE et al., 1968). O etileno & produzido nas
raizes (BURG, 1962}, além de em outros Orgaos vegetais,e por
muitos organismos inferiores gue vivem no solo (RADIN E LOO
MIS, 1969). Portanto, de acordo com estes autores, € muito
provavel gque as raizes sejam continuamente afetadas por eti
leno. Etileno aplicado em raizes isoladas de Raphanus sati
vus inibiu alongamento, iniciagao de raizes laterais e ativi
dade cambial. No entanto, esses dois primeiros processos fo
ram estimulados quando as raizes tratadas com etileno recebe
ram também 1% de CO,, mostrando uma interagao entre estes
dois gases (RADIN E LOOMIS, 1969).

0 efeito positivo do etileno na formagao de
raizes e transporte de auxinas foi mostrado por DPRATT E
GOESCHL (1969). Este efeito positivo foi tambén verificado

indiretamente por KRISHNAMOORTHY (1970). Segundo este autor,
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AIA, GA;, K e TIBA inibem a formagao de ralzes em hipocdti

los de feijao mungo. O efeito inibitdrio de GAB e K deixou
de existir quando essas substdncias foram combinadas com
etrel, composto gue libera etileno quando em contato com cé
lulas vegetais (YANG, 1969).

A produgao de etileno & ainda estimulada pe
la presenga de auxina (ABELES, 1966) .BATTEN e MULLINS (1978)
determinaram respostas de enraizamento e produgao de etileno
por segmentos de hipocotilo de feijao mungo estiolados, tra
tados com ANA e AIB. Entretanto, nao foi encontrada uma rela
gao entre a capacidade das auxinas de induzir formagao de
ralzes e sua capacidade de induzir a produgao de etileno. De
acordo com os autores acima, o etileno nao parece estar dire
tamente envolvidoe na produgao de ralzes adventicias nesta
planta e, concentracdes altas, nao fisiolbgicas deste gas,
sao necessarias para causar um efeito positivo na formagao
de raizes em feijao mungo. Concluiram ainda que, neste siste
ma utilizado, o efeito das auxinas no enraizamento nao & re
sultado da sua capacidade de produzir etileno.

Produgao de etileno também foi detectada em
discos de folhas de tomateiro (COLEMAN et agl., 1980). Neste
sistema, a producao de etilenc fol relacionada positivamente
com o aumento da concentragao de AIA mas nao com o enraiza

mento. Resultados semelhantes foram obtidos por BATTEN E

MULLINS (1978). COLEMAN et al. (1980) observaram que o etile
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no nao & o responsavel pela resposta de enraizamento causada
pelas auxinas, como havia sido proposto por ZIMMERMAN E
HITCHCOCK (1933, <n COLEMAN et al., 1980) e sugeriram que o
etileno nao & inibidor de enraizamento em discos de folha de
tomateiro. Com base nas suas observagoes, sugerem ainda gque
a iniciagao de ralzes exige um nivel critico de auxina e que
pequenas quantidades de etileno determinam um leve efeito
inibidor. Qualquer elevagac na quantidade de etileno, mesmo
em presenca de auxina, torna-se progressivamente inibitdria
ao processo de formacao de raizes. Tais resultados dao supor
te 3 hipOtese de MULLINS (1972) propondo que a formacac de
raizes induzida por auxina se contrapoe aos efeitos inibitd

rios do etileno produzido através da indugao por auxina.
2.2.3. Co-fatores de enraizamento.

A impossibilidade de se conseguir provocar
enraizamento em algumas espécies, mesmo quando diferentes
tratamentos com substancias reguladoras de crescimento eram
efetuados, estimulou a continuagac de pesqguisas visando en
contrar outras substancias naturais, promotoras de enraiza

mento,

HESS (1964) comparou extratos alcodlicos ob
tidos de tecidos provenientes de estacas dificeis de enrai

zar e faceis de enraizar, encontrando quatro substancias que
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estimulavam a formag¢ao de raizes em estacas de P. aureus. Es
sas quatro substancias se encontravam em maior concentragao
em estacas faceis de enraizar e reagiam gsinergisticamente
com o AIA. Por este efeito sinergistico, foram denominadas
co-fatores de enraizamento.

Um desses co-fatores, encontrados em Hedera
helixz, & o Acido isoclorogénico. Outros compostos fendlicos
foram ensaiados e o que parece ter atividade especifica mais
elevada & o catecol. Os requisitos estruturais para ativida
de bioldgica maxima parecem ser uma relagao orto dos grupos
hidroxila e uma pesigao para livre (HESS, 1969). O reguisito
orto~diidroxi é semelhante ao mostrado por ZENK E MULLER
(1963) para protegdo do AIA contra o sistema de oxidagao
dessa auxina.

Hess (1969) observa ainda que o modo de agao
de compostos fendlicos na estimulagao da iniciagao de raizes
&, pelo menos em parte, através da protegao do AIA. Na verda
de, quando se aplica catecol juntamente com AIA, este Gltimo
& encontrado livre no tecido vegetal por um periodo de tempo
maior. O sequndo co-fator extraido por HESS (1969) parece
ser uma mistura de terpendides oxigenados e o terceiro apre
senta comportamento cromatografico semelhante ao da substan
cia encontrada por KAWASE (1964) em centrifugados de estacas

de Salizx alba.
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2.2.4 Carboidratos

Como ja foi mencionado anteriormente, o en
raizamento de varios sistemas vegetais estd relacionado com
a atividade fotossintética e, por conseguinte, com os produ
tos da fotossintese. COLEMAN E GREYSON (1977b) verificaram
que a regeneragao de raizes em discos de folhas de L. escu
lentum depende totalmente da aplicacao exdgena de carboidra
tos. Quatro carboidratos ensaiados (sacarose, maltose, glico
se e glicose + frutose) proporcionaram regeneragao de ral
zes,

Também 4& foli mencionado o efeito positivo
de produtos fotossintéticos na formagac de raizes em estacas
de P. sativum (ELIASSON, 1978). No entanto, existe ainda a
questao do efeito detrimental de niveis supradtimos de car
boidratos no enraizamento. Este efeito foi observado em esta
cas de P. sativum (ELIASSON, 1978) e em cotilé&dones isolados
de K. sativus (MOORE et al., 1972},

Muitos pesquisadores téem investigado o efei
to de carboidratos em diversos Orgaocs de diferentes espécies
vegetais. BACHELARD E STOWE (1962) demonstraram, com segmen

tos apicais de Fucalyptus camaldulensis, que sacarose estimu
la a formagao de ralizes sob luz continua e LEROUX (1973),tra

balhando com P. sativum, descobriu que a glicose promove a

formagado de rafzes em segmentos caulinares crescidos "in
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vitro", no escurc. Em hipocotilos de P. vulgaris, fol mostra
do por FERNQVIST (1966) que a formagao de raizes & promovida
por varios acglicares. Em segmentos caulinares de Crysanthemun,
STOLTZ (1968) encontrou uma correlagao positiva entre o con
telido total de carboidratos e a capacidade de enraizar. Além
disto, NANDA et al. (1971, 1973b) demonstraram, coOm segmen
tos caulinares de Populus nigra, que o enraizamento é depen
dente de um suprimento adequado de glicose. Foi também mos-—
trado que auxina interage com glicose na formacao de raizes.
Este regulador de crescimento promove ou inibe a iniciagao
de ralzes dependendo da concentragao de glicose no meio.
Outro parametro importante @ a razao carboi
drato/nitrogénio (C/N). KRAUS E KRAYBILL (1918, Zn VEIERSKOV
et al., 1976) observaram gue o nimero de raizes em segmentos
de caule de tomateiro aumenta guando a razao C/N & elevada,

engquanto qgue O inverso promove O crescimento da raiz.

2.2.5, Peroxidase

Muitos trabalhos tém sido realizados no sen
tido de mostrar a relacdo entre enzimas e enraizamento. Den

tre as enzimas, as peroxidases ocupam um lugar de destaque,

e seu papel no crescimento e diferenciagao celular tem sido
estudado por varios autores (GALSTON E DALBERG, 1954; SIEGEL

E GALSTON, 1967; NANDA et al., 1973; BHATTACHARYA E KUMAR,




25

1980} .

Como se sabe, as peroxidases existentes em
plantas possuem formas moleculares miltiplas (isocenzimas) ,as
quais variam em concentragao ou atividade de acordo com a
espécie, tecido, estigio de desenvolvimento da planta, infec
coes patogénicas e aplicagao de substancias de crescimento
(SHANNON, 1968). O efeito sobre substancias de crescimento
& de especial interesse, pois sabe-se que as peroxidases ca
talisam a oxidacao do AIA, sugerindo assim um importante pa
pel desta enzima na regulacao do crescimento da planta (LEE,
1972).

Padroes eletroforeticamente distintos de iso
peroxidases foram observados em varios Orgaos de ervilha
(OCKERSE et al., 1966; SIEGEL E GALSTON, 1967) tabaco (GALS
TON et al., 1968) e em medula de Pelargonium (LAVEE E GALS-
TON, 1968), mostrando gue auxina pode promover ou inibir a
atividade ou sintese "de novo" de isoenzimas especificas (LA
VEE E GALSTON, 1968). Alteracoes no padrao de isoperoxidases
sao também obtidas com a aplicagao de GA, em variedades anas
de ervilha e milho (BIRECKA E GALSTON, 1970; McCUNE, 1961;
McCUNE E GALSTON, 1959) e de cinetina em culturas de calos

de tabaco (LEE, 1971).

MOLNAR E LaCROIX (1972a}, estudando a forma

cio de ralzes em estacas de fydrangea macrophylla, verifica

ram que ocorria um aumento de peroxidase nos tecidos do floe
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ma e xilema (proximo ao ponto onde tem infcio a formacao dos
primérdios radiculares), antes mesmo de haver qualquer alte-
racao anatOmica. Foi sugerido que a peroxidase tem um papel
importante na diferenciacao celular, particularmente do teci
do vascular. Aumento da atividade peroxidésica foi tambémn ob
servado em segmentos de plantulas de P. aureus, coincidindo
com o desenvolvimento das ralzes nesse tecido (BATTACHARYA E
KUMAR, 1980).

A relacio entre isoenzimas de peroxidases e
enraizamento foi estudada por CHANDRA et al. (1973), em hipo
cotilo de P. qureus. Nesse sistema, estreptomicina {CHANDRA
¢t al., 1971) e benziladenina (CHANDRA ¢t al., 1973) inibem
a formacdo de primdrdios radiculares, suprimindo a diferen
ciagio de células do parénguima floemdtico e a formagao de
novas isoperoxidases. Esses resultados sugerem gue altera
coes de isoperoxidases especificas caracterizan a diferencia
c3o de células do parénquima floemdtico e a formagao de pri

mordios radiculares.
2.2.6. Idade da planta

A capacidade de responder ao tratamento com
auxina diminui com a idade da planta (THIMANN, 1977) . Este

mesmo autor afirma que, numa planta difficil de enraizar, co-

mo & o caso de Pinus strobus, estacas retiradas de plantas
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com dois anos de idade enraizam muito bem, enguanto que se
estas sao retiradas de plantas com dez anos, a formagao de
ralzes & praticamente inexistente, sob o mesmo tratamento
com auxina.

DAVIES E JOINER (1980) observaram que esta-
cas retiradas de plantas adultas de Ficus pumila nao enrai
zam tao eficientemente quanto estacas de plantas jovens. A
concentragao de AIB exigida pelas estacas adultas & bem
maior do gue no caso das jovens. E possivel que as primeiras
possuam um nivel enddgeno de auxina (ou outros compostos ne-
cessarios para estimular a iniciagao de raizes) bem mais bai
x0 do que as lltimas.

Outro aspecto interessante com relagao & ida
de da planta refere-~se ao sistema de oxidagéo da auxina.
GALSTON E DALBERG (1954), mostraram que, em plantulas de er-
vilha, a capacidade das células de ralizes e caules para des~
truir o AIA aumenta a medida em que a c&lula envelhece. Este
aumento na atividade do sistema ATA-OXIDASE pode ser a causa
da diminuic¢ao da sensibilidade de células mais velhas & auxi

na, podendo, na verdade, constituir um mecanismo bioguimico

de"envelhecimento”.
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3. Aspectos morfogenéticos da formagao de

raizes adventicias.

Nos varios sistemas em que a formagao de rai
zes adventicias foi estudada no seu aspecto anatdmico, os au
tores tém mqstrado uma tendéncia de subdividir o fendmeno
em diferentes estigios, j& que o processo parece ser altamen
te organizado. GORTER (1968) sugeriu que a iniciagao do pri-

mdrdio radicular se da através dos seguintes estagios: 1)

desdiferenciacao de uma celula normal diferenciada (esta des
diferenciagdo se manifesta através de um certo isolamento de
uma célula do tecido ao gqual ela pertence). Durante sua dife
renciagdo, essas células tornam-se grandes e altamente vacuo
ladas. Seu tamanho, portanto, deve subseqﬁentemente ser re-
duzido e o contelido de citoplasma, aumentado. A redugao do
tamanho da célula sera obtida pelas divisoes celulares, sen-
do gue as células filhas continuam a se dividir, sem aumen
tar de tamanho; 2) determinagéo, que pode ser considerada co
mo dois processos: a) arranjo das células em um meristema or
ganizado, e b) determinagdo da formacac de um primordic radi
cular, em oposicdo a um primoérdio de gema; e 3) crescimento

desse primordio.

Na realidade, um dos aspectos mais fascinan
tes da formacdo de raizes adventicias & que celulas original

mente nao determinadas para formar raizes - por exemplo, cé




29

lulas do parénquima de peciolos - se tornam meristematicas
novamente (processo chamado de desdiferenciagao). A partir
deste estado meristemitico, elas se diferenciam em células
de raizes (OPPENOORTH, 1980). Como todas as células derivam
se do zigoto, todas possuem a informagao genética necessiria
para formar uma nova planta. Isto tem sido mostrado com fre-
giéncia desde os experimentos com células de floema secunda
rio de Daucus carota (STEWARD et aql., 1964).

TORREY (1966) sugeriu, sem citar evidéncias
experimentais, que uma Gnica célula é ativada, passando por
uma série de divisOes para formar um tecido meristematico,
também denominado por este autor de meristemdide. Isto foi
confirmado por SMITH E THORPE (1975a), em hipocdtilos de Pi-
nus radiata.

A iniciagao de ralzes geralmente ocorre pro-
xima aos tecidos vasculares do Orgao onde se forma a raiz
{ESAU, 1965; HARTMAN E KESTER, 1968). O ponto de origem de
uma células inicial de raiz varia entre as espécies e mesmo
dentro de uma mesma espécie (WILCOX, 1955). Esta célula ini-
cial pode aparecer na regiao do fleoema (SATOO, 1955, i
SMITH E THORPE, 1975a}, na zona cambial (SMITH, 1236), no pa
rénquima interfascicular ou em um raio vascular (ESAU, 1965).

Em alguns casos, um grupe de células e nao

apenas uma célula inicial comeca a se dividir, dando origem

ao meristema (GREGORY E SAMANTARAT, 1950). Esses autores ve-
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rificaram que, em peciolos de folhas primarias de P. vulga
ris, c€lulag do parénquima proximas ao floema e células dos
raios medulares aumentam de tamanho e iniciam divisoes no
terceiro dia apés o destacamento da folha, formando regioes
meristematicas no cdOrtex interno. No quarto dia, o floema
prolifera e peqguenos feixes adventicios sao formados nos
raios medulares. A organizagao do p:imérdio radicular por
grupos de células dos raios medulares ocorre rapidamente. No
sexto dia, ralzes sao vistas crescendo através do tecido cor
tical desorganizado.

0 fato das divisodes celulares estarem asso
ciadas com células adjacentes aco floema sugere que aglicares
e compostos nitrogenados sollveis sao necessarios a inicia
cao, sendo estes presumivelmente difundidos através dos ele
mentos de tubos crivados. Foi verificado ainda que segoes
transversais do peciolo apresentam primdordios em todos os es
tagios de desenvolvimento, isto &, desde grupos nao coordena
dos de células meristemdticas até raizes totalmente emergi-
das. De acordo com os autores, competigéo por nutrientes de-
ve, portanto, ocorrer entre os primdrdios formados.

MOLNAR E LaCROIX (1972b) demonstraram, em
segmentos caulinares de lHydrangeaq macrophylla, que as raizes
adventicias também se originam a partir de um grupo de célu
lag. Estas células meristematicas situam-se entre os feixes

vasculares, externamente ac cambio interfascicular, apresentando
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niicleos grandes e citoplasma denso. Aparentemente, nessa
planta, as células iniciais de ralzes se formam durante o de
senvolvimento do caule, estando, portanto, presentes ja no
momento em que os segmentos sao isoclados. C&lulas iniciais
de raiz, pré-formadas, permanecemgdormentes até que os cau
les sejam cortados e colocados sob condigoes favoravels

para o desenvolvimento posterior do primdérdio radicular (CAR

PENTER, 1961).

4. Enraizamento em Pereskia grandifolia

A formacao de ralizes adventicias ocorre es
pontaneamente em estacas caulinares de P. grandifolia, sem
que seja necessaria a aplicagao de qualquér promotor de en
raizamento {(BRITTON E ROSE, 1963, <n ZAIDAN, 1976).

Folhas destacadas desta mesma planta também
enraizam facilmente sendo que o processo independe do trata
mento fotoperiddico e da aplicacgao de substancias auxinicas
(ZAIDAN, 1976). Entretanto, a maior porcentagem de enraiza
mento € obtida em fotoperiodo de dezesseis horas.

Interrupcac da nervura central proximo ao pe
ciolo diminui o enraizamento (ZAIDAN E VALIO, 1977), prova-
velmente porque substancias sintetizadas na lamina foliar

nao podem ser translocadas para o peciolo, onde seriam utili

zadas na formagao de raizes (WELLS E RIOPEL, 1972).
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Com relagao a idade da folha, ZAIDAN (1976)
observou que folhas muito jovens apresentam porcentagem de
enraizamento bem mais baixa do que folhas maiores, mais de
senvolvidas, e que AIA aumenta sensivelmente o nimero de rai
zes formadas em cada folha, nao aumentando, entretanto, a
porcentagem de folhas enraizadas. Esta autora conclui que
provavelmente folhas destacadas possuem contelido enddgeno
otimo de promotores de enraizamento e que a aplicacao de
substancias auxinicas aumenta apenas o nimero de raizes for-
madas por folhas. Foi verificado ainda que nao had formacao
de gemas na base do peciolo, embora as folhas enraizadas 80
brevivam por muitos meses em cultura (ZAIDAN,comunicagéo
pessoal) .

Durante o processo de enraizamento dessas fo
lhas, ocorrem alteragoces nos conteldos de carboidratos e pro
teina presentes nas folhas (ZAIDAN E VALIO, 1977). Estes au
tores demonstraram ainda a presenca, nessas folhas, de un
promotor de enraizamento de estacas de plantulas de P. vulga
ris. Testes cromogénicos indicaram qgue tal subst3ncia & um
composto fendlico.

Plantas de P. grandifolia crescidas em condi
¢Oes naturais entram em senescéncia durante os meses de in~
verno, vindo a perder todas as suas folhas. Experimentos pre
liminares mostraram que, no periodo que antecede o inverno,

jA nao & mais possivel observar o enraizamento foliar.
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Testes preliminares da atividade peroxidasi-
ca feitos em peciolos de folhas recém-coletadas, em diferen
tes épocas do ano, mostraram que ha uma pequena variagao na
atividade desta enzima; e gue, guando a atividade inicial &
mais baixa, hé& uma porcentagem malor de enraizamento das fo-
lhas e vice-versa.

Dadas as peculiaridades conhecidas a respei
to desta planta, considerou-se relevante a continuagao da

pesquisa sobre a formagac de raizes em suas folhas iso-

ladas.




34

I1, OBJETIVOS

O emprego de cultura de folhas enraizadas em
estudos de fisiologia, tanto do metabolismc como do desenvol
vimento, tem sido de grande vantagem, sendo este um sistema
vegetal, que contém uma fonte de produtos fotossintéticos e
uma fase final de utilizagao dos materiais fixados.

Focalizando o perlodo de iniciagac e desen-
volvimento dos primdrdios radiculares em peciolos de folhas
destacadas de Pereskia grandifolia,os objetivos deste traba-

lho foram:

1. Determinar alteracoes quantitativas e qualitativas nog

carboidratos presentes em peciolos e laminas foliares;

2. Determinar alteragoes na atividade de peroxidases, ben
como variagoes no padrao de isoenzimas de peroxidases em

peciclos e laminas foliares;

3. Determinar anatomicamente: a) como, b} em que cé&lulas do
peciolos, c) em que fase apds o destacamento da folha ocor
re o aparecimento do primdrdio radicular e d) com base
nos conhecimentos acima, verificar como se da o desenvol-

vimento dos primérdios formados;
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4. Comparar o comportamento das folhas quanto aos aspectos
1, 2 e 3, em condic¢oes que promovem (luz} e que inibem
(escuro e GA4 na luz) ¢ seu enraizamentc, a fim de se co-
nhecer alguns dos processos relacionados com & formagao

de raizes.
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111, MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

Em todos os experimentos reali:zados, foram
utilizadas folhas retiradas de plantas da espécie Pereskia
grandifoliq Haward, existentes no Instituto de Boténica da
Secretaria de Agricultura e Abastecimento do Estado de sao

Paulo.
2. Metodos
2.1. Cultura das folhas

Folhas de P. grandifeolia foram coletadas pou
co antes do inicio do experimento, trazidas para o laboratd-
rio em bandejas contendo &gua e lavadas superficialmente em
igua corrente. Em seguida, foram plantadas em caixas de plas
tico transparente contendo vermiculite umedecida com Agua
destilada e tampadas com vidro para evitar ressecamento.

Os experimentcs foram realizados em ambiente

com temperatura de 27 °c + 1, irradidncia de 1.200 uw/cmz,
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fornecida por lampadas fluorescentes e incandescentes, e €m
fotoperiodo diério de 16 horas. Quando parte das folhas foi
submetida ao tratamento de escuro, estas foram levadas para

-~ . O -
uma camara escura, mantida a 27 "C + 1, logo apbs a lavagem.
2.2. Iniciacao de ralizes

Em folhas de Pereskia grandifolia, as ralzes
comegam a apontar externamente na base do peciolo, entre no-
ve e treze dias apés.o destacamento da plantarmae. Foi reali
zade um experimento com o objetivo de se verificar a partir
de qual tipc de células e quando tem inicio a formagao do
primdrdio radicular. Também se quis detectar, a nivel histo-
16gico, a inibigdo de iniciagl@o de ralzes causada pelos tra-
tamentos de escurc e de GA3, na luz.

Para jisto, folhas foram coletadas e lavadas
como descrito acima e, em seguida, divididas em trés grupos,
cujas folhas permaneceram durante vinte e quatro horas nas
seguintes condig¢oes: 1) folhas com 0s peclolos imersos =m
Agua destilada, na luz; 2) folhas com peciolos imersos em
agua destilada, no escurco; 3) fclhas com peciolos imersos em
solugcao aguosa de GA, (10 mg/l), na luz. Decorrido este pe-
riodo, os peciolos foram lavados em agua destilada, sendo as
folhas, entao, plantadas da maneira descrita no item 2.1. As

bandejas contendo as folhas foram mantidas em condicoes de
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luz (fotoperiodo didrio de dezesseis horas) ou de escuro, de
acordo com o tratamento recebido nas primeiras vinte e qua-
tro horas apbs seu destacamento.

Peciolos de folhas recém-coletadas e de fo-
lhas com 1, 3, 5, 7, 10, 12 e 15 dias de cultura nesses tra-
tamentos foram coletados e fixados em FAA 50 (50 ml de eta-
nol 95%, 5 ml de acido acetico glacial, 10 ml de formol e
35 ml de agua destilada) por vinte e quatro horas. Em segui-
da, foram desidratados, utilizando-se o método do alcool bu
tilico terciario, e embebidos em parafina (JOHANSEN, 1940).
Cs peciolos foram seccionados com 12 um de egpessura e cora-
dos. A coloracao foi feita com safranina e verde-firme, além
de acido tanico e cloreto férrico, de acordo com FOSTER
(1934), modificado por GIFFORD (1966, ¢n CLARK, 1973). As fo
tomicrografias foram tiradas em fotomicroscdpio de marca

Zeiss, com camara adaptavel C 35,
2,3. Analise de carboidratos

Folhas de P. grondifolia foram coletadas e
lavadas da maneira usual, recebendo em seguida os trés trata
mentos descritos no item 2.2, {(luz, escurc e GA3, na luz). A-
mostras de peciolos e laminas foliares foram retiradas de fo
lhas recém-coletadas e de folhas com 1, 2, 3, 7, 10 - e 14

dias de cultura, a fim de se proceder & analise de carboidra
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tos, de acordo com a metodologia descrita por SHANNON (1968).
No caso de folhas mantidas no escuro, a obtengao de amostras
foi possivel somente até o décimo dia, devido & nao sobrevi
véncia das folhas nessas condigoes, apds este periodo.

Para determinagao de peso seco, amostras de
laminas e de peciolos foram também retiradas nestes mesmos
dias, pesadas e, em seguida, levadas para uma camara de tem
peratura constante "Stabiltherm”, da Blue M. Electric Co.,

onde foram mantidas por vinte e guatro horas a 80 Cc. Apods

este periodo foram transferidas para um dessecador até res-
friamento, pesadas em balanca analitica, e colocadas novamen
te na chmara, a 80 °C. Este procedimento foi repetido atée

que as amostras apresentassem peso constante.,

2.3.1. Extragao dos agucures soliveis em me-

tanol: cloroformio: agua

Amostras com 10 g de peso fresco de laminas
foliares e 4 g de peso fresco de peciolos foram homogeneiza-
das,respectivamente, em 20 ml e 8 ml de solugac metanol:
clorofdrmio: agua (13:4:2 v/v), por 4 minutos, em homogenei-

zador Vir-Tis, modelo 45, utilizando-se a velocidade média
do aparelho, a 4 9. a seguir, os homogeneizados foram cen
trifugadeos por 10 minutos, a 1.000 g, a 5 OC. Os sobrenadan-

tes de cada re-extracac foram juntados e evaporados em evapo
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rador rotatdrio,a vacuo,até a obtengao de uma fragac aquosa.

Os extratos assim obtidos apresentaram cor
escura, devido a presenca de pigmentos. Desta forma, aliquo
tas foram tomadas de cada extrato e submetidas ao seguinte

processo de clarificagao (YELENOVSKY E GUY, 1977):

5 ml do extrato

|

Frecipitacao com 10 ml de solugao aquosa
de subacetato de chumbo 1%

Filtragao a vacuo em papel de filtro analitico

recoberto com fina camada de talco

Determinag¢ao do volume final

O contefido de aglicares redutores, nestes ex-
tratos e nos extratos nac clarificados, foi determinado pelo
método de somogyi-Nelson (SOMOGYI, 1945), enquanto que o mé-
tode do fenol-sulfirico (DUBOIS et al., 1956) foi empregado
na dosagem de carboidratos totais. Em ambos os métodos, a
glicose foi utilizada como padrao.

0 conteldo de carboidratos detectado apds a
clarificagao foi menor do que nos extratos nao clarificados,
embora nenhuma alteracao nas proporgoes entre os diferentes
aglcares tenha sido verificada. Desta foram, os resultados

apresentados sao relativos aos extratos clarificados.
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2.3.2. Extracac de polissacarideos soliveis

em agua

Os residuos das extragoes com metanol: cloro
formio: agua foram suspensos em 30 ml de EtOH 10% - no caso
de laminas - e em 12 ml - no caso de peciolos - e mantidos a
5 °C durante 16 horas. A seguir, foram centrifugados a
1.000 xg, a 5 OC por 10 minutos, e os sobrenadantes, separa-
dos. Os reslIduos foram lavados quatro vezes com EtOH 10% e
os sobrenadantes de cada reextracao juntados, medindo-se o
volume final.

Os extratos obtidos nesta fragaoc tiveram seu
contelido de carboidratos totais quantificados através do mé-

todo do fenol-sulfurico (DUBOIS et gl., 1956).

2.3.3. Extragao de polissacarideos insoll

veis em agua {(amido)

Aos residuos das extragoes com EtOH 10% fei-
tos a partir das l3minas e peciolos, adicionaram~se, respec-
tivamente, 30 ml e 12 ml de DMS0O 95%, sendo as misturas man-—
tidas a 70 °c por um periodo de duas horas, sob agitagao con
tInua. Em seguida, estas foram centrifugadas a 1.000 xg, por

10 minutos, a uma temperatura de aproximadamente 10 °c. 0Os

residuos da centrifugagac foram reextraldos duas vezes  com
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DMSO 95%, os sobrenadantes das reextragaes juntados e o volu
me final medido.

0 contelido de carboidratos presente nos ex
tratos em DMSO foi determinado pelo método do fenol-gsulflri-
co (DUBOIS et al., 1956), usando-se a glicose como padrao.Co
mo a formagao de cada ligagao glicosidica libera uma molécu
la de agua, o peso do amido & éproximadamente 10% menor do
que o nlmero equivalente de moléculas de glicose. Segundo

SHANNON (1968), uma correcao média de 0,88 foi determinada

experimentalmente, usando-se solugoes-padrao de amido e gli-

cose. Esta corregdao foi usada nos dados de determinagao de

amido.

2.3.4. Cromatografia e Densitometria

Os extratos obtidos nesta primeira fragao fo
ram submetidos & cromatografia descendente em papel Whatman
n? 1, utilizando-se o seguinte sistema de solventes: acetato
de etila: acido acético: piridina: agua (60:15:15:10, v/v),
por 40 horas, a temperatura ambiente (JARVIS E DUNCAN,1974).
Outro sistema testado foi butanol: piridina: agua (6:4:3,
v/v), porém, melhor separagaoc dos compostos foi obtida quan-
do se utilizou o primeiro sistema de solventes.

Apds secagem, o0s cromatogramas foram revela

dos com nitrato de prata (AgNO3) em acetona alcalina (TRE-
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VELYAN et al., 1950), utilizando~se ao invés de hidroxido de
amdonio 6 N, uma solucao aguosa de tiossulfato de sodio a 5%,
para retirar o excesso de dxido de prata. Em seguida, 0s cro
matogramas foram fotografados e as manchas analisadas em den

sitdmetro de marca “"EEL", com registro manual.

2.4, Estudo da atividade de peroxidase
(EC. 1.11.,1.7) e suas iscenzimas duran-

te o0 enraizamento.

Folhas de P. grandifolia foram coletadas e
lavadas da maneira usual, recebendo os mesmos trés tratamen

tog descritos no item 2.2. (luz, escuro e GAB’ na luz).
2.4.1. Preparacao do pd-cetonico

Amostras de laminas (20 g) e de peciolos
(5 g) de folhas recém-coletadas e de folhas com 1, 3, 6, 9,
12 e 15 dias de <cultura foram submetidas a preparagao do
pd-cetdnico, segundo a técnica de OELSHLEGEL E  STAHMANN

(1973), que resumidamente consta do seguinte:
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para cada 1 g (peso fresco) de tecido,adicao de

6 ml de acetona gelada (-20 OC, sob gelo seco)

Banho em acetona por 2 h,

a -20 °C com trds trocas

|

Homogeneizag¢ao em Vir-Tis utilizando

a Gltima troca, a -20 °C

Repouso por 3C min., a -20 OC,

agitando ocasionalmente

Filtragao a vacuo, lavando duas vezes

com acetona gelada

Secagem em dessecador por varias horas,

sob vacuo

|

Estocagem no frio (4 °Cc até a utilizacdo)

As outras folhas foram sendo coletadas das
caixas de cultura em dias sucessivos ao plantio, a fim de se
rem submetidas & mesma té&cnica.

Segundo LOOMIS E BATTAILE (1966), material
vegetal é especialmente dificil de ser manipulado, pois quan

do o tecido & macerado, libera compostos fendlicos que podem

oxidar-se e reagir com protelnas.Isto pode causar alteragoes subseqlen

tes no padrac de separagdo destas proteinas por eletroforese
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(OELSHLEGEL E STAHMANN, 1973). PSs-cetdnicos sao muito conve
nientes para extracao de protelnas. Sao estaveis e produzem
um padraoc de bandas similar ao que se obtém com extratos de
tecido fresco, e ainda sem as inconveniéncias gue os Ultimos

podem trazer.

2.4.2. Extracdo de peroxidase a partir do pd

cetdonico

ouando todos os pds-cetonicos haviam sido ob
tidos, procedeu-se & extragao enzimatica da seguinte manei-

ra:
0,2 g de pé-cetdnico + 3,0 ml tamp&c fosfato de sddio,
0,1 M, pH 7,0, contendo 0,05 M de acido ascérbico
e 0,8 M de KC1

Extragao a frio (5 °c) por 24 h

Centrifugacao (5 %) a 20.000 xg por 20 min.

[ !
ResIduo Sobrenadante
{(descartado)

Didlise contra Agua por
24 horas, com tres trocas

|

Centrifugagao (5 °c) a
20.000 xg por 10 min.

l |
Residuo Sobrenadante final
(extrato enzimatico)




46

2.4.3. Extracao de peroxidase a partir de te

cide fresco

Nos casos em gue material vegetal fresco foi
utilizado, ao invés de po-cetdnico, a extracgao foi feita a
partir de peciolo, imediatamente apOs a coleta das folhas em

cultura, utilizando-se © procedimento descrito por LEE

(1971), modificado.

500 mg de peciolo + 4 ml de tampaoc fosfato de sdodio
0,1 M, p# 7,0 contendo 0,05 M de &cido ascOorbico e
0,8 M de KC1

- , - . O
Maceracao em almofariz pré-resfriado, a 5 C

Centrifugacao (5 Sc) a 20.000 xg por 15 min.

] l

ResTduo Sobrenadante I

Reextragac em 4 ml de tampao

Centrifugagao (5 ©c) a 20.000 xg
por 15 min.

i |
Residuo Sobrenadante IT
+
Sobrenadante I

|

Didlise por 24 h contra agua
destilada com treés trocas

Centrifugacao (5 °c) por 15 min.

[ l

Residuo Sobrenadante final

(extrato enzimatico)
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2.4.4. Ensaio enzimatico

Os extratos obtidos através de ambas as for
mas foram sempre utilizados imediatamente apbs a Gltima cen
trifugacao, para fins de determinagao da atividade da pe-
roxidase nos tecidos estudados, segundo o método de LEE
(1972}, modificade. Em cada tubo foi adicionada uma mistura
de incubacao feita com solugoes recém-preparadas de guaia
col 50 mM (1,0 ml), perdxido de hidrogénioc 20 mM (1,0 ml),
tampio fosfato de sddio 0,2 M pH 6,0 (1,0 ml), uma aliquota
do extrato enzimatico e agua destilada até volume final de
4 ml. Os tubos com esta mistura foram colocados em banho-ma
ria, a 37 Oc e a atividade da enzima determinada pelo aumen-
to da densidade Optica da mistura em espectrofotometro, a
470 nm, em perliodos sucessivos de 0 a 2 minutos, durante os
quais a reagao apresentou uma resposta linear. Os resultados
foram expressos em atividade especifica da enzima en
A D,O. 470 nm . mg proteina_l min.“l. O contefido de proteina
soliivel foi determinado, em cada extrato, pelo reagente de
Folin-fenol, de acordo com LOWRY et al. (1951), usando-se al

bumina de soro bovino como padraoc.

2.4.5, Eletroforese

Os extratos obtidos a partir da extragao dos
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pos—-cetonicos, além de serem ensalados para atividade da pe-
roxidase, foram também submetidos a eletroforese. As isocenzi
mas de peroxidase foram entao separadas por eletroforese em
gel de poliacrilamida, preparado de acordo com a metodologia
descrita por Davis (1964), com cada tubo possuindo 9 cm de
comprimento e 5 mm de diametro interno. As aliquotas foram
misturadas com sacarose até atingir concentragao de 10% e,
em seguida, misturadas com 1 ul de azul de bromofenol a
0,001%, sendo entao colocadas sobre a superficie do gel. A
separagao foi obtida através da passagem de uma corrente elé
trica de 2 mA por tubo, por dez minutos, ou até que o gel su
perior (de poros grandes) houvesse sido percorrido pelo ex-
trato. Logo em seguida foi aplicada uma corrente de 3 mA por
tubo, até que o azul de bromofenol atingisce a extremidade
inferior de cada gel (mais ou menos duas horas de corrida).
A temperatura do tampao em contato com as colunas de gel foi
conservada proximo de 4 °c durante a eletroforese, por meio
de circulacao de agua fria dentro de um compartimento envol-
torio da camara de eletroforese.

A separagao de isoenzimas das amostras de 13
minas e peclolos foi feita separadamente, devido & limitacgao

no nimero de tubos existente no aparelho de eletroforese.Deg
ta forma, os resultados sao apresentados em quadros separa-

dos. Na medida do possivel, as condigoes de corrida foram

mantidas constantes para laminas e peciolos. A Unica diferen
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¢a fol que, no caso de peciolos, aplicaram-se amostras con-
tendo aproximadamente 400 ug de proteina, enquanto que as
amostras dos extratos de laminas continham aproximadamente
300 pg de proteina.

Terminada a eletroforese, os géis foram reti
rados dos tubos e colocados imediatamente em tampao fosfato
de sbddic 0,1 M, pH 7,0, contendo 52 mM de guaiacol e 20 mM
de perdxido de hidrogénio, para que as bandas de isocenzimas
pudessem ser visualizadas. Nestas condigoes eletroforéticas,
as isoenzimas de peroxidase de laminas e peclolos de folhas

de P. grandifolia revelaram-se anidnicas.

2.5. Analise Estatistica

O esquema de anadlise de vari@ncia utilizado
foi o fatorial (com 2 repetic¢des), segunde  PIMENTEL GOMES
(1976) . Nos casos em gque o teste F mostrou haver diferencga
significativa entre os tratamentos a 5%, determinou-se a DMS
(diferenca minima significativa) a 5% pelo teste Tuckey. Pa-
ra melhor visualizagao dos resultados, as respostas estatis-
ticas foram expressas nas tabelas onde as meédias seguidas pe

la mesma letra ndo apresentam diferencas significativas en-

tre si.




50

IV, RESULTADOS

1. Enraizamento foliar.

1.l. Efeito do escuro e do GA3

Quando folhas de P. grandifolia sao submetl
das ao tratamento com GA, (10 mg/l) durante as primeiras 24
horas apds o seu destacamento, a formagao de raizes & total
mente inibida. Do mesmo modo, folhas néo tratadas, mantidas
no escuro apds o destacamento, tém o enralzamento inibido,
enquanto que se estas sao mantidas na luz, a formagao de rai

zes ocorre naturalmente. Os resultados obtidos sao apresenta

dos na Tabela 1.

TABELA 1. Efeito do escuro e do GA3 no enraizamento de fo-

lhas destacadas de P.grandifeolia.

Tratamento 2 enraizamento*
Iaz - HZO 90
Egcuro - HZO 0
Liuzg = GA3 {10 mg/1) 0

*Resultades obtides 16 dias apds o inicio do experimento
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1.2. Iniciagao de ralzes

Nos peciolos de folhas de P. grandifolia, ©
tecido vascular encontra-se arranjado em forma de crescente
(Figura 1A) . Este cilindro vascular é@ cercado externamente
por células do parénquima cortical. Em peciolos de folhas re
cém-coletadas, nao se observa proliferagao celular no cdr-
tex. O parénquima cortical do peciolo & discernivel em parén
guima cortical externo e interno. Nesse ultimo, as células
apresentam paredes relativamente espessadas, forma arredonda
da, sao meﬁores e, em conjunto lembram um parénquima colen-
quimatoso. Algumas celulas dos parénquimas medular e radial
sao portadoras de ntcleos grandes. Nao se observam, no entan
to, evidéncias de divisdo celular nestes tecidos (Figuras 1A
e B).

Trés dias apds o destacamento da folha, ob-
servam-se as primeiras divisoes celulares no peciolo. Estas
ocorrem nas células do parénguima cortical interno (Figura
2), sendo, principalmente periclinais (aumentando o diame-
tro do peciolo), e transversais. Neste estagio, pode-se no-
tar claramente, ainda em secgoes longitudinais, que, na base
do peciolo, o parénquima cortical apresenta uma camada de cé
lulas dividindo-se transversalmente (Figura 3). Comegam a
aparecer, nesse estadio, agrupamentos de células em divisao

a partir das guais novas células irao sendo produzidas (Figu
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ra 4}.

Apds cinco dias em condigoes de cultivo, a
situacdo de proliferagao celular nos peciolos esta bem avan
cada ao redor do tecido vascular (Figura 5). Imediatamente
na base do peciolo, observa-se, em secgoes longitudinais,
gque a camada de células em divisao transversal apresenta-se
nitidamente formada (Figura 6). Toda esta proliferacao celu
lar 43 origem a um tecido com aparéncia de calo, onde se
veem divisdes transversais e periclinais. Este calo forma-se
abaixo do tecido vascular (Figuras 6 e 7) e possui intensa
atividade meristematica, com a presenga de diversos agrupa
mentos de cédlulas em divisao (Figura 7). Estes agrupamentos
originam-se da seguinte maneira: trés ou mais células afas-
tam~se um pouco, deixando um espaco intercelular relativamen
te grande; apds tal processo, as células dividem—-se ao redor
deste centro. O xilema velho torna-se parcialmente ohstruido
e novas células de xilema sac produzidas através da ativida-
de cambial que favorece mais o xilema do que o floema (Figu
ra 8}.

As alteragoes vao ocorrendo de tal forma que,
em sete dias, j3 & nitida a presenga do cale logo abaixo do

cilindro vascular (Figura 9), bem como da camada de células
em divisao transversal.

Seccbes transversais feitas na altura do ca

10 mostram a intensa atividade proliferativa deste tecido,
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com a presenca de agrupamentos de células em divisao, Givi
soes essas que ocorrem em diversos sentidos, desordenadamen
te, além de inicio de diferenciagao celular, representada
aqui pela presenca de elementos traqueais (Figura 10). Divi-
sdes celulares continuam ocorrendo no parénguima cortical
(Figura 11). Nesta Ultima figura, podem-se observar novas cé
lulas do xilema, xilema velho parcialmente obstruido, alem
de divisbes celulares no parénquima radial.

Com dez dias em cultura, o© calo na base do
peciolo ja estd bem formado (Figuras 12 e 13}, apresentando
diferenciacao de um grande nimero de elementos traqueais (Fi
gura 13). Tanto no parénguima cortical como no calo, as divi
soes celulares em geral nao sao particularmente orientadas
(Figuras 13 e 14). Verificam-se ainda divisotes celulares nos
parénquimas radial e medular (Figura 15).

Até dez dias apds o destacamento das folhas,
as alteracOes histologicas que ocorrem nos peciolos que rece
beram os trés tratamentos diferentes (luz, escuro e GA, na
luz) sao muito semelhantes. Portanto, as figuras mostradas
até o décimo dia, referem-se a secgoes de peclolos-controle,
mantidos na luz. Com relacdo ao tratamento de escuro, nao
foi possivel a obtencdao de peciolos apds o sétimo dia, devi-
do 3 nio sobrevivéncia das folhas nessas condigOes, por pe
riodos prolongados. As diferengas observadas entre os dois

tratamentos restantes (luz, com e sem GA3) sao registradas a
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partir do décimo segundo dia.

Doze dias apbs o destacamento, os peciolos
de folhas~controle, mantidas na luz, mostram o aparecimento
de prinmdrdios de raizes, representados aqui por apices meris
temAticos radiculares. Estes podem ser vistos em cortes
transversais na regiao do calo (Figuras 16 e 17) ou em cortes
longitudinais (Figuras 18 e 19). As células dos parénguimas
cortical, floemdtico, xilematico, medular e radial se desdi-
ferenciam, tornam-se meristematicas, formando um calo logo
abaixo do tecido vascular, i.e., na base do peciolo. £, por
tanto, nesta massa de células (calo) que tem inicio a organi
zacao de um grupo de células, as quais, sendo meristematicas
(sao pequenas e com citoplasma denso, isto &, pouco vacuola
do), formam o apice do primdrdio radicular.

Convém salientar que as modificagoes observa
das iniciam-se na regido proximal (base) do peclolo, progre-
dindo para a regiao distal, com o passar dos dias, durante ©
experimento.

Em todos os casos estudados observou-~se que
a organizagdo do primdrdio radicular, no peciolo, tem inicio
na regific externa ao cilindro vascular central e em posigao
inferior a este, isto &, na base do peciolo, onde o calo foi
formado (Figuras 16, 18 e 19). Proximo ao sitio de organiza-
cao do primdérdio, células diferenciam-se em elementos do te-

cido vascular (Figuras 17 e 19) que farao a conexao do siste
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ma vascular da futura raiz com o do peciolo.

Os peciolos de folhas tratadas conm GA3 apre
sentam comportamento diferente do controle, visto que nao ha
organizacao do apice de primdrdio radicular no calo formado
abaixo do cilindro vascular central. Nesse calo sao vistes
agrupamentos de células em divisao (Figuras 20 e 21) e, lon
gitudinalmente, a camada de cé&lulas dividindo-se transversal

mente (Figura 22), assim como a diferenciacao de elementos

tragueais.

0 desenvolvimento do primdrdio vai ocorrendo
gradualmente em peciclos de folhas-controle, mantidas na luz
como mostram as Figuras 23 a 28. A conexao do tecido vascu
lar do primdrdio com o tecido vascular do peciolo & mostrada
na Figura 24. O nimero de raizes formadas em cada peciolo &
variavel, tendo sido encontrado, neste experimento, o numero
maximo de cinco raizes. Na Figura 26, cuja fotografia foi ti
rada de uma seccao transversal feita na altura do calo, ob
serva-se a presenga de trés primdrdios radiculares, sendo
dois mais recentes do que o terceiro. Em uma secgao feita
mais acima no peciolo, observou-se um apice meristematico de
primdrdic radicular, bem como tragos de trés primdrdios, cu-

jos apices, tendo se desenvolvido, j& se encontravan em
altura inferior do peciolo (Figura 27). Em secgoes transver-

sais deste mesmo peciolo, em uma altura onde o tecido vascu-

lar aparece organizado (aproximadamente 2,5 mm da base), pQ




FIGURA 1. SecgOes transversal (A) e longitudinal (B) de pe-

ciolos de folhas recém-coletadas de Pereskia gran

difolia, onde nac se observam divisdes celulares.
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Figuras 2 a 4.

Aspectos de peciolos de folhas~controie de
Pereskia grandifolia, na luz, 3 dias apls o des-
tacamento, mostrando células em divis3o no parén
quima cortical interno.

Fig.2. Seccao longitudinal. Divisdes celulares
no parénquima cortical internc.

Fig.3. Secgao longitudinal. Camada de células
dividindo-se transversalmente na base do pe~
ciolo.

Fig.4. Secgao transversal. Inicio da formagdo

de agrupamentos de células em divisao.

cd - célula em divisao.

a - agrupamento de células em divisdo.
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Figuras 5 a 8.

Aspectos de peciolos de folhas-controle de
Pereskta grandifolia, na luz, 5 dias apds o
destacamento, mostrando proliferacao celular
intensa nos tecidos.

Fig.5. Secgao transversal. Células em divisdo
formando faixas no parénguima cortical.

Fig.6. Seccao longitudinal. Calo em infcio de
formagao na base do pecioclo; camada de células
em divisao transversal na base do peciolo; di-
visoes celulares ndo orientadas no parénquima
cortical.

Fig.7. Secgao transversal. Calo mostrando in-
tensa atividade meristematica e agrupamentos
de células em divisdo. A faixa que circunda a
regiao central representa parte do tecido vas
cular lesado, na base do peciolo.

Fig.8. Secgao transversal. Detalhe mostrando
obstrugao parcial do xilema velho e novas cé-
lulas de xilema.

a - agrupamento de celulas em divisao; ca - ca
lo; cd - célula em divisdo; xn - novas células

de xilema; xv - xilema velho obstruido.







Figuras 9 a 11.

Aspectos de peciclos de folhas-controle de
Pereskia grandifolia, na luz, 7 dias apds o
seu destacamento.

Fig.9. Secgﬁo longitudinal, mostrando a for
magao do calo na base do peciolo.

Fig.10. Secglo transversal feita na regido
do calo, apresentando agrupamentos de célu-
las em divisdo, além de cé&lulas que se divi
dem formando faixas. Diferenciacao de ele -
mentos traqueais.

Fig.ll. Secgdo transversal. Xilema velho

parcialmente obstruido; novas células de xi

lema; divisOes celulares nos parénquimas ra

dial e cortical.

a - agrupamento de células em divisao; ca -
calo; cd -~ celula em divisao: cb - cambio;
t - elemento traqueal; xn - novas células

de xilema; xv - xilema velho, obstruido.
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Figuras 12 a 15. Aspectos de peciclos de folhas~-controle de
Pereckia grandifolia, na luz, 10 dias apds
o destacamento.

Fig.l2. Secgao transversal feita na regido
do calo, mostrando a intensa atividade me-
ristemdtica neste tecido.

Fig.13. Secgao longitudinal. Diferenciacao
de elementos traqueais no calo.

Fig.l4. Secgao transversal. Divisdes celu-
lares nao orientadas e em faixa, no parén-
quima cortical; divisoes celulares no pa -
rénquima radial.

Fig.1l5. Secgao transversal. Detalhe mostran
do novas células do xilema, xilema velho
parcialmente obstruido e divisoes celulares
nos parénquimas radial e medular.

a - agrupamento de células em divisao; ca -
calo; cb - cédmbio; cd ~ células em divisio:
t - elementos traqueais; xn -~ novas células

de xilema; xv - xilema velho, obstruido.







Figuras 16 a 19.

Primdrdios radiculares em peciolos de fo
lhas-controle de Pereskia grandifolia, na
luz, 12 dias apds o destacamento.

Fig.l6 Seccao transversal feita na regiao
do calo, mostrando 3 apices meristemiticos
de primordiocs radiculares no tecido do ca
lo e parte do tecide vascular do peciolo,
lesado.

Fig.1l7. Secgao transversal do calo, mos -
trando o apice meristemiltico de um primdx
dio radicular e elementos traqueais dife-
renciados.

Fig.18. Seccgao longitudinal. Apice meris-
temdtico de um primérdio radicular.
Fig.19. Secgao longitudinal. Apice meris-
tematico de um primdrdio radicular mais
desenvolvido, pronto para perfurar a cama
da externa de células na base do calo. E-
lementos traqueais diferenciados.

p - primordio radicular; t - elementos

tragqueais.







Figuras 20 a 22.

Aspectos de peciolos de folhas de Pereskia
grandifolia, tratadas com GA,, na luz, 12
dias apds o destacamento.

Figs.20 e 21l. Secgdes transversais feitas
na regiao do calo, mostrando intensa pro-
liferagao celular com agrupamentos de cé-

lulas em divisao.

Fig.22. Secgdo longitudinal. Calo na base

do peciolo com elementos traqueais diferen

ciados.

a - agrupamento de células em divisao; ca -

calo; t -~ elementos tragueais.
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Figuras 23 a 25.

Secgoes longitudinais mostrando aspectos
de raizes em peciolos de folhas-controle
de Pereskia grandifolia, na luz, 15 dias
ap0s o destacamento.

Fig.23. Duas ralizes formadas, uma das
guais com o apice fora do tecido do calo.
Fig.24. Detalhe da conexao do tecido vas-

cular do peciolo com o tecido vascular da

raiz.

Fig.25. Conexao do primdrdio de raiz com
o tecido do peciolo.
c - conexao entre peciolo e raiz; r - raiz;

v - tecido wvascular.







Figuras 26 e 27. SecgOes transversais feitas na regiao do ca

Figqura 28.

lo em peciolos de folhas~-controle de Peres-
kia grandifolia, na luz, 15 dias apds o des
tacamento,

Fig.26. Trés primbérdios radiculares; dois
foram seccionados na altura do 3pice meris-
tematico e o terceiro, seccionado abaixo do
apice.

Fig.27. Apice de um primérdio radicular.

p - primdérdio radicular.

Secgdo transversal de peciolo de folha-con-
trole de Pereskia grandifolia, na luz, 15
dias apbs o destacamento. Elevada atividade
meristemadtica nos tecidos, novas células de
xilema e xilema velho parcialmente obstrui-
do.

cb - cambio; cd - células em divisio: xn -
novas células de xilema; xv - xilema velho,

obstruido.







Figuras 29 e 30.

Aspectos de peciolos de folhas de Pereskia

grandifolia, tratadas com GA 15 dias

33’
apds o destacamento.

Fig.29. Secgao transversal feita na regizo
do calo, mostrando agrupamentos de células
em divisao, porém, ausdncia de diferencia-
¢ao de primdrdios radiculares.

Fig.30Q. Secgdo longitudinal. Intensa ativi
dade proliferativa nosg tecidos; auséncia

de diferenciagio de primérdios radiculares.

a4 = agrupamento de células em divisao.

-
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de-se observar a presenga de células novas de xilema e parén
gquima xilematico em elevada atividade proliferativa (Figura
28).

Os pecliolos de folhas tratadas com GA, nao
mostram o tipo de diferenciagao verificado em peciolos de fo
lhas-controle. Nestes tecidos observa-se formagao de calo com
agrupamentos de células em divisao (Figura 29), diferencia-~
¢ao de elementos traqueais, divisao celular no parénguima
cortical interno e presenca da camada de células em divisao
na base do calo (Figura 30).

Desta forma, verificou-se que ¢ calo formado
em peciolos tratados com GA3 apresenta as mesmas caracte-
risticas do controle, embora o tecido falhe em passar por
uma nova diferenciagao que levaria 3 formagdo de primdérdios

radiculares.

2. Analise de carboidratos presentes em lami
nas e peciolos de folhas durante o enrai
zamento.

2.1. Aglicares livres redutores

2.1.1. Andlise quantitativa

A andlise quantitativa dos aclicares livres
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redutores, extralidos na fragao metanol: clorofdrmio: agua
(13:4:3 v/v), mostra gue laminas foliares (Figura 31A - Tabe
la 2A) .e pecioclos (Figura 31B - Tabela 2B) apresentam inici~
almente, i.e., em folhas recém-coletadas, um contetido seme
lhante desses ag¢licares por mg de peso seco. No entanto, du-
rante o periodo de cultivo das folhas, os peciolos passam a
apresentar maior quantidade de aglicares livre em relagao as
laminas, as quais nao sofrem muita variacgao no conteido des-

tes compostos, durante o periodo estudado. O que ocorre nas

Ultimas, & um pequeno aumento, até o segundo dia, tanto em
folhas-controle na luz ou escurc, como em folhas tratadas
com GA3, seguido de pequenas variagOes no conteudo de aclca-
res livres. No sétimo dia, laminas de folhas-controle na luz
apresentam um aumento significativo, para em seguida voltar
a niveis semelhantes aos encontrados no primeiro dia. Lami-
nas de folhas tratadas com GA, apresentam, apbs o décimo
dia, uma tendéncia ao aumento no conteldo de aglcares li-
vres. No caso de laminas de folhas mantidas no escuro, obsexr
va-se uma quantidade levemente menor desses compostos.

Com relagao aos peciolos (Figura 31B - Tabe-

la 2B) ha um aumento sensivel nos trés tratamentos, até o se

gundo dia, seguido por uma diminuicao em peciclos de folhas
mantidas no escuro (0% de enraizamento); um aumento  maior,

gue progride até o décimo quarto dia, em peciolos de folhas

tratadas com GA3 {0% de enraizamento); e um pequeno aumento
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VariacGes no contelido de agficares redutores em la

minas (A) e peclolos (B} de folhas destacadas

de

Pereskia grandifolia, durante o enraizamento.

UNICAMP
BIBLIOTECA (ENTRAL
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TABELA 2. VariagOes no conteQido de aglicares redutores em 1la
minas (A) e peciolos (B) de folhas destacadas de

Pereskia grandifolia, durante o enraizamento.

B A
Tempo
{dias apOs destacamento) Luz Escuro GA3
0 6.95 A*a** 6.95 Aa 6.95 Aa
1 11.192 Ba 7.53 Ab 8.58 Ab
2 14.64 Ca 10.09 Bb 15.14 BDa
3 13.12 Ca 5.59 ACH 13.13 BCa
7 12.90 Da 6.84 Ab 12.17 Cc
10 12.88 Ca 4.53 Cb 11.94 Ca
14 9,49 Ba 15.51 Db
B
Tempo
(dias apds destacamento) Luz Escuro GA3
0 6.32 Aa 6.32 Aa 6.32 Aa
1 16.73 Ba 12.65% Ba 11.79 Ba
2 27.49 Ca 23.91 Cb 27.74 Ca
3 26.80 Ca 20.03 Cb 36.77 Dc
7 28.40 Ca 9.20 ABb 50.91 Ec
10 35.65 Da 6€.17 Ab 52.31 Ec
14 17.92 Ea 75.74 Fb

*As letras mailisculas comparam os diferentes tempos dentro
de cada tratamento (vertical)

**As letras minlsculas comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada tempo (horizontal)
DMS (Tuckey 5%)
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em peciolos-controle (87% de enraizamento). Esse aumento
atinge um maximo no décimo dia, seguindo-se uma diminuigao
no décimo quarto dia, quando grande parte das folhas-contro
le, neste experimento, apresentavam raizes externamente, na ba

se dos peciolos.

2.1.2. Analise qualitativa: Cromatografia e

densitometria

A separacao dos aglcares livres através de
cromatografia em papel indica a presenca, nos extratos fei-
tos a partir de peciolos, de sacarose, glicose, frutose, ara
binose, tracos de galactose, além de tragos de outro aclcar
nao identificado, cujo Rf & inferior ao da sacarose (Figuras
32A e 33A). Esses acflicares aparecem tanto em peciolos de fo-
lhas que enraizam (luz), como também em peciolos de folhas
que receberam tratamento inibitdrio ao enraizamento (escuro
e GA3 na luz). Entretanto, nota-se uma certa variagao no con
teQdo de alguns desses aglUcares, dependendo do tratamento e
tempo de cultivo das folhas (Figuras 32A e 33A). Como ja foi
mencionado, o tratamento com GA, causa um grande aumento no
contetdo de aglcares livres em geral, presentes nos peciolos
(Figura 31B - Tabela 2B) e, através da separagao por cromato
grafia, observa-se gque no sétimo, décimo e décimo guarto

dias, os maiores responsaveis por esse aumento sao a glicose
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Figura 32. Cromatogramas de acglcares livres presentes em lé
minas (A) e peciolos (B), de folhas destacadas
de Pereskia grandifolia.

T, - luz; E - escuro; ¢ - acido giberélico; d -
dias; FRU - frutose; SAC -~ sacarose; GLI - glico-

se; ARA - arabinose; GAL - galactose; M - maltose



Figura 33.

Densitometria dos aglcares livres redutores
tes, em l3dminas (A) e peciolos (B), durante
raizamento de folhas destacadas de Pereskia
folia. SAC - sacarose; GAL - galactose; GLI

cose; FRU - frutose; ARA - arabinose
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e a frutose. No caso de peciolos de folhas que enraizam, es-—
tes dois componentes se mantém constantes apds o terceiro
dia, diminuindo no décimo guarto dia. O aumento inicial, ob-
servado nos dois primeiros dias e nos trés tratamentos, faz-
-se notar pelo aumento de glicose e frutose nos extratos.

Os principais acglicares livres presentes nas
l3minas destas folhas sac os mesmos encontrados nos pecio-
los, mais outros trés: um acglicar com Rf semelhante ao da mal
tose, outro, cujo Rf & inferior ao da maltose e um terceiro,
com Rf levemente superior ao da sacarose (Figuras 32A e
333) . Os aunentos no contelldo de glicose e frutose nao sao
tao marcantes nas laminas de folhas tratadas com GA4, na lug,
como o sao nos peciolos destas folhas (Figuras 32B e 33B). A
arabinose €& encontrada em todos os extratos, embora em guan-

tidades bem reduzidas.
2.2, Carboidrato total

A analise quantitativa dos carboidratos to
tais presentes em laminas de folhas durante o cultivo indica
uma diminuicao, até o terceiro dia, no conteiido total destes
acgiicares nos trés tratamentos estudados (Figura 34A - Tabela
3A) . Esta diminuicao € mais acentuada em laminas de  folhas
mantidas no escuro. A partir do terceiro dia, o nivel de con

centracao desses compostos permanece constante até o  final
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do experimento.

Com relagao aos carboidratos totais presen
tes nos peciolos, observa-se mais uma vez uma diminuigéo em
peciolos de folhas mantidas no escuro (Figura 34B -~ Tabela
3B) e aumento em peciolos de folhas tratadas com GAB’ na luz
ou controle, na luz. Nestas Gltimas, porém, segue-se nova
diminuigao no décimo quarto dia.

Deve-se salientar que o conteldo inicial de

agicar total em laminas de folhas & ligeiramente mais eleva-

do (aproximadamente 70 mg/g peso seco) do que em peciolos

(aproximadamente 50 mg/g peso seco).
2.3. Amido

0 conteldo de amido encontrado em folhas re
cém-coletadas & bem maior nas laminas (aproximadamente 24
mg/g peso seco) (Figura 35A - Tabela 4) do que em peciolos
(aproximadamente 3 mg/g peso seco) (Figura 35B - Tabela 4B).
Entretanto, com o decorrer do tempo em gque asg folhas permane
cem em cultura, esta situagéo se inverte. Nos pecIolos oCcor-
re um grande aumento no conteido de amido nos trés tratamen-

tos aplicados (Figura 35B - Tabela 4B). Em peciolos de fo-
lhas mantidas no escuro, este aumento atinge um maximo no sé

timo dia seguido de uma diminuicao no décimo dia, enguanto

que em folhas mantidas na luz, o maximo ocorre nos sétimo e
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Figura 34. Variacdes no contelido de carboidratc total em la-

minas (A) e peciolos (B) de folhas destacadas de

Pereskia grandifolia, durante o enraizamento.
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TABELA 3. Variagdes no contelido de aglcares totais em lami
nas (A) e peciolos (B) de folhas destacadas de Pe

reskia grandifolia, durante o enraizamento,

o A
Tenpo
(dias apds destacamento) Luz Escuro Chy
0 69.42 A*ar¥* 69.42 Aa 69.42 Aa
1 67.56 ABa 53.92 Bb 66.83 ABa
2 61.50 Ba 50.26 Bb 61.99 Ba
3 53.75 Ca 35.31 Cb 50.99 Ca
7 57.06 Ca 34.37 Cb 52.25 Ca
10 52.15 Ca 28.46 Cb 49 .41 Ca
14 47.03 Ca 56.32 BCb
B
Tempo
(dias apOs destacamento) Loz Escuro G4y
0 50.52 Aa 50.52 ABa 50.52 Aa
1 49.23 Aa 53.29 ABab 58.65 Ab
2 64.16 Bab 57.43 Aa 68.85 Bb
3 66.07 Ba 55.50 Ab 74.17 Bec
7 87.44 Ca 44 .43 Bb 99.51 Cc
10 86.92 Ca 28.14 Cb 124.09 Dc
14 65.92 Ba 143.44 Eb

*Ag letras maiusculas comparam os diferentes tempos dentro

de cada tratamento (vertical).

**Ag letras minisculas comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada tempo (horizontal)

DMS (Tuckey 58%)
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clolos (B) de folhas destacadas de rPereskia gran-

difolia, durante o enraizamento.
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TABELA 4. Variagoes no contelido de amido em ladnminas (A) e pe

ciolos (B) de folhas destacadas de Pereskia grandi

folia, durante o enraizamento.

A
Tempo
(dias apbs destacamento) Luz. Bscuro GA 5
0 23.75 A*a*¥* 23.75 Aa 23.75 Aa
1 19.68 Ba 14.69 Bb 17.49 Bc
2 14.75 Ca 12.33 Cb 14.34 Ca
3 9.72 Da 5.22 Db 8.82 Da
7 7.55 Ea 5.05 Db 7.51 ta
10 8.27 Ea 3.78 tb 7.47 Ea
14 6.05 Fa 6.67 Ea
B
Tempo
{dias apds destacamento) Luz Escuro GA3
0 3.09 ABa 3.09 Aa 3.09 Aa
1 2.44 Aa 3.34 Aab 4.10 Ab
2 4.11 Ba 4.05 Aa 5.62 Bb
3 3.49 ABa 3.99 Aa 3.65 Aa
7 10.64 Ca 9.29 Bb 7.18 Cc¢
10 10.97 Ca 8.14 Cb 12.30 Dc
14 9.57 Da 13.59 Eb
*As letras mailisculas comparam os diferentes tempos dentro
de cada tratamento (vertical)
**As letras mintsculas comparam os diferentes tratamentos

dentro de cada tempo (horizontal)

DMS (Tuckey 5%)
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décimo dia, seguido de uma diminuicao por volta do décimo
guarto dia. Peciolos de folhas tratadas com GA3 apresentam
aumento de amido até o decimo gquarto dia.

As laminas foliares tém seu contetdo de ami
do diminuido a partir da determinacao inicial. Esta diminui
gao € acentuada até o terceiro dia, sofrendo a partir dai pe

guenas alteragoes até o final do experimento (Figura 35A -

Tabela 4A).

3. Peroxidase

3.1. Atividade da peroxidase em laminas e pe
ciolos de folhas destacadas, durante o

enraizamento

Analisando-se a Figqura 36A - Tabela 5A, po-
de~-se observar que a atividade especifica da peroxidase em
laminas foliares apresenta-se semelhante em folhas mantidas
no escuro e naquelas mantidas na luz, nao tendo sido detecta
das diferencas estatisticamente significativas entra ambas{Ta
bela 5A).

Em peciolos (Figura 36B - Tabela 5B}, a ati-

vidade peroxidasica aumenta significativamente até o sexto
dia apd0s o destacamento das folhas em ambos os tratamentos,

sendo que a partir dai, folhas mantidas no escuro (0% de en-
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raizamento) , passam a apresentar em seus peciolos, uma ativi
dade maior da enzima do que as que permaneceram na luz (90%
de enraizamento). Esta diferencga deixa de existir no décimo
sequndo dia, quando as atividades da peroxidase em ambos os
tratamentos sao praticamente iguais. Em seguida, engquanto
esta'atividade sofre um aumento em peciolos de folhas manti-
das na luz, o acompanhamento da mesma em peciolos de folhas
mantidas no escurc nac & possivel além deste ponto, devido a

nao sobrevivéncia das folhas nessas condicdes, por periodos

prolongados. Vale ressaltar que, entre folhas que permanece-
ram na luz mais de 50% apresentavam raizes no nono dia apos
o destacamento da planta-mae, neste experimento.

O aumento inicial na atividade desta enzima,
observado em peciolos, nao ocorre nos tecidos de laminas fo-
liares (Figuras 36A e B).

Com relagao ao contelido de proteina, laminas
de folhas recém-coletadas apresentam uma quantidade duas ve
zes maior de proteina do que peciolos (Figuras 37A e B - Ta-
belas 6A e B). Nestes ltimos, o conteldo de proteina sofre
variagao somente apdos o nono din, em folhas mantidas na luz
e apds o 39 dia, em folhas mantidas no escuro. Em laminas fo
liares, nota-se uma variacao maior, tanto nas folhas manti
das na luz como nas mantidas no escuro, sendo que nestas Ul-
timas, o contelido de proteina & maior entre o sexto e décimo

segundo dias. Maior quantidade de proteina é observada no no
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peciolos (B) de folhas destacadas de Pereskia gran

difolia, durante o enraizamento,
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TABELA 5. Atividade especifica da peroxidase em laminas (A)
e peciolos (B) de folhas destacadas de Pereskia
grandifolia, durante o enraizamento.

e A
Tempo Luz E

(dias apds destacamento) Scuro

0 7.43 A*a** 7.43 Aa
1 8.85 CBa 7.89 Aa
3 8.08 ABa 8.05 Aa
6 9.47 Ca 10.24 Ba
9 4,70 Da 5.61 Ca
i2 5.87 Ea 6.80 Da
15 9.00 BC
_ Tempo Luz Escuro
(dias apoOs destacamento)
0 1.56 Aa 1.56 Aa
1 .84 Aa 1.72 Aa
3 8.43 Ba 6.61 Bb
0 10.79 Ba 13.56 Cb
9 8.16 Ba 16.77 Cb
12 10.50 Ba 10.93 Ca
15 14.77 C
*As letras maiGisculas comparam os diferentes tempos dentro

de cada tratamento (vertical) - DMS (Tuckey 5%)

**pg letras minQsculas comparam

dentro de cada tempo (horizonta

os
1) -

diferentes
(F - 5%)

tratamentos
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TABELA 6. Variacgoes no conteddo de proteina em laminas (A) e
peciolos (B) de folhas destacadas de /'crcskia gran

di folia, durante o enraizamento.

A
_ Tempo Luz Escuro
{dias apOs destacamento)

0 58.50 A*a** 58.50 Aa
1 58.50 Aa 57.00 Aa
3 58.50 Aa 54.00 Aa
6 49 .50 Aa 63.00 Ab
9 75.00 Ba 97.50 Bb
12 60.00 Aa 75.00 Cb

15 75.00 B

o B
_ Tempo Luz Escuro
(dias apbs destacamento)

0 27.00 Aa 27.00 Aa
1 32.30 Aa 30.00 Aa
3 28.60 Aa 27.90 Aa
6 28.60 Aa 37.90 Bb
9 29.10 Aa 37.90 Bb
12 41.30 Ba 42,20 Ba

15 42 .00 B

*As letras maiusculas comparam os diferentes tempos dentro

de cada tratamento (vertical) - DMS (Tuckey 5%)

**ang letras minlisculas comparam os diferentes tratamentos
dentro de cada tempo (horizontal) - (F - 1%)
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no dia em ambos os tratamentos, coincidindo com a data en
que pelo menos 50% das folhas mantidas na luz apresentavam raizes,

neste experimento.

3.2, Padrao de isoenzimas de peroxidase em
laminas e peciolos de folhas, durante o

enraizamento

Os resultados obtidos com os experimentos

feitos a partir de laminas foliares podem ser observados na
Figura 38A. Através da eletroforese foi possivel a separagio
de oito isocenzimas de peroxidase presentes na lamina foliar.
A atividade da peroxidase nestes tecidos, como foi visto na
Figura 36A, sofre um aumento até o sexto dia, uma gueda por
volta do nono dia e em seguida um novo aumento.De acordo com
o resultado obtido na separagao das isoenzimas, este aumento
de atividade nao esta relacionado com a formagido de novas
isoenzimas, mas sim com o aumento de atividade de determina-
das isoenzimas pré-existentes nas laminas.

Isoenzima n? 2, embora com pouca atividade
nas laminas de folhas recém-coletadas, vai se tornando mais

ativa em laminas de folhas mantidas em condicdes favoraveis
ao enraizamento (luz), apresentando seu maximo de atividade

no sexto dia. Em laminas de folhas mantidas no escuro (condi

¢ao nao favordvel ao enraizamento), esta isoenzima apresen
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ta-se com atividade baixa (Figura 38A). Isoenzima n9 3 pare-
ce, em geral, estar mais ativa em laminas de folhas mantidas
no escuro, enquanto que isoenzima n? 4 aparece, nos dois tra
tamentos (luz e escuro), somente a partir do nono dia. Isoen
zima n? 5 comega a sofrer um aumento na atividade 24 horas
apds o destacamento da folha, atingindo a atividade maxima
no sexto dia em laminas de folhas mantidas em presenca ou au
séncia de luz. O padrdo de atividade desta isocenzima acompa
nha muito bem o padrao de atividade peroxidisica apresentado
na Figura 36A, nao parecendo, no entanto, estar relacionado
com a formagao de raizes.

Iscenzima n? 6 apresenta baixa atividade em
laminas de folhas recém-coletadas, e, embora esta atividade
seja aumentada em laminas de folhas mantidas na luz, permaneg
ce baixa quando as folhas sao mantidas no escuro.

Isoenzima n? 7 estd presente apenas em fo-
lhas recém-coletadas e 24 horas apds o destacamento, em fo
lhas mantidas na luz, desaparecendo nos tempos subseqgilentes,

Com relagaoc d&s isoperoxidases presentes nos
peciolos destas mesmas folhas que foram mantidas na luz ou
no escuro, obtem-se, por separagao eletroforética, um total
de 10 bandas de isoenzimas (Figura 38B). Assim como nas lami
nas, nas quais o aumento de atividade da peroxidase (Figura
36A) nao esta relacionado com a formagdo de novas isoenzimas

e sim com © aumento na atividade de certas isoenzimas ja pre
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sentes em laminas de folhas recém-coletadas (Figura 3837),
tambeém nos peciolos, o aumento de atividade da peroxidase
(Figura 36B) esta, pelo menos em parte, relacionado com o
aumento em atividade gue isoenzimas pré-existentes (p.e. iso
enzimas n? 4 e n® 5) sofrem apds o destacamento da folha (Fi
gura 38B).

Contribuindo para este padrao de atividade
apresentado na Figura 36B estd também o aparecimento de duas
novas isoenzimas (n? 9 e n? 10) em peciolos de folhas manti
das no escuro.

Iscenzimas n? 7 e n?® 8 sao pouco ativas em
peciolos de folhas recém-coletadas, permanecendo assim em fo
lhas mantidas em condigoes de nado enraizamento mas com aumen
to de atividade em peciolos de folhas controle, mantidas na
luz. Neste Gltimo caso acompanham, de certa forma, o padrao
de atividade enzimatica mostrado na Figura 36B.

Isoenzima n? 6, presente em todos os pecio

los, tem sua atividade levemente diminuida 9 dias apds o des

tacamento da folha.

3.3. Efeito do GA; na atividade da peroxida
se em laminas e peciolos de folhas nos
primeiros trés dias apds o destacamento

da planta-mae.
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Utilizando-se GAy como 1inibidor de enraiza
mento em folhas de P. grandifolia, observa-se, setenta e
duas horas depois, que o aumento da atividade da peroxidase
em peciolos € menor quando comparado com os outros tratamen
tos {(Tabela 7). Em laminas foliares, a atividade da enzima
apresenta-se menor apds 24 horas em relagdo aos tratamentos
luz e escuro, embora apds setenta e duas horas, uma diferen-
¢a na atividade entre as laminas de folhas que receberam di

ferentes tratamentos nao seja verificada.

3.4. Efeito do GA, no padrao de isoenzimas
de peroxidase em laminas e peciolos de

folhas nos trés primeiros dias apds o

destacamento

A analise do padrao de isoenzimas em l3minas
de folhas tratadas com GA; mostra algumas semelhangas com o
tratamento de escuro - condigao na qual também nao ocorre
formacao de raizes (Figura 39A) . Isoenzima n9Q 2 apresenta-
-se, no primeiro e terceiro dias, com maior atividade em 13~
minas de folhas que enraizam (luz) do que nagquelas que nao
enraizam (escuro ou GA3, na luz), enquanto gque a isoenzima
n® 5 esta mals ativa no terceiro dia em laminas de folhas
mantidas em condigoes de nao enraizamento. Isoenzima n® 7 es

ta presente em folhas recém-coletadas e, vinte e guatro ho-
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ras apds o destacamento, em folhas mantidas na luz. Porém,
em folhas que recebem tratamento de escuro e de GA3, na luz,
0 mesmo hao acontece.

Com relacdo aos peciolos, isoenzima n? 9 é
formada em folhas tratadas com GAg, trés dias apOs o destaca
mento (Figura 39B), enguanto que isoenzima n? 8 nao se forma

em tecidos que receberam esse tratamento.

3.5, Atividade de peroxidase em peciolos de

folhas destacadas, durante o enraizamen

to

De acordo com os resultados apresentados na
Figuras 36A e B - Tabelas 5A e B, observa-se gue ocorrem maio
res alteragbes na atividade da peroxidase nos tecidos de pe-
ciolos do que nas laminas foliares, Esta observagao, aliada
ao fato de que o tratamento com GA3 causou o0 efeito no pa-
drio isoenzimatico mostrado nas Figuras 39A e B, levou a rea
lizacao de um novo experimento, cujo objetivo foi determinar
a atividade da peroxidase em peciolos de folhas sob os trés
tratamentos (luz, escuro e GA3, na luz).
Os resultados obtidos neste experimento sao
mostrados na Figura 40A e Tabela 8A. Estes resultados repro-

duziram um padrdo de atividade peroxidésica semelhante ao ob

servado na Figura 36B, para os tratamentos de luz e escuro.
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Em peciolos de folhas-controle na luz e em
peciolos de folhas tratadas com GA5, na luz, a atividade da
enzima parece comportar-se em geral de maneira semelhante,
mostrando uma mesma tendéncia de aumento atd o décimo tercei
ro dia, seguido de uma diminui¢ac no décimo sexto dia,em peciolos
tratados com GA3. No tratamento com GA,, observa-se uma que
da no nono dia apds o destacamento. Verificou-se que no deci
mo quarto dia, pelo menos 50% das folhas-controle, mantidas
na luz neste experimento, apresentavam raizes.

As alteracgdes significativas no contelido de
proteina soliivel, em peciolos de folhas colocadas em condi-
¢bes favoraveis (luz) e nao favoraveis (escuro ou GA,, na
luz) ao enraizamento sao pouco fregiientes no periodo estuda-
do (Figura 40B - Tabela 8B).

A diminuicgao apresentada no primeiro dia
apds o infcio do experimento, mais acentuadamente em pecio-
los de folhas-controle na luz, pode ser devido a maior absor
cao de agua pelos tecidos. Isto porque esses tecidos ficam em
contacto com as solugbes-teste (dgua ou GA,), durante as vin
te e quatro primeiras horas apds o destacamento da folha e
os resultados sdo expressos em relagao ao peso fresco dos pe
ciolos.

Poucas variacOes significativas no contetdo

de proteina também foram observadas no experimento anterior,

como mostrou a Figura 37B e Tabela 6B.
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TABELA 8. Atividade especifica da peroxidase (A) e variagoes

no conteiido de proteina (B) em peciclos de folhas

destacadas de Pereskia grandifolia, durante o en-

raizamento.
A
Tenpo
(dias apOs destacamento) Luz Bscuro Ghg
-0 1.25 A*ag** 1.25 Aa 1.25 Aa
1 3.31 Ba 2.92 Ba 1.65 Ab
3 4.32 Bab 4.74 Ca 3.53 Bb
6 8.31 Ca 12,28 Db .42 Ca
9 10.34 Da 15.52 Eb 8.11 Cc
13 11.32 Da 14.17 Db
16 10.14 Da 10.59 Eta
B N
Tempo
(dias apds destacamento) Luz Escuro CA4
0 7.03 Aa 7.03 Aa 7.03 Aa
1 3.66 Ba 5.47 Bb 6.59 Ab
3 6.83 Aa 6.63 ABa 7.47 ABa
6 7.30 pAa 7.10 Aa 7.06 Aa
9 7.74 Aab 6.67 ABa 8.80 Bb
13 7.16 Aa 6.41 Aa
16 7.38 Aa 6.72 Aa
*As letras mailsculas comparam os diferentes tempos dentro

de cada t

**ps letras minlsculas comparam o0s

dentro de cada tempo

ratamento {vertical)

DMS (Tuckey 5%)

{horizontal}

diferentes

tratamentos
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V. DISCUSSAO

Em folhas de P. grandifolia, as primeiras al
teragoes histoldgicas que levam a formagaoc do calo na  base
dos peciolos sao observadas entre 48 e 72 horas apds o isola
mento da folha. Essas alteragoes sao representadas por divi-
soes - principalmente periclinais - de células do parénqui-
na, externas ao floema, formando regides meristemdticas no
¢Ortex interno, proximo a base do peciolo. Concomitantemente,
na regiao basal do parénquima cortical forma-se uma camada
de células que se dividem transversalmente e gque se estende
desde a epiderme do peciolo até a regiao interna do cOrtex.

Desta forma, verificou-se gue nao ha uma Gni
ca célula inicial de raiz no sistema estudad® e sim um grupo
de células que comega a se dividir dando origem a novas cé-
lulas que retém a capacidade mitStica. TORREY (1966) sugeriu
e SMITH e TEORPE {1975a) , trabalhando com hipocdtilos de
Pinus radiata, confirmaram a existéncia de uma Gnica cé&lula
inicial que, quando ativada, divide-se varias vezes,formando
um meristema (também chamado meristemdide), a partir do qual

se forma o primdrdio radicular.

Por outro lado, GREGORY e SAMANTARAI (1950)
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verificaram que, em peciolos de folhas primarias de Phaseo-
lus vulgaris, grupos de células parenquimaticas, proximas ao
floema e celulas de raios medulares, apresentam intensa ati-
vidade mitdOtica trés dias apds o inicio do tratamento, vindo
a formar regioes meristematicas no cOrtex interno. A origem
de ralzes adventicias, a partir de um grupo de células, tam-
bém foi demonstrada por MOLNAR e LA CROIX (1972b) enm segmen-—
tos caulinares de Hydrangea macrophylla. Ralzes adventlcias
podem originar-se de células do parénquima floemdtico em He-
dera heliz (GIRQUARD, 1969), Rosa (CARLSON, 1933}, Salix
(CARLSON, 1938) ou de outros tecidos, como por exemplo, do
cambio interfascicular em Chrysanthemum ou ainda de uma cama
da de células parenquimdticas internas a camada de fibras,em
Dianthus (HARTMANN e KESTER, 1968). GAUTHERET (1968) demons-
trou que o efeito positivo de luz no enraizamento de rizomas
de Helianthus tuberosus "in vitro" tem como principal sitio
de agao o cambio vascular.

Em peciolos de P. grandifolia, as  divisoces
celulares no parénquima cortical sao seguidas de divisodes
nos parénquimas radial, medular, floematico e xilematico, re
presentando portanto a fase de desdiferenciag¢ao celular que
ocorre no processo de enraizamento. A atividade proliferati
va leva a formacao de um calo abaixo do tecido vascular. Neg

se tecido formado, as células retém a capacidade mitotica. A

segunda fase deste processo, conforme GORTER (1968), com-
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preende o arranjo das células em um meristema organizado, o
que ocorre ao redor do decimo segundo dia em peciolos de P.
grandifolia, mantidos em condi¢oes favordveis ao desenvolvi-
mento de ralzes. O meristema formado no calo compreende 0
apice do primdrdio radicular. O calo apresenta um grande n{-
mero de elementos tragueals diferenciados, mesmo antes do
aparecimento do apice do primordioc, os quais deverao iniciar
a conexao com o tecido vascular do peciolo.

Intensa atividade mitdtica ocorre mesmo em
peciolos de folhas que nao enraizam por estarem mantidas no
escuro. Nesses tecidos ocorre formagao de calo e diferencia
cao de elementos traqueais, sem contudo haver a organizacgao
do primdrdio radicular. No entanto, o comportamento destes
peciolos s& foi registrado ateé o sétimo diad, ja que, apOs
esse periodo, nao houve sobrevivéncia das folhas em auséncia
de luz.

Em pecinlos tratados com GAy, este composto
inibe a formagéo de raizes, sem contudo inibir a prolifera -
gao celular dos tecidos mencionados e a consegquente formagao
do calo, que, de maneira semelhante aos peciolos , nos quais
ocorre enraizamento, também apresenta diferenciacac de ele
mentos tragqueais. O cambio vascular também se apresenta  em
atividade, como nos peciolos-controle. Portanto, a inibicao

por GA; nao se da através de inibigao da atividade mitdtica

nos tecidos associados com o evento da organogénese. SMITH e
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THORPE (1975b) demonstraram que o efeito do GA3 aplicado exo
genamente depende do periodo durante o gqual se deu a aplica-
gao. Este regulador de crescimento & inibitdrio ao enraiza -
mento se aplicado entre zero e quatro dias, periodo no qual
se dd a formagao de meristembides. E promotor, se aplicado

entre 6 quarto e sexto dias, periodo que coincide com os pri
meiros eventos histoldgicos observaveis na iniciagado de ral
zes, ou seja, a formagao de "locus" meristematicos (SMITH e

THORPE, 1975a). COLEMAN e GREYSON (1977b) verificaram que a

inibigao por GA, também se da a nivel de formag3o de meriste
mdides, além de inibigdo de sintese de amido num est3gio an
terior (2ero a guarenta e oito horas). Um terceiro efeito
inibidor pode ser verificado, a nivel de destruicao de um ti
po de primdrdio de formagao tardia (96 a 144 horas).

O efeito inibidor do GA; na formagao de rai
zes em P. grandi folia demonstrado agui, refere-se & aplica -
gao deste composto apenas durante as primeiras vinte e qua-
tro horas apds o destacamento das folhas, quando mantidas sob luz.
No entanto, em um experimento preliminar, verificou-se gue o
GA3 inibe a formacao de raizes também em folhas mantidas no
escuro, embora nac tenha gido analisado o seu efeito, nessas

condigoes, no desenvolvimento do calo na base do peciolo.

De qualquer maneira, no que se refere ao tra
tamento com GA3 na luz, verifica-se que as primeiras diferen

cas , a nivel histoldgico , entre os tecidos tratados e os
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nao tratados , nos gquais ocorre diferenciagao de ralzes,
sao observadas ap0s doze dias , gquando o0s primdrdios de
ralzes comegam a aparecer nos peciolos nao tratados com GA,.
Isto mostra que o estimulo inibitdrio fornecido por este com
posto apresenta atuagao a longo prazo, pelo menos no que se
refere 3s alteracoes histolbgicas que levam & formagao de
raizes. A inibicao observada ocorre a nivel de organizagao
do meristema que da origem ao apice do primdrdio, ja que a
desdiferenciagao celular, a formagaoc do calo, a atividade
cambial e o inicio de diferenciagao celular, que precedem o
aparecimento dos primdrdios nas folhas-controle, nao sao ini
bidos por esse tratamento.

THORPE e MURASHIGE (1968) sugeriram a hipdte
se de gque o acimulo de amido antes e durante a formagao  do
primdrdio seria um pré-requisito necessario para uma respos-
ta positiva de enraizamento. COLEMAN e GREYSON (1976), tendo
verificado que GA3 inibe a regeneragdo de raizes em estacas
foliares de L. esculentum, reforcaram a hipOtese de THORPE e
MURASHIGE (1968), pois seus resultados sugeriram gue o GA, i
nicialmente inibe a sintese localizada de amido, sem ter e -
feito significante na degradacao de amido por amilase. Ja &
bem conhecido o efeito promotor do GA, na sintese de algumas
enzimas hidroliticas, como por exemplo, da a-amilase (MOORE,
1979). 0s resultados obtidos no presente trabalho mostram

gue o conteldo de amido em peciolos de folhas tratadas com
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GAB & inicialmente scmelhante ao de folhas-controle, embora

nestas ultimas, o acréscimo verificado apds o terceiro  dia
no conteiido desse carboidrato ocorra antes do que em pecio -
los de folhas tratadas com GA3.

O tratamento com GA, nao parece, portantoc ,
inibir a sintese de amido nos peciolos, ja que a partir do
décimo dia o seu contefido € ainda maior do que em  peciolos
nao tratados.

Nas laminas foliares, nos trés tratamentos

estudados e, mais acentuadamente, em folhas mantidas no escu

ro, ocorre um decréscimo no conteldo de amido até o terceiro
dia, quando comeca a ocorrer um aumento mais acentuado deste
composto nos peciolos, sugerindo uma translocagéo de prcdg
tos da hidrdlise do amido, da l3mina para o peciolo.

Os tecidos do peciolo exigem, neste ponto ,
maior energia metabélica para sustentar a elevada prolifera
¢ao celular que ali ocorre, seja sob condigoes favoraveis ou
nao ao enraizamento.

Com relacao ao contetdo de agucares reduto
res nos peciolos, verifica-se um grande aumento inicial nos
dois primeiros dias, nos trés tratamentos estudados. Em se-~
guida, o conteldo desses aclcares nos peciolos de folhas man
tidas no-escuro sofre um decréscimo gradual até o décimo dia,

decorrente da nao atividade fotossintética e portanto, nao

reposicac de aglicares nesses tecidos. A intensa atividade de
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proliferagao celular verificada nestes peciolos parece ser
responsavel pelo consumo de grande parte das reservas de car
boidratos all existentes.

A importancia da luz na formacgao de raizes
se da especialmente através dos produtos da fotossintese
(MOORE E LOVELL, 1970; VEIERSKOV ¢t al., 1976; ELIASSON,
1978). Este Gltimo autor verificou gue estacas provenientes
de plantulas de Pisum sativum cultivadas no escuro ou em bai
Xa irradiacao, tém seu enraizamento inibido devido & defi-
ciéncia de produtos fotossintéticos.

O contelido de aglcares totais em peciolos
apresenta um padrao de variagao semelhante ao observado para
os aglcares redutores, com a diferenga de gque o aumento ini
cial verificado nos dois primeiros dias de experimento & bem
menor do gue o aumento de aglcares redutores. Esse acréscimo
nos aglcares livres ocorre provavelmente devido a um aumento
na atividade de enzimas hidroliticas, gque atuam no sentido
de liberar agUcares necessarios ao suprimento energético dos
tecidos, que passam entac a apresentar intensa atividade pro
liferativa. A partir do terceiro dia, os peciolos de folhas
mantidas no escuro sofrem um decréscimo no contetdo de aglca
res totais, enquanto que nos pecioclos-controle (luz) ha um
aumento até o décimo dia, seguido por uma diminuicao e, nos
peciolos tratados com GA,, um aumento gradual at® o final

do experimento.
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O comportamento dos a¢licares livres e totais
apresentado pelos peciolos durante o periodo em que as fo
lhas foram mantidas em cultura (0 a 14 dias) fornece informa
¢oes a respeito do padrao de utilizagao destes aglicares no
processo de formagio de raizes. Peclolos de folhas mantidas
no escurc e que portanto nao estao sintetizando carboidratos
através da fotossintese nac enraizam. Os carboidratos estdo
sendo utilizados para suprir a demanda metabbdlica dos te-

cidos que, apesar de nao mostrar diferenciacao de raizes,
apresentam atividade mitotica elevada,tom consequente forma-
caoc de calo. O problema da nao diferenciagao de primdrdios
radiculares poderia ser explicado, portanto, nac sd pela nao
reposigao dos carboidratos na folha e no peciolo, como tam-
bém pela vida curta das folhas mantidas no escuro.

Peciolos de folhas-controle, que enraizam
normalmente, apresentam uma diminuigdo no contetido de agflica-
res livres e totais ao redor do décimo quarto dia, quando
praticamente todas as folhas apresentam raizes na base do pe
ciolo, o que demonstra ter havido utilizagao destes aglicares
durante o processo de formacao de ralzes.

Em peciolos de folhas cujo enraizamento &
inibido pelo tratamento com GAj, o© contelido de acglicares to
tais e, mais acentuadamente, de aclcares livres aumenta bas-

tante em relagao aos outros dois tratamentos, ja a partir do

terceiro dia, e continua aumentando até o décimo guarto dia.
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GREGORY E SAMANTARAI (1950) demonstraram gue em peciolos de
Phaseolus vulgaris ocorre uma diminuigao no contelido de agl
cares totais, proximo ao dia em que se da o aparecimento de
raizes. Em peciolos de Hedera helixz, isto também acontece
guando os peciolos enraizam sob tratamento com AIB, mas nao
em peciolos-controle, que nao enraizam. Nestes ultimos, o
conteudo de carboidrato permanece praticamente constante ate
o final do experimento. Em P. grandifolia, nos peciolos tra-
tados com GA,, em que ocorre formagcao do calo e diferencia-
cao de elementos tragueais mas nao diferenciagao de raizes,
parece haver um excesso de carboidratos livres e totais.
MOORE E LOVELL (1970, 1972} demonstraram que
irradiagdo durante o periodo de enraizamento & um fator im
portante no controle da formacao de ralzes e gque a inibicao
por sacarose, observada na luz, transformou-se em promogao
quando as estacas permaneciam no escuro. LOVELL et al.
(1972) demonstraram que a formagao de raizes em cotilédones
& inibida no escuro ou por pré-tratamento com DCMU na luz ou
no escuro, enguanto que na luz ou no escuro, com suprimento
de sacarose, o enraizamento ocorre normalmente. Isto indica,
seguramente, que o enraizamento & um processo dependente de
energia e que, sob condigoes dentro das guais a energia ne-
cessaria nao estd disponivel - auséncia de luz, por exem=
plo - o processo nao ocorre. Quando sacarose & acrescentada.

ao meio, na presenga de luz, a formacgao de ralzes & inibida.
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Parece, portanto, haver uma concentragéo otima de produtos
assimilados, acima e abaixo da qual o enraizamento & inibi=-
do. VEIERSKOV et al. {1976) reforcam a hipbtese de gque ni-
veis supra-&timos de carboidrates inibem a formagao de rail-
zes. Portanto, & possivel que a nao formagao de ralzes em pe
ciolos tratados com GA3 seja devida a um excesso de carboi-
dratos presente nesses tecidos.

O contelido de aglcares livres redutores pre-
sentes nas laminas foliares sofre poucas alteragoes signifi
cativas no decorrer do experimento, nos trés tratamentos es-
tudados. Observa-se que laminas de folhas mantidas no escuro
possuem menor quantidade destes aglcares. Ja os  resultados
de aclicares totais mostram, nos primeiros trés dias, um de-
créscimo nos trés tratamentos - sendo mais' acentuadc nas fo-
lhas mantidas no escuro - apds o que o nivel se mantém esta-
vel até o final do experimento.

No gque se refere ao balanco de carboidratos,
o pépel das laminas foliares parece limitar-se ac fornecimen
to destes metabdlitos aos peciolos e, portanto, as altera-

coes que la ocorrem, nos niveis destes compostos, estao su

jeitas a fatores como:

1. fotossintese
2. hidrolise

3. translocagao dos compostos para outras partes da planta

(no caso, o peciolo).
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que de uma forma ou de outra, atuam variando a concentragao
de carboidratos nesses tecidos.

O tipo de aglicar presente nos tecidos onde
as raizes serao formadas também deve ser considerado. Mano-
se, rafinose, maltose, galactose e lactose nao possuem pro-
priedades rizogénizas (SPANJERSBERG E GAUTHERET, 1963). A
formagao de ralzes pode ser obtida na presenga de frutose,
sacarose e glicose, sendo esta Gltima duas vezes mais efi

ciente. Maltose, glicose, sacarcose e glicose + frutose sao

eficientes na regeneragao de ralzes em discos de folhas de
L. esculentum (COLEMAN E GREYSON, 1977b).

A analise cromatografica dos aglcares presen
tes nos peciolos de folhas durante o periodo de cultura de
monstrou a presenca de sacarose, glicose, frutose, arabinose
e tragos de galactose, tanto em peciolos onde ¢ enraizamento
foi inibido como naqueles onde a resposta de enraizamento foi
positiva.

Peciolos tratados com GA3 apresentam, a par-
tir do sétimo dia, aumento no conteudo de glicose e frutose
e diminuigao no contefido de sacarose, indicando  ocorréncia

de hidrolise. Nos peciolos em que ocorre a formacao de rai-
[%

zes, as concentracgoes de glicose e frutose praticamente nao
se alteram apOs o terceiro dia, vindo a diminuir comente no

décimo quarto dia, o que sugere sua utilizagao no  processo

de diferenciacgao do primdérdio radicular. No tratamento de es
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curo, que nao conduz ao enraizamento, a diminuicdo no conted
do de aglcares livres observada apds o segundo dia ocorre
principalmente através da diminui¢ao de sacarose, glicose e
frutose. £ provavel que as alteragoes no conteudo destes acgl
cares estejam relacionadas com a inibig¢ao do enraizamento de
folhas mantidas no escuro e nagquelas tratadas com GA3.

Outro aspecto do metabolismo de tecidos vege
tais que estid estreitamente relacionado ao processo de ini
ciacao de ralzes € a atividade da enzima peroxidase (CHANDRA
et ql., 1971; MOLNAR E LA CROIX, 1972a; NANDA et al., 1973;
CHANDRA et al., 1973; QUOIRIN et al., 1974). MOLNAR E LA
CROIX (1972a) demonstraram aumento da atividade de peroxida-
se proximo ao floema e xilema, antes de qualquer alteragao
na anatomia do tecido. Localizacao semelhante foi observada
em ralzes em desenvolvimento de Vieia, por JENSEN (1955),
que sugeriu ser esta enzima importante na diferenciagao celu
lar, particularmente no tecido vascular.

NANDA et al. (1971) e NANDA E JAIN (1971) de
monstraram que um balango dtimo entre nutrigao e auxina & ne
cessirio para a diferenciacao de raizes, sugerindo que va
rios tipos de enzimas hidroliticas e oxidativas estdao envol-

vidas no processo.
Em P. grandifolia a atividade peroxidasica em

l13minas de folhas mantidas na luz & semelhante a de folhas

mantidas no escuro e sofre um decréscimo no nono dia, aumen-
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tando logo em seguida. O significado desta queda na ativida-
de nao & conhecido. Porém, atraves da anidlise das isoenzi-
mas, observa-se que a variagao na atividade da peroxidase nao
ocorre devido a formacao de novas isoenzimas, mas sim gragas
ao aumento na atividade de determinadas isoenzimas pré-exis
tentes na lamina; por exemplo, isoenzimas n? 2 em folhas man
tidas na luz e n? 3, em folhas mantidas no escuro. As isope-
roxidases encontradas em laminas de folhas tratadas com GA3
nao revelam qualquer diferencga significativa, guando compara
das aos demais tratamentos.

0 acompanhamento da atividade da peroxidase
e suas isoenzimas durante a iniciacdo de ralzes mostra que
até o sexto dia apds o destacamento das folhas, ocorre um
marcante aumento na atividade da peroxidase presente nos pe-
ciolos. A atividade da enzima @ maior no sexto e nono dias
em peciolos de folhas mantidas no escuro, que nac enraizam.

Com relag¢ao as isoenzimas presentes nos pe
ciolos de folhas mantidas no escuro, observa-se © aparecimen
to de duas novas bandas de rapida migracao (nlmeros 9 e 10}.
Isocenzima n¢® 9 também aparece em peclolos de folhas tratadas
com GA,, trés dias ap0s o destacamento da folha. O fato des
tas novas isoenzimas aparecerem em peciolos de folhas que
nao enraizam sugere que sua atividade seja, na realidade, de
AlA-oxidase, causando portantc a oxidagao de auxinas enddge

nas que, outrossim, atuariam na formagéo de ralzes nesses te
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cidos. ENDO (1968) e YONEDA E ENDO (1970) mostraram gue cer
tas isoenzimas de peroxidase atuam como Ald-oxidases. A
maior atividade especifica da peroxidase detectada em pecio-
los, no escuro (aproximadamente ao redor do sexto e nono
dias) estaria em parte também associada a possivel atividade
de AIA-oxidase dessa enzima.

Por outro lade, em peciolos de folhas que en
raizam, as isoenzimas de nimeros 7 e 8, com baixa atividade

em peclolos de folhas recém-coletadas, sofrem um aumento na

atividade, aproximadamente a partir do terceiro dia. Em pe
ciolos de folhas que nao enraizam, no escuro, as atividades
de ambas iscenzimas mantém-se baixas. Nos tratados com GA3,
em que o accmpanhamento das isoenzimas foi feito somente ate
0 terceiro dia, a isoenzima n? 8 nao aparece. Estas duas
isoenzimas parecem estar, portanto, relacionadas ao processo
de enraizamento. QUOIRIN et al. (1974), trabalhando com esta
cas caulinares de Prunus qeceolade, observaram que o enraiza
mento & acompanhado pelo aumento na atividade de duas isoen
zimas anddicas pré-existentes e nao pela formagao de novas
isoenzimas. G aparecimento de novas isoenzimas em tecidos im
pedidos de enrailzar foi demonstrado por NANDA et al.{1973a).
Estes autores detectaram, em hipocotilos de Impatiens balsa
mina, a formacao de trés novas isoenzimas em segmentos cujo
enraizamento foi inibido pela aplicagao de morfatina. Por ou

tro lado, em segmentos-controle, nos guais o enraizamento
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ocorreu, houve aparecimento de quatro novas isoenzimas, nao
detectadas nos segmentos tratados. Foi sugerido gue estas
isoenzimas estariam relacionadas ao processo de iniciagao e
desenvolvimento de raizes.

A atividade especifica da peroxidase nao so
fre alteracgoes entre o terceiro e o décimo segundo dias em pe
ciolos de folhas mantidas na luz, aumentando no décimo quin-
to dia. Em peciolos de folhas mantidas no escuro, a ativida-~
de ndo sofre alteracces significativas apds o sexto dia. No
nono dia, grande parte dos peciolos de folhas mantidas na
luz ja apresentavam ralzes, senao externamente, pelo menos
no seu interior em forma de primérdios. O acompanhamento da
atividade da enzima em peciolos no escuro foi inviavel neste
experimento, a partir do décimo segundo dia, devido a nao so
brevivéncia das folhas quando submetidas a longos periodos

noe e€scuro.

O comportamento da atividade peroxidasica
foi mais uma vez analisado em peclolos de folhas mantidas na
luz, no escuro & tratadas com GA3, tendo sido observado nova
mente um grande aumento na atividade nestes tres tratamentos,
ocorrendo no escuro o aumento mais notavel. As atividades da

enzima em peciolos na luz e nos tratados com GA, apresen-

3
tam em geral comportamento semelhante. Neste - experimento,

aproximadamente 50% das folhas apresentavem raizes no décimo

quarto dia,no controle.
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0 conteudo de proteina nas laminas sofre um
aumento proximo ao nono dia, aumento este mais acentuado nas
folhas mantidas no escuro do que nas folhas mantidas na luz.
Em peciolos, o contelido de proteina sofre poucas alteracoes
significativas durante o perlodo estudado, sob gquaisquer dos
tratamentos aplicados.

KAMINEK (1969) observou alteragbes nas diver
sas fragoes de proteinas, durante a formacido de ralzes em

segmentos caulinares de ervilha. E possivel que durante o en

raizamento de folhas de P. grandifolia, embora o contetido de
proteina sofra poucas alteracgoes significativas, as protei-
nas constituintes sofram alteragoes quantitativas ou mesmo
yualitativas, como ocorreu com as isoenzimas de peroxidase.
No presente trabalho, verificou-se que as al
teragoes que ocorrem nos niveis de carboidratos e peroxida
ses em peciolos de folhas mantidas em cultura sfo bem mais
marcantes do que em laminas. Além disto, nos peciolos, como
ja foi visto, essas alteragdes variam de acordo com o trata
mento aplicado, nao ocorrendo apenas em peciolos de folhas
que enraizam. Portanto, sao essas variagdes que parecem es
tar relacionadas com o processo de iniciacdo de ralzes nos
peclolos de folhas de P. grandifolia, seja através do meca
nismo de controle nos niveis de carboidratos, seja através
do sistema de controle dos niveis de proteinas, em geral, e

de peroxidases e suas isoperoxidases, em particular.
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Neste Qltimo caso, o sistema de controle po
de atuar, inibindo ou ativando determinadas iscenzimas de pe
roxidase, algumas das quais, como ja foi mencionado, com ati
vidade de AIA-oxidase. Foi verificado que compostos fendli
cos podem apresentar papel importante no controle destas iso
enzimas, protegendo o AIA através de inibigao do sistema de
ATA-oxidase (HESS, 1969; LEE, 1977). ZAIDAN (1976) demons
trou, através de testes cromogénicos a presenca de fendis em
folhas de P. grandifolia. Portanto, no sistema estudado &
bem possivel que estes compostos atuem inibindo a oxidacao

do AIA em peciolos de folhas nas guais ocorre a diferencia

cao de raizes.
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Vi. RESUMO

Folhas destacadas de Pereskia grandifolia en
raizam facilmente quando mantidas na luz, sem haver necessida

de da aplicagao de reguladores de crescimento. Quando coloca-

das em camara escura, ou quando tratadas com GA,, na luz, o
enraizamento & fortemente inibido.

No periodo entre 48 e 72 horas apds o destaca
mento das folhas, observam-se, nos trés tratamentos aplica-
dos, as primeiras alteragoes histoldgicas na base do peciolo,
que levam & formagao de um calo neste local. Contribuindo pa-
ra a formacac deste calo estao células dos parénqguimas corti-
cal, medular, radial, floematico e xilemitico, gqua sofrem des
diferenciagao e entram em estado meristemdtico, de prolifera-
gao celular ativa.

No entanto, a formagao de primdrdios radicula
res ocorre apenas em peciolos de folhas~-controle, mantidas na
luz, ja que al ocorre a organizacao ~ no tecido do calo - de
um meristema, o qual da origem ao Apice do primdrdio, ac re-
dor do décimo segundo dia apds o destacamento da folha.

A analise dos carboidratos presentes nas lami
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nas e peclolos durante o perfodo de cultivo das folhas demons
tra que as maiores alteragoes ocorrem nos peciolos.

GA, causa um aumento nos conteidos de aglca-
res livres redutores e agﬁcares totais, mais intenso do que o©
aumento verificado em peclolos de folhas-controle, na luz, en
gquanto que em peciolos de folhas mantidas no escuro, obser
va-se diminuigao no conteldo destes aglicares, decorrente da
nao atividade fotossintética dos mesmos.

Produtos da hidrdlise do amido parecem ser
translocados das laminas para os peciolos, onde o seu contel-
do sofre um aumento apds o terceiro dia. O tratamento com GA3
causa um aumento maior, porém um pouco atrasado em relagdo ao
controle, na luz. O possivel efeito inibidor dos aglicares em
peclolos de folhas tratadas com GA, & discutido, aoc mesmo tem
PO em gue no escuro, a baixa concentracao destes compostos
possa ser um fator limitante no processo de diferenciagao de
raizes, j& que uma concentragdo Otima parece ser  importante
para que o enraizamento ocorra.

Os principais aglicares livres redutores encon
trados nos peciolos e laminas s3ao os mesmos nos trés tratamen
tos estudados: sacarose, frutose, glicose, galactose e arabi-
nose, sendo gue as malores alteracCes no seu conteflido total

sao devidas especialmente 3 glicose, frutose e sacarose.

Com relagao & atividade especifica da peroxi-

dase, verifica-se que em peciolos, hid um aumento inicial gran
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de nos tr2s tratamentos, embora no escurc, o aumento seja
maior. Este maior aumento no escure, ocorre em parte, devido
ao aparecimento de duas novas bandas de isoenzimas, uma das
quais tambeéem aparece em peciolos de folhas tratadas com GAB'
trés dias apds o destacamento da folha. Estas isoenzimas que
aparecem em peciolos de folhas que ndo enraizam sugerem  que
sua atividade seja de AlA-oxidase, causando a oxidagdo de au-
Xinas e inibindo, portanto, o enraizamento. Duas outras isoen
zimas sofrem aumento significativo de atividade em peciolos
de folhas que enraizam. Este fato sugere que estas duas isoen
zimas de peroxidase estejam envolvidas no processo de enraiza
mento.

As alteragoes na atividade da peroxidase nas
laminas foliares nao sao muito marcantes e ocorrem devido a
alteragoes na atividade de determinadas isoenzimas pré-exis-
tentes e nao devido 3 formacdo de novas isoenzimas.

Conclui-~se que nao apenas as alteragodes histo
ldgicas como também as principais alteracoes metabdlicas ob-
servadas durante o periodo estudado ocorrem nos peciolos, al-

gumas favorecendo e outras inibindo o processo de formagao de

ralzes.
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VII. SUMMARY

Detached leaves of Pereskia grandifolia root
easily when kept in light, not requiring any treatment with
growth regulators. Rooting is inhibited when leaves are kept

in the dark or treated with gibberellic acid.

The first histological changes observed in
the petiole base that 1lead to the formation of a callus in
this region take place between 48 and 72 hours after the
detachment of the leaves from the mother plant, in all three

treatments studied (light, dark, GA, in light).

3
Parenchima cells from the cortex, phloem and
xylen go through dediferentiation and become meristematic,
contributing to the formation of the callus.
Formation of root primordia however occurs
only in petioles of control leaves kept in light. In the

calluses of these petioles a meristem is organized to give
rise to the primordium apex, around the twelfth day of the
experiment,

Analysis of carbohydrate contents present in
leaf blades and petioles during the cultivation period shows
greater variations in the petioles as compared to leaf

blades.
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The increase in the contents of both reducing
and total sugars observed during the cultivation period was
shown to be more intense in petioles of GA3~treated leaves
than in control-leaves, whereas a decrease in the contents of
these sugars was observed in petioles of dark treated leaves,
in response to non-photosynthetic activity of these tissues.

Products of starch breakdown seem to be
translocated from the Jeaf blades to the petioles,where starch

content increases after the third day. GA3 treated petioles

show a higher but later increase in starch contents when
compared to control petioles.
The possible inhibitory effect of high

concentration of sugars in peticles of GA_~treated leaves 1is

3
discussed. At the same time low concentrations of these same

compounds -~ found in dark-treated petioles - may be a
limiting factor for root differentiation, weighing the fact
that an optimum sugar concentration seems to be important for
rooting.

The main soluble sugars found in the petioles
and leaf blades during the cultivation period were the same
in all treatment studied: sacarose, arabinose, fructose,

glucose, galactose.

As for the activity of peroxidase, it was

shown that it is enhanced in the initial phases of the
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experiment. This increase becomes greater in petioles of
dark-treated leaves, partly due to the appearance of two new
isoperoxidase bands, one of which also appeared in petioles
of GAB—treated leaves, three days after the detachment of the
leaves.

The appearance of new isoperoxidases in
petioles of leaves in which rooting is inhibited, suggests
their activity is actually of AlA-oxidase, causing the
oxidation of auxins, therefore, inhibiting root initiation.
Two different bands show an increase in activity in petioles
of rooting, control-leaves. This fact suggests these 2 bands
are involved in the rooting process.

The small variations in peroxidase observed
in leaf blades are due to changes in activity of pre-existing
bands and not to the formation of new cnes.

It is concluded that not just the histological
changes but also the main metabolic variations observed
during the cultivation period occur in the petioles, not in

the blades, some of which favoring, others inhibiting the

process of root formation.
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