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RESUMO

Estudando os fatores que controlam a brotacdo das
gemas epifilas em Bryophyllum calycinum, pode-se verificar
que fatores enddgenos a planta é que estariam controlando o
processo de brotacéo.

Foi wverificado que, com a remogdo dos &pices e das
gemas laterais ou do floema em duplo anelamento ocorre a
liberagdo das gemas epifilas. Também em folhas destacadas
observa—se a brotacdo das gemas epifilas.

Dos horménios testados, as auxinas se mostraram
efetivas em inibir a brotagdo das gemas epifilas. J& as
citocininas estimularam a brotacdo das gemas.

A aplicagdo de sacarose promove a brotacdo das gemas,
indicando que fatores nutricionais estariam influenciando a
brotacdo das gemas.

Tratamentos de estresse hidrico mostraram uma
aceleragdo significativa da brotacéao.

A explicagdao para o© controle da brotacdo das gemas
epifilas baseia-se na presenca de um fator indutor de
brotacao na folha que promoveria a brotacdo das gemas
epifilas. Este fator indutor ©poderia até mesmo ser
sintetizado pela prépria folha. Em plantas intactas, este
fator indutor normalmente n&o permaneceria na folha devido
sua saida via floema indo em direcdo a outras partes da
planta.

Portanto, o controle de brotacdo das gemas epifilas em
B. calycinum se daria endogenamente pela presenga ou

auséncia do fator promotor de brotacdo na folha.
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SUMMARY

It was studied the control of the epiphyllous Dbuds
development in Bryophyllum calycinum. The epiphyllous buds
exhibit dormancy and the results suggest that the bud
development 1is controlled by endogenous factors.

The epiphyllous buds imediately grow up when apex and
lateral buds are removed, showing an apical dominance on
them.

Exogenous hormones 1like auxins applied on the buds
inhibit their growth. On the other hand, exogenous citocynins
stimulate the epiphyllous buds.

The buds develop 1if the leaf is detached from mother
plant or when it 1s 1isolated from the floem flux, by an
Malpighi ring. So, these evidences indicate that the factor
which controls the bud development is present in the wvascular
system.

In fact, the epiphyllous buds are controled by a factor
present in the leaf. The presence or abscence of this factor
is that determine the begining or not of the epiphyllous bud

development.



INTRODUGAO

A espécie Bryophyllum calycinum Salisb., que pertence
a familia Crassulaceae, tem sido muito estudada por
apresentar um sistema metabdlico bastante caracteristico, o
Metabolismo Acido das Crassuléceas. A familia caracteriza-
se, também, por apresentar espécies com uma intensa
capacidade de se reproduzir vegetativamente, e serd este o
aspecto abordado mais profundamente neste trabalho.

Suas folhas apresentam, nas bordas, regides com
células diferenciadas, capazes de se desenvolver formando
uma nova planta. Estas regides sdo compostas por grupos de
células meristematicas, denominadas “gemas epifilas”, que
dependendo de certos fatores ambientais e enddgenos se
desenvolwvem ou permanecem em estado de dorméncia.

As células meristematicas das gemas epifilas, se
distinguem das células do parénguima foliar por serem bem
menores (YARBROUGH,1932). As gemas exibem uma polaridade
dorsiventral, pois ao brotarem apresentam raizes
abaxialmente e caule e folhas adaxialmente em relagdo a
superficie da folha (MEHRLICH, 1931). As gemas epifilas ao
se desenvolverem formam plantulas idénticas a planta mae.

Esta espécie é uma herbacea perene, que alcanga 1,5 m
de altura. Apresenta folhas opostas cruzadas, simples na

porcdo dinferior do <caule e trifolioladas na porgao



superior. A folha é suculenta e possui bordo crenado onde
se localizam as gemas epifilas.

A espécie B. calycinum tem como sinonimia cientifica
as denominagbes: Kalanchoe pinnata Pers., Bryophyllum
pinnatum (Lam.) Skurz., Cotyledon pinnata (Lam.) Pers. , e
sinbénimos wvulgares como: Folha-da-fortuna, Folha-da-vida,
Folha-da—costa, entre outros ( EICHLER, 1872; PIO CORREA,
1931).

0O mecanismo de controle da brotacdo das gemas epifilas
tem despertado grande interesse dos fisiologistas vegetais
desde o inicio do século.

Ja em 1915 com LOEB, varias hipdteses foram propostas
a fim de explicar o controle da brotagdo que foil bastante
estudada até a década de 30. Com a descoberta do
metabolismo  CAM, as pesquisas com esta espécie se
concentraram principalmente no processo de fixag¢do de CO3,
durante as décadas de 50 e 60 quando este processo foi
muito estudado.

Até o inicio dos anos 70 poucos foram os trabalhos
relacionados com a fisiologia do desenvolvimento em B.
calycinum. Entre 1970 e 1980 pode-se observar, através da
literatura, que houve uma retomada do interesse pelos
mecanismos de controle da brotacdo das gemas epifilas.

Em algumas espécies da familia Crassulaceae, mais

especificamente as do género Kalanchoe, o controle da



brotagdao das gemas estda relacionado ao fotoperiodo as quais
estdo sujeitas.

Nas espécies K. daigremontianum e K. tubiflorum, por
exemplo, © desenvolvimento das gemas epifilas ocorre quando
as plantas estdo sob dias longos (fotoperiodo de 14 horas
ou mais), ou quando as folhas sdo destacadas da planta méae,
independentemente do fotoperiodo (KRONER, 1955 apud HENSON
& WAREING, 1977).

Entretanto, na espécie B. calycinum a brotacdo das
gemas ocorre somente quando a folha é destacada da planta
mde (LOEB, 1915). Em contraste com outras espécies desta
familia o fotoperiodo ndo interfere na brotacdo das gemas.

Dependendo da espécie estudada, fatores exdgenos e
mesmo enddgenos podem exercer um papel fundamental no
controle da brotacao. Em 1915, LOEB discutiu a
possibilidade de que substancias formadas em determinados
orgdos seriam transportadas para outras partes da planta,
onde controlariam a brotacdo. Assim sendo, a brotacao seria
influenciada pela planta como um todo.

Foi discutida por REED (1923), a possibilidade de que
a propria planta pudesse interferir no processo de
brotacdo. Substancias produzidas por determinados orgaos
seriam as responsaveis pela permanéncia da gema no estado
dormente ou determinariam o inicio da Dbrotagdao. Tais

substancias poderiam ser hormdénios que estariam atuando



direta ou mesmo indiretamente sobre a brotagdo das gemas
epifilas.

Em Montedioca (1992), foi sugerido que um fator
endbégeno a planta é que exerceria o papel fundamental no
controle da brotacdo. Foi observado que quanto maior a
porcdo de caule, em estacas, maior era a inibigdo da
brotacdo das gemas epifilas. Assim sendo, supds-se que O
fator de inibicdo da brotacdo estaria localizado no caule
da planta.

Os horménios interferem numa série de processos
fisioldbgicos como a germinacgdo, floracdo e a brotacdo de
gemas laterais, por 1isso sua atuagdao sobre as gemas
epifilas foi observada n&o somente na espécie B. calycinum,
mas em outras espécies desta mesma familia.

A auxina sintética ANA, foi aplicada na espécie
fotoperidbdica B. daigremontianum. Fol observado gque esta
auxina dinibiu a brotacdo das gemas mesmo sob condigdes
indutivas (HEIDE, 1965a).

Ao se verificar oS niveis de AIA em B.
daigremontianum, foi constatado que estes niveis eram
baétante altos em plantas recém transferidas de dias curtos
para dias longos (que s&o indutivos para a brotacdo das
gemas), mas logo apdés havia uma queda bastante acentuada
nos niveis de AIA antes do inicio da brotagdo (HENSON &

WAREING, 1977).



YA ZGAN & VARDAR (1977) trabalhando com B.
daigremontianum e  KARPOFF (1982), com B. calycinum
mostraram gque AIA teve um efeito inibitdério sobre a
brotacdo das gemas epifilas quando aplicado em folhas
cultivadas em meio estéril. Também em Begonia, a brotagdo
das gemas adventicias foi igualmente inibida pela presencga
de auxina (HEIDE, 1965b).

Apesar da maioria dos trabalhos mostrar o efeito
inibitbério da auxina sobre a brotagdo de gemas, AIA promove
‘em B. tubiflorum a brotagdo das mesmas e O aparecimento de
raizes (NANDA & JAIN, 1972).

Ja& em B. crenatum ocorreu uma diminuicdo do nivel de
AIA enddbgeno da folha durante a liberagdo das gemas, 1isto
&, 2-10 horas apés a retirada da folha da planta mde. Apds
12h, foi verificado um aumento gradual e significativo dos
niveis de AIA endbgeno. Esta Gltima fase corresponderia ao
inicio do desenvolvimento da pléantula, a qual levaria a
producdo de auxina responsavel pelo aumento nos niveis de
AIA (Slaby et al., 1990)

A giberelina inibe a brotacdo das gemas epifilas em B.
tubiflorum sob condig¢des indutivas, isto é, sob dias longos
(MARCELLE, 1963). J& em B. crenatum, ocorre um aumento da
brotacdo em folhas situadas na porgdo basal do caule onde,
justamente, é encontrada uma maior concentracgdo de

giberelina (SEBANEK et al., 1978; OBHLIDALOVA et al.,

1979).



Em discos de B. calycinum, cultivados em meio estéril
com alta concentragdo de &cido giberélico, foi verificada a
inibicdo da brotacdo. J& em baixas concentracdes de GAs
(100> M), houve o desenvolvimento das gemas epifilas,
formando plantulas com folhas atipicas, sem a presenga de
gemas epdifilas (KARPOFF, 1982). Essa habilidade do acido
giberélico em afetar a forma da folha, em cultura in vitro,
ja& foi descrita por FELDMAN & CUTTER (1970)

A aplicagcdo de <citocinina em folhas de plantas
intactas de B. calycinum promoveu a brotagdao das gemas
epifilas, © mesmo ocorreu com B. daigremontianum em
condi¢des ndo indutivas (CATARINO, 1965; HEIDE, 1965a).

Em B. fedtschenkoi, que nao é uma espécie
fotoperiddica, foi observado o mesmo comportamento de B.
calycinum, isto é, em folhas ndo destacadas da planta-mae,
a aplicacgdo de 50 mg/l de cinetina nas folhas provocou a
brotacdo das gemas (CATARINO, 1965). E importante notar
nestes experimentos que o crescimento de raizes nas
plantulas foi inibido, desenvolvendo-se apenas a parte
aérea. O tratamento com citocinina provocou um efeito
localizado na folha tratada.

Em plantas de B. daigremontianum, tranferidas de dias
curtos para dias longos (fotoperiodo indutivo), foi
observado inicialmente um aumento na concentragao de
citocininas enddégenas, mas logo apds esses nivels sofreram

uma queda. Sabe-se, também, que plantas cultivadas



continuamente sob dias curtos possuem niveis de citocininas
maiores do que plantas cultivadas sob dias longos (HENSON &
WAREING, 1977).

Em cultura in vitro de folhas de B. calycinum ocorre
um aumento da brotagcdo quando 6-BA é adicionada ao meio,
principalmente na concentracédo de 10®* M (HOUCK &
RIESEBERG, 1983). Segundo YAZGAN & VARDAR (1977), gquando
cinetina é¢ aplicada em B. daigremontianum, pode-se
verificar um aumento significativo da brotagdo das gemas
epifilas. Entretanto, quando cinetina foi aplicada
juntamente com AIA, observou-se uma diminui¢do da brotagao
mostrando um efeito inibitdrio causado pela adigao de AIA.

A Dbrotacdo das gemas epifilas, assim como todas as
gemas vegetativas da planta, parece obedecer a um padrdo de
desenvolvimento semelhante. Deste modo, podemos inferir ao
estudo das gemas epifilas os conhecimentos ja obtidos pelos
estudos com gemas laterais, pois foram bastante estudadas
devido & sua importancia econdmica.

Em varios trabalhos foi verificada a intencdo dos
pesquisadores em descobrir os mecanismo que envolvem O
controle da iniciacdo da Dbrotacdo de gemas laterais,
objetivando a obtengdo de plantas com uma arquitetura mais
favoravel ao aumento de producgao de ramos, e
consequentemente a producgcdo de folhas, flores e frutos.

O padré&o de crescimento das angiospermas é determinado,

em grande parte, pela influéncia reguladora exercida pelo



apice no crescimento e desenvolvimento das gemas (MC
INTYRE, 1977). Este fenbmeno, conhecido como “Domin&ncia
Apical”, tem sido alvo de inUmeras pesquisas nos ultimos 40
anos.

Para MCINTYRE (1964), a habilidade do &pice em inibir
o desenvolvimento das gemas laterais, é devido ao fato da
gema apical se formar antes dos meristemas laterais,
durante a ontogenia da planta, tendo portanto, maior
oportunidade de desenvolver o mecanismo de dominancia. O
grau de dominancia apical varia de espécie para espécie, e
da resposta do apice em relacgdo as condigbdes ambientais,
como o fotoperiodo e a disponibilidade de nurientes e agua
no solo.

GOEBEL, j& no inicio do século, acreditava que o apice
inibia as gemas laterais devido a competigdo por
nutrientes. A chamada “hipdtese nutritiva” foi
experimentalmente demonstrada por LOEB em 1918.

A descoberta da auxina e a demonstragcdo de que esta
substancia poderia substituir o &pice, na manuteng¢do da
inibicdo das gemas quando aplicado em caule decapitado
(THIMANN & SKOOG 1933), chamaram a atencdo para um possivel
mecanismo baseado na influéncia e na interagdo de fatores
hormonais no controle da brotacgcdo das gemas.

Estes estudos atingiram seu auge nos anos 60 (BOOTH et
al 1962; DAVIES & WAREING, 1965; DAVIES ET AL 1966; SETH &

WAREING, 1964, 1967), quando foi demonstrado haver um



intenso fluxo de nutrientes para as regides com alta
concent racdo de auxina.

Destes nutrientes fariam parte os assimilados da
fotossintese, os aclcares, principalmente a sacarose, e
substancias inorgénicas como nitrogénio, fésforo e
potassio.

Assim sendo, a inibic&o da brotacdo das gemas laterais
se daria devido a falta do suprimento de nutrientes. Esta
falta seria causada por um movimento preferencial de
nutrientes para regides onde existem altas concentracgdes de
auxina enddgena, isto é, a gema apical ou a regido do caule
decapitado tratado com auxina exdgena. Assim, na regido da
gema apical haveria um suprimento maior de nutrientes e
conseguentemente, um crescimento bastante intenso.

A inibicdo correlativa é a supressdo do crescimento de
certas partes da planta por um composto produzido em outra
parte da planta (TOOTILL, 1984). Foi proposto por WENT, no
inicio do século, a teoria de gque a auxina produzida no
dpice exerceria uma agao direta sobre o transporte de
nutrientes inibindo as gemas, assim a auxina produzida no
dpice inibiria as gemas numa forma de inibig¢do correlativa.
Desde entdo, muitos cientistas tém colocado em prova tal
teoria, sem até hoje conseguirem chegar a alguma conclusao
definitiva.

Pesquisas subsequentes revelaram sérias objecdes

guanto a hipdétese da auxina como um inibidor direto do



desenvolvimento das gemas. Embora tenham sido feitas varias
tentativas com o objetivo de determinar o “inibidor direto”
da brotacgao das gemas, até o momento ndo foi obtida nenhuma
conclus&@o. As varias teorias tém sido alvo de criticas,
pois nenhuma delas apresenta experimentos conclusivos que
fundamentem as hipbdteses propostas (MC INTYRE,1977).

Sabe-se hoje, que todos os aspectos do desenvolvimento
vegetal envolvem controle hormonal. Fatores ambientais como
temperatura, 1luz, fotoperiodo e estresse hidrico podem
afetar o©os niveis hormonais, como veremos mais adiante e
assim interferir nos processos de desenvolvimento. Assim, a
brotagdo das gemas epifilas, por ser um processo complexo,
é controlada pelo menos em parte pelos hormdénios. Variacgdes
ambientais podem afetar os niveis hormonais e o controle da
brotacdo.

Também, a variacdo no conteldo de nutrientes minerais
pode afetar o contetdo hormonal e consequentemente,
modificar o padrdo de desenvolvimento em resposta a esta
variacao.

Uma evidéncia, que coloca a disponibilidade de
nutrientes como um dos fatores responsaveis pela dominancia
apical, €& a grande influéncia que substancias inorganicas
como nitrogénio, potassio e fdésforo exercem sobre o grau
de desenvolvimento de ramos das varias espécies estudadas
(PALMER & PHILLIPS, 1963; MC INTYRE, 1964; TROUGHTON,

1967) .
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Em 4dpices decapitados de P. vulgaris, tratados com
pasta de 1lanolina e auxina, foi detectado um grande acumulo
de nitrogénio nos entrends quando comparados com plantas
controle. Isto pode significar que o nitrogénio seria um
fator indireto, que poderia influenciar a produgdo de
substancias como as citocininas que estimulariam ©
desenvolvimento das gemas (PHILLIPS, 1968).

A gema epifila também requer nutrientes para o seu
desenvolwvimento, portanto a competicdo por nutrientes
constitui também um dos fatores determinantes no processo
de controle da brotacdo destas gemas.

O conteudo nutricional das plantas pode variar afetado
indiretamente pelo ambiente ou por aplicacgdo ou injegdo de
nutrientes nos tecidos. Ambos os métodos foram muito
usados, e de fato a maioria dos experimentos que apoiam a
“teoria nutritiva” foi baseada nestes tipos de
experimentos.

GREGORY & VEALE (1957, citado por MC INTYRE, 1977)
mostraram que, em L. usitatissimum, © grau de dominancia
apical poderia ser precisamente controlado pela variagdo do
suprimento de nitrogénio, mesmo sob condig¢des favoraveis de
fotoperiodo e intensidade de 1luz, o que 1isenta outro
nutriente, o carboidrato, comglfator limitante.

Também neste experimento foi mostrado que a inibigdo
dos ramos de pléntulas intactas poderia ser completamente

eliminada pelo aumento do suprimento de nitrogénio. As
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gemas 1inibidas possuiam um grupo distinto de células,
caracterizado por um nucleo grande e pela total falta de
mitoses. Com o aumento do suprimento de nitrogénio estas
caracteristicas desapareceram rapidamente (CLINE,1991).
Estas células, correspondem a “zona quiescente”, observada
em gemas laterais de T. paludosa (NAYLOR, 1958). A
ocorréncia desta zona é caracteristica das gemas inibidas
pela dominancia apical.

Em P. sativum, os niveis de translocacdo de fdésforo
marcado radioativamente aumentavam apdés a liberacdo da
inibicdo e com o desenvolvimento de gemas laterais
(NAKAMURA, 1964).

Um aumento no suprimento de potassio, também se
mostrou promotor na liberacdo inicial de gemas em S.
sisymbrifolium (WAKHLOO, 1970).

A resposta de crescimento da gema inibida, a um
aumento no suprimento de nutrientes, pode ser tdo imediata
que se torna dificil ou qQuase impossivel a determinagdo da
sequéncia de ocorréncia desses eventos, e assim obter-se a
evidéncia necessaria para se distinguir entre causa e
efeito (MC INTYRE, 1977).

Se a inibicdo do desenvolvimento de gemas €é O
resultado de uma falta de capacidade para competir por
nutrientes com o &apice, a liberagdo da inibig¢ao, quando o
apice é removido, deveria ser precedida por um aumento na

absorcdo de nutrientes pela gema (MARTIN, 1987).
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O mesmo deveria ocorrer com as dgemas epifilas quando
as folhas sdo destacas da planta-mde. Isto é, ao ficarem
livres da dominancia exercida pelo 4apice, devido ao
destacamento, poderiam absorver nutrientes que induziriam a
brotagao.

Ha todavia, muitas dificuldades em se provar tal
hipétese pois na regidao apical, os nutrientes, na forma em
que sao transportados, se mantém em concentracdes
relativamente baixas devido a sua rapida conversdo a
compostos necessario para o desenvolvimento do novo ramo.
(MC INTYRE, 1977).

O crescimento relativamente rapido da gema na regido
apical do ramo pode ser atribuido em parte a uma imediata
disponibilidade de nutrientes das células meristematicas
adjacentes, o0s quais como parte do meristema apical, sdo
caracterizadas por uma alta capacidade de acumulagdo de
dgua e solutos. No <caso das gemas epifilas, quando
inibidas, ndo ocorre este tipo de disponibilidade, pois os
nutrientes migram para outras partes da planta (CLINE,
1991).

A proximidade da gema apical com o final dos tecidos
condutores do ramo principal, do qual o suprimento de
nutrientes é obtido, pode também ser um fator significativo
(MC INTYRE, 1977).

Existem trabalhos em que ¢é mostrada a relacdo das

conexdes vasculares no desenvolvimento das gemas. Foil
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postulado que a auxina produzida na regido da gema
dominante poderia inibir a formacdo de conexdes vasculares
na gema 1inibida, e assim reduzir a capacidade destas gemas
de competir com o &pice por nutrientes necesarios para
escapar da inibicgao. Entretanto, foram detectadas
conexdes vasculares bastante desenvolvidas em gemas
totalmente inibidas (GOODWIN & CANSFIELD, 1967; WARDLAW &
MORTIMER, 1970; PETERSON & FLETCHER, 1973) e a auséncia de
conexdes vasculares em gemas gque podem ser liberadas da
inibicdo pela decapitagd&o (MARR & BLASER, 1967), ou pelo
aumento do suprimento externo de nutrientes (MC INTYRE &
LARMOUR, 1974). Tais observacdes sugerem gque as conexdes
vasculares ndo facam parte do mecanismo de controle da
domindncia apical, embora sua interacdo com outros fatores
possa ter algum significado.

A gema epifila de B. calycinum ndo possul conexao
direta entre o sistema vascular da folha e as células
meristemd&ticas, sendo © transporte realizado de célula a
célula (YARBROUGH, 1932).

Dos fatores mencionados, o nutricional, parece ser um
dos mais importantes. Se a planta estiver deficiente de
algum nutriente, mesmo com uma conexdo vascular bem
desenvolvida, que aumentaria a capacidade de competigdo por
nutrientes, este fato seria insuficiente para 1liberar a
gema da inibigdo. Por outro lado, um aumento significativo

na concentracdo de nutrientes, entre o tecido condutor e a
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gema, poderia causar a brotagdo da gema mesmo gque esta nao
possua nenhuma conexd3o vascular. Se a concentragao de
nutrientes ndo for significativa, a presenga de uma conexao
vascular bem desenvolvida poderia ser um fator que
aumentaria a competitividade da gema, e com isso também a
liberacd&o da inibigdo e o crescimento (MC INTYRE 1977).

Na discussdo acima, sobre o gradiente nutricional,
assume—se que a direcdo e a taxa de translocagdo sao
determinadas principalmente pela concentragdo de
nutrientes. Tem sido sugerido que a sintese de hormdénios em
meristemas ativos poderia ser o fator determinante na

translocacdo destes nutrientes.

O primeiro pesquisador a sugerir que a auxina contida
em grandes quantidades no &apice poderia ser o principal
responsavel pela capacidade de monopolizar nutrientes para
esta regido foi WENT (1939). Mais tarde na revisao de
PHILLIPS (1975), foi descrito que os resultados
evidenciavam o papel da auxina na translocacgao de
nutrientes. Estes experimentos contribuiram para o estudo
do mecanismo de transporte de nutrientes, mas nao
explicavam claramente sua relagdo com a domindancia apical.

Para se poder explicar a domindncia apical com base na
“hipétese hormonal”, que diz ser o horménio o fator gue
diretamente estaria envolvido no controle da brotagdo de

gemas, seria preciso provar que a falta de competitividade
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das gemas em relagdo ao apice seria devido a falta do
horménio, no caso a auxina, na regido das gemas laterais.

HALL & HILLMAN (1975) observaram que apdés 30 minutos
da decapitacdo ja& é possivel detectar a liberacdo da gema
da inibicdo exercida pelo 4&pice. De acordo com OS
resultados obtidos por HILLMAN et al. (1977), os niveis de
AIA aumentam nas gemas laterais de pléantulas de P. vulgaris
logo apds a remogdo do apice.

O uso de AIA exbgeno revela ser o papel da auxina, na
brotacdo de gemas, um fato concreto. HALL & HILLMAN (1975),
aplicando 0,1% de AIA em lanolina no 4apice de caule
decapitado,- demonstraram haver uma inibicgao do
desenvolvimento da gemas 1 hora apdés o 1inicio do
tratamento. Este resultado relativamente répido,
considerando a distéancia existente entre o apice decapitado
e a gema lateral, ndo concorda com os trabalhos gue dizem
ter a auxina uma velocidade de translocagcdo na parte aérea
de 5-15mm/h (VALIO in FERRI, 1979).

Sendo assim, a auxina ndo seria um fator que atuaria
diretamente sobre o controle da brotacgdo, isto &, ndo seria
a auxina gque estaria saindo do &pice e atuando diretamente
sobre as gemas laterais.

Uma parte importante do estudo do complexo processo
gque envolve a domindncia apical é avaliar o papel

desempenhado pelo AIA.
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Quando se analisa o trabalho de THIMANN (1937),
verificamos que a aplicacdo direta da auxina sobre as gemas
inibidas nao induz a brotagcdo. Mas se a auxina for
aplicada, apds as gemas terem sido liberadas da inibicgdo,
ocorre um aumento significativo na taxa de crescimento e
desenvolwvimento das gemas (SACHS & THIMANN, 1967; ALI &
FLETCHER, 1970 ; SLABY et al, 1990). Estes trabalhos
sugerem gue a auxina nao estaria envolvida diretamente na
inducdo da brotacdo das gemas, mas sim no desenvolvimento
dos ramos em desenvolvimento.

WHITE et al (1975) relataram que as folhas jovens de
P. vulgaris, que crescem vigorosamente no apice, seriam as
responsavels pela supressdo do desenvolvimento das gemas
laterais, e que apesar do AIA ser encontrado em altas
concentracgdes no Aapice, nao se pode dizer que esta
substancia seja a responsavel pelo controle da brotacdo das
gemas.

Desde a descoberta de que o uso de TIBA (acido
triiodobenzdico) inibe o transporte de auxina enddgena
(NIEDERGANG-KARMIEN & SKOOG 1956), esta substéncia tem sido
amplamente usada na elucidagdo do envolvimento do
transporte de AIA num grande numero de processos
fisioldégicos, incluindo a dominadncia apical. Em alguns
casos, foi obtida a inibigcdo do <crescimento do ramo
principal, e um crescimento limitado das gemas laterais

abaixo do ponto de aplicagcdo de TIBA. Mais tarde houve a
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absciss&do destas gemas laterais, bem como das folhas jovens
que estavam se formando no apice antes do tratamento com
TIBA. Segundo WHITE & HILLMAN (1972), autores deste estudo,
0 uso de substancias inibidoras do transporte de auxina no
estudo da domindncia apical é bastante questionavel devido
aos efeitos secundarios que causariam a planta.

Segundo WOOLEY & WAREING (1972), um outro hormdénio
estudado fol a citocinina, que pela primeira vez foi citado
no estudo de dominancia apical quando foi observado que
adicionado em altas concentracgdes em cultura de células de
tabaco havia uma brotacdo uniforme, isto é, ndo ocorria
competi¢cdo entre as gemas (SKOOG & MILLER, 1957).

Cinetina antagoniza o efeito inibitério do AIA em
gemas laterais de segmentos de caule de P. sativum, e
promove O crescimento de gemas laterais quando aplicado na
base de ramos de plantas com 4&pices intactos (WICKSON &
THIMANN, 1958).

SACHS & THIMANN (1967) sugeriram que as gemas sSao
inibidas porque sao incapazes de sintetizar citocininas. A
presengca de citocininas em exudatos e extratos de raizes
(BURROWS & CARR, 1969), e as observacgbes de que a
citocinina ¢é capaz de substituir as raizes na manutencéao
dos niveis de <clorofila, proteinas e &cidos nucléicos
(OSBORNE, 1962) sugerem gue as raizes sdo centros de
produgcdo de citocininas, e que sdo transportadas para as

folhas, participando do processo de domindncia apical.
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As oObservagdes de muitos pesquisadores (WENT 1939,
JACKSON 1956, SMITH & WAREING 1964, LONGMAN 1968) apoiam a
idéia de que o crescimento de ramos, e mais especificamente
a brotacdo de gemas, dependem de um fator de natureza
hormonal wvindo das raizes.

KUMAR & WAREING (1972) verificaram que em S. andigena,
o controle do desenvolvimento da gema envolve uma interacao
triplice entre auxina, giberelina e citocinina, sendo gque
nesta interacdo algum fator vindo da raiz deveria estar
envolvido.

Sabe—-se que o apice dos ramos e outros tecidos
meristematicos possuem uma competitividade em obter agua
muito maior do que em outras regides da planta, onde os
tecidos Jj& estdo mais amadurecidos. Foi observado também,
que os apices de folhas de B. calycinum imersos em agua
tinham suas gemas epifilas desenvolvidas rapidamente (LOEB,
1918). Em experimentos com P. sativum var. ‘Alasca’, foi
observado que quando varias gemas foram liberadas da
inibicdo pela decapitacdo do é&pice, as gemas que se
desenvolviam mais tardiamente mostravam uma marcante
reducdo no tamanho e perda de turgor. Estas mudangas
sugerem gue a agua estaria sendo desviada das gemas que se
desenvolveram mais tardiamente para os ramos dominantes.

Apesar de varias observagdes demonstrarem que @ a

competigcdo interna por agua exerga um papel importante no
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mecanismo de domindncia apical, pouca atengdo tem sido dada
a este fato.

Segundo EPEL et al (1992), os estimulos vindos do meio
ambiente podem ter um profundo efeito na regulagao do
desenvolvimento da planta. A percepgdo do estimulo
ambiental ¢é traduzida a um sinal bioguimico, que é entao
propagado do sitio de percepgdo para as células ou tecidos
alvo, isto é, para a regido onde serd exibido seu efeito.
No caso das gemas epifilas de B. daigremontianum, uma
espécie fotoperiddica conhecida, a detecgdo do comprimento
do dia pela planta é que determina ou ndo o inicio da
brotacao.

As moléculas sinalizadoras, que s&do transportadas do
sitio de percepcdo para um determinado tecido, sao
geralmente moléculas pequenas. Uma vez no tecido
determinado, elas induzem processos bioquimicos em cascata
que resultam numa resposta fisioldégica apropriada. Esta
resposta poderia ser a brotagdo das gemas epifilas.

Estes sinais bioquimicos reguladores podem mover-se
pela via simplastica ou apoplastica, ou ainda pela
combinacdo das duas (EPEL et al, 1992).

Os plasmodesmas tém-se mostrado uma estrutura de
juncdo que pode bidirecionalmente conduzir moléculas com
peso molecular de até 1000 Da, (GOODWIN 1983, TERRY &
ROBARDS 1987). Auxina, giberelinas, citocininas e &cido

abscisico s&o todas moléculas pequenas com menos de 1000
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Da, e portanto poderiam ser translocadas via plasmodesmas
(GOLDSMITH 1977, RAVEN 1975, RUBERY & SHEDRAKE 1974).

O transporte de AIA participa de forma Dbastante
significativa na regulagd&o do crescimento e diferenciacgdo
celular, por 1isso ¢é importante entender como o AIA &
translocado dentro da planta. Os estudos mostram que O
transporte de AIA depende do estadio de desenvolvimento da

planta, assim como o orgdo e o tecido em questdo.

Os estudos mostram que existem 2 sistemas bésicos de
transporte de AIA em plantas superiores: (1) um transporte
polar unidirecional, isto ¢, um sistema que requer energia
pois, mowvimenta-se de célula em célula, e (2) um sistema
passivo mndo polar via floema, onde a auxina, ligada a
outras substancias transportadas no floema, move-se muito

mais rapidamente (TAIZ & ZEIGER, 1991).

0 movimento polar de AIA é um processo ativo que
requer energia, pois substéancias como o dinitrofenol, que
inibe a sintese de ATP, também inibe o transporte polar de

AIA (TAIZ & ZEIGER, 1991).

Ja4 o AIA sintetizado em folhas maduras movimenta-se na
forma conjugada com outras substéncias do floema, de forma
nao polar no floema, isto é move-se para cima ou para baixo
da folha sintetizante, e com uma velocidade e distancia bem

maiores do que o transporte polar (TAIZ & ZEIGER, 1991).
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O inicio do processo de floracdo é bastante semelhante
ao inicio da brotacdo de gemas. Antes da evocagdo floral,
as células meristemdticas da gema recebem uma mensagem gque
desencadeia o processo de divisdo celular, originando entao
tecidos e Orgdos caracteristicos dos ramos florais, tal
como O gue ocorre com as gemas vegetativas.

Embora a floragdo seja um processo ainda em estudo, e
sem uma conlusdo definitiva sobre como se da o inicio do
desenvolwvimento da gema floral, sera feita uma breve
explanagdo gque consequentemente levara a uma comparagdo com
o processo de brotagdo das gemas vegetativas, que € o foco
de estudo deste trabalho.

A transicdo floral do meristema é causada por algumas
mudancas no fluxo de substancias quimicas, que se movem
pelo sistema vascular das folhas para o apice (BERNIER et
al, 1981) . Foi verificado que na evocagdo floral o nivel de
carboidratos aumenta na regido do meristema apical (BODSON
& OUTLAW, 1985).

Segundo o trabalho de LEJEUNE et al. (1993), dos
carboidratos da seiva do floema analisados, a sacarose foi
o acucar encontrado em maior quantidade. Além disso, foi
detectado também, um aumento bastante significativo do
fluxo desta sacarose em diregdo ao apice durante a
transicdo floral, em plantas de S. alba sob fotoperiodo

indutivo, 1isto é sob dias longos.
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Esses resultados, indicam que a sacarose pode estar
funcionando como mensageiro na evocacgdo floral, concordando
assim com o trabalho de BODSON & OUTLAND (1985), em que foi
detectada acumulacdo de sacarose no meristema durante a
transicao floral. Também em gemas vegetativas, o fator
nutricional parece desempenhar um papel importante durante
a brotac&o das gemas, como ja foi dito anteriormente.

LEJEUNE et al. (1988), verificaram que o nivel de
citocinina aumentava sensivelmente em S. alba submetida a
fotoperiodos indutores de floragdo, sugerindo entdo gue
esta substancia faria parte do estimulo gque causaria a
evocacdo floral no meristema. Assim, como VArios processos
do desenvolvimento da planta sdo dependentes dos hormdénios,
também durante a transicdo floral os mesmos estimulos estao
presentes atuando de forma decisiva.

Apesar da pouca bibliografia existente relacionada com
a formacdo de plantulas originadas de gemas epifilas,
verificou-se até aqui que o controle da brotagdo de gemas
compreende muito mais do que uma simples resposta capaz de
desvendar o fator responsavel por este processo. Observou-
se, que varios componentes podem fazer parte desta resposta
complexa, que é um processo vital para a sobrevivéncia da
planta e porque n&o dizer da prdpria espécie.

O processo de reprodugdo vegetativa, por brotagdo de
gemas epifilas, na espécie B. calycinum € fundamental para

a espécie, uma vez gque por algum fator, ainda desconhecido,
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esta espécie ndo produz sementes vidveis, impossibilitando
o processo sexuado de reprodugdo.

0 objetivo desta tese foi o de estudar os fatores que
controlam a brotacdo das gemas epifilas em B. calycinum.
Varios fatores foram abordados durante a realizagdo desta
tese. Foil verificado o papel da inibigdo correlativa e da
translocacdo de nutrientes através da planta em relacao a
brotacdo das gemas epifilas, foi investigada também a agao
hormonal exercida pela auxina, citocinina, giberelina,
etileno e &cido abscisico. Além disso, foram estudados os
aspectos relacionados com a nutrigdo e o efeito do déficit

hidrico sobre o controle da das gemas epifilas.
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MATERIAL E METODOS

1. Material Vegetal

As plantas utilizadas neste trabalho foram obtidas
através de folhas de plantas cultivadas em canteiros, no
Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual
de Campinas (SP). As folhas foram destacadas da planta-mde
e mantidas em bandejas forradas com papel de filtro,
umedecidas com &gua destilada e mantidas em camara de
crescimento a 25°C. Apdés a brotacdo as plantulas foram
tranferidas para bandejas com solo adubado até atingirem 10
cm de altura. Entdo, foram transplantadas para vasos de 3
litros, com solo adubado e areia na proporgao de 2:1. Os
vasos foram mantidos em casa de vegetagao, e regados em
dias alternados. Destes vasos, foi obtido o material
vegetal necessiario para a execugdo dos experimentos. Este
material vegetal foi retirado dos 8 primeiros nés do caule
da planta, j& que a partir do 8° ndé as folhas se tornam
trifolioladas.

Nos experimentos com folhas isoladas foram utilizadas
folhas com aproximadamente 8 cm de comprimento e 5 cm de
largura em suas medidas maiores. Estas folhas foram
mantidas em bandejas, forradas com papel de filtro

umedecido com as solucgdes estabelecidas para cada
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tratamento. Para evitar dessecagdo, as bandejas foram
envoltas em filme de pvc transparente.

As estacas usadas utilizadas consistiam de segmentos
de caule com 10 cm de comprimento e que possulam apenas 1
folha em sua porcgdo apical.

Os discos foliares foram obtidos com perfurador de
rolha, de maneira dque apresentassem apenas uma peguena
porcdo da borda foliar e contendo apenas 1 gema epifila. Os
discos possuiam lcm de didmetro, e eram mantidos em placas
de Petri com papel umedecido em agua destilada, ou outra
substdncia de acordo «com o experimento. Sempre gue
necessario, umedeciam-se as placas com a mesma solugao
inicialmente usada nos tratamentos.

Em experimentos com plantas inteiras as plantas
utilizadas tinham aproximadamente 30cm de altura e 4 pares
de folhas.

Nos experimentos em que foram usadas folhas isoladas,
estacas, ou plantas inteiras foram feitas 10 repetigdes por
tratamento. J& para discos foliares, para cada tratamento
foram utilizadas 5 placas de Petri, contendo em cada placa

10 discos foliares.

2. Condicgdes Controladas:

Os experimentos em condicdes controladas foram

mantidos em camaras da marca FANEM 347F, a temperatura de
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25°C, sob luz Dbranca fluorescente continua, com uma
irradiancia de 320puW cm™?. Em alguns casos foi usada camara

FORMA Scientific - modelo 24, também & temperatura de 25°C
e sob luz branca fluorescente continua, com uma irradié&ncia

de 334pW cm?.

3. Indice de Brotacgao

As folhas de B. calycinum possuem um numero variavel
de gemas epifilas, chegando a ter mais de 20 gemas por
folha. Sendo assim, houve a necessidade de se fazer uma
padronizac¢do dos dados para que se pudesse comparar oOS
resultados obtidos dentre os varios tratamentos.

Nos experimentos onde foram analisadas folhas, foi

usada a seguinte relacgao:

fndice de brotacdo/folha:

I = numero de gemas brotadas por folha

numero total de gemas por folha

Em experimentos, onde foram usadas placas de Petri com

discos foliares, foi usada a seguinte relagao:

27



fndice brotacido/placa:

I, - numero de discos brotados por placa

10 (numero total de discos por placa)

4. Avaliacdo da Brotacdo

As gemas foram analisadas sob microscépio
estereoscédpico, e consideradas brotadas gquando possuiam
raiz visivel, com no minimo 1 mm de comprimento.

Os valores expressos nas tabelas correspondem aos
indices obtidos, que foram transformados em porcentagem e
calculada a média para cada tratamento. Portanto, cada
valor corresponde a porcentagem média de brotagcdo em cada

tratamento.

5. Andlise Estatistica

Nos experimentos onde foram usadas folhas e discos
foliares obtiveram-se 10 indices (If) por tratamento, Qgue
foram transformados em porcentagem. Os dados em porcentagem
foram transformados em valores angulares, e submetidos a
anadlise de variadncia simples, e posteriormente ao teste

Tukey (5%) .
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6. Experimentos de Inibic&o Correlativa

6.1 Plantas sem apice e sem gemas laterais

Experimento 1:

Foram removidos o apice caulinar e todas as gemas
laterais. Para o controle, as plantas foram mantidas
intactas. Os wvasos foram mantidos em casa de vegetacdo.

Apbds 90 dias as plantas foram avaliadas.

Experimento 2:

Plantas mantidas em casa de vegetagdo tiveram seus
dpices removidos. Destas plantas decapitadas, um tratamento
teve todas as gemas laterais removidas; no outro tratamento
apenas as gemas laterais dos 2 ndés logo abaixo da
decapitag¢do foram removidas. Para o controle, foram usadas
plantas decapitadas, em que as gemas laterais ndo foram

removidas. As avaliacdes foram feitas apbdés 30 e 60 dias.

6.2 Estacas sem gemas laterais

Foram removidas todas as gemas laterais das estacas.
Para o controle, as gemas laterais ndo foram removidas. As
estacas foram mantidas em bandejas, com papel umedecido em
dgua destilada e em camara de crescimento. As gemas

laterais que se desenvolviam nas estacas foram sempre
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retiradas, com excessdo do controle, sendo por 1sso
necessarias observacdes didrias. No caso do aparecimento de
raizes na base das estacas, estas eram removidas
imediatamente em ambos os tratamentos. As avaliacgdes foram

feitas 5, 8 e 11 dias apds o inicio do experimento.

6.3 Tamanho do disco X brotacéo

Foi observado o padrdo de brotacdo de discos foliares
de diversos didmetros. Os diédmetros variaram de 0,4 a 1,2
cm, e foram colocados sob luz e escuro distintamente. Apds

7 dias, o©s tratamentos foram avaliados.

7. Experimentos de Translocacao

7.1 Interrupcdo do fluxo no sistema vascular do caule

A interrupcdo do fluxo em plantas inteiras foi
conseguido com um corte, em bisel, até o centro do caule. O
corte foil exaustivamente lavado com agua destilada, e
colocada uma laminula de vidro no local para manter os
tecidos separados. No primeiro tratamento a folha oposta ao
cofte foil retirada, bem como as gemas laterais existentes.
No segundo tratamento, foram retiradas as folhas e gemas
laterais imediatamente abaixo do corte. Apds 60 dias de

tratamento, foi feita a avaliacgao.
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7.2 Anelamento do caule

Em plantas inteiras foi retirada, na forma de anel,
uma porg¢do externa do caule incluindo o floema. Este
procedimento é conhecido como Anel de Malpighi. O primeiro
tratamento consistiu de um anelamento do caule e a retirada
de uma das folhas com suas respectivas gemas laterais, do
né imediatamente acima do anel. No outro tratamento, foram
feitos 2 anéis entre um determinado nod, isolando
completamente a folha da influéncia do floema. Também neste
determinado nd, fol retirada apenas uma das folhas
juntamente com suas gemas laterails correspondentes. Os
cortes feitos, em ambos os tratamentos, foram lavados com

adgua destilada. Os resultados foram avaliados apds 30 dias.

8. Experimentos com Hormdnios

8.1 Aplicacgdo em discos foliares

Discos foliares foram mergulhados nas solucgdes
hormonais, e submetidos a uma pressdo de vacuo de 400mm de
Hg, durante 5 minutos. Em seguida, foram retirados das

solucdes e colocados em placa de Petri, e mantidos em
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camara de germinacdo. Avaliacdes foram feitas apdés 5, 8 e
11 dias apds o inicio dos tratamentos.
Tratamentos:

Experimento 1: GAs, BA, ATA e ABA,

respect ivamente nas concentracdes de: 10° M, 10° M e 107’ M

e o controle, com &gua destilada..

Experimento 2 ATA, 2,4 D e AIB,

respectivamente nas concentracdes de : 10 M, 107* M e

10° M e o controle, com agua destilada.

Experimento 3: CEPA 100mg/1, e agua

destilada para o controle.

8.2 Aplicagdo em estacas

Foram feitos varios tratamentos combinados, aplicando-
se no Aapice decapitado da estaca pasta de lanolina e AIA
(1%$) e as bases dessas estacas foram imersas em solugdes

hormonais, de varias concentracgdes:

Tratamentos:

APICE:g BASE:
Lanolina + AIA Agua Destilada
Lanolina + AIA BA 1073 M

Lanolina + AIA BA 107° M



Lanolina + AIA BA 1077 M
Lanolina BA 107 M
Lanolina BA 107 M
Lanolina | ' BA 1077 M
Lanolina GA; 107* M
Lanolina GA; 10" M + 6-BA 107> M
Lanolina + AIA GA; 10°* M + 6-BA 107° M
Lanolina (controle) Agua Destilada (controle)

A Dbase das estacas foram mantidas durante todo o
experimento imersas nas solugdes, e a pastas de lanolina e
AIA foram trocadas a cada 3 dias, sempre retirando-se um
pedago pequeno do apice em cada troca. O experimento foi
realizado em camara FORMA, e‘ 0s resultados avaliados 5, 8 e

11 dias apds o inicio do tratamento.

8.3 Efeito da auxina em estacas com as gemas laterais

removidas

Foram removidas, com bisturi, as gemas laterais das
estacas e as bases foram mergulhadas em solugdes de

auxinas. Para o controle, foi utilizada apenas agua
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destilada . Diariamente, as gemas laterais e as raizes que
surgiam foram removidas. O experimento foi mantido em
camara FORMA. As avaliacdes ocorreram 5, 8, 11 dias apds ©
inicio dos tratamentos.

FOs tratamentos aplicados foram AIA, 2,4D e AIB nas

concentracdes de: 10° M, 10* M e 107 M respectivamente.

8.4 Injecdes de Hormdnios

8.4.1 Em folhas de plantas intactas

Foi injetado 1 ml de solugdes hormonais de IBA,
Cinetina, GAs, ABA, CEPA e Agua destilada (controle) por
folha, na concentragdo de 1073M. Para cada tratamento foram
usados 10 vasos, e em cada planta foram utilizadas 4
folhas, sendo que cada folha pertencia a um né distinto do
caule. No controle foi injetado apenas agua destilada.

Avaliacao dos resultados foi feita apdés 60 dias.

8.4.2 Em folhas isoladas

Foram utilizadas 10 folhas isoladas por tratamento,
em cada folha foi injetado 1ml de solugdes hormonais de
IBA, Cinetina, CEPA, GAs;, ABA, TIBA e Agua destilada
(controle), na concentragao de 10® M. As folhas foram

mantidas em camaras de germinacdo, dentro de bandejas com
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papel urmmedecido, e com  uma cobertura de plastico
transparente para evitar dessecacdo. Avaliacdo foi feita

apdés 5, 10, 15 e 25 dias.

8.5 Aplicagdo de AIA no peciolo de folhas isoladas

Foi aplicada pasta de lanolina e AIA, na concentracao
de 1%, na base dos peciolos de folhas isoladas. Para o
controle, foi utilizada somente lanolina. As folhas foram
mantidas em bandejas, em cémara de germinacdo, e avaliadas

apb6és 5, 8 e 11 dias.

8.6 Aplicacdo de AIA e sacarose em plantas sem apice

Foram decapitados o©s caules e removidas as gemas
laterais existentes. Com o auxilio de um pequeno tubo de
borracha flexivel, com 6 cm de comprimento e 0.6 cm de
diametro, colocado no caule decapitado, foi possivel
aplicar solugdes hormonais de AIA (107°M), Sacarose (2%),
AIA + Sacarose e Controle (4dgua destilada) em contato
direto com o sistema vascular da planta, e observar o
comportamento da brotagdo das gemas epifilas. A cada 3
dias, as solucdes hormonais eram trocadas e uma pequena
porcdo do apice retirada. As gemas laterais, que brotavam
no decorrer do experimento, eram retiradas logo apds serem
identificadas. As plantas foram avaliadas 20, 30 e 45 dias

ap6és o inicio do tratamento.



8.7 Pincelamento das folhas com solu¢des hormonais

Plantas intactas e plantas decapitadas tiveram suas
gemas laterais removidas. O 1° par de folhas logo abaixo do
apice, ou da decapitacdo foi pincelado com solucgdes
hormonais de BA, AIA e Controle (agua destilada). Foi
adicionada, em cada solucdo, 1 gota de Tween 20. A
concentracido hormonal usada foi de 10™* M. O pincelamento
foi repetido em dias alternados, durante 30 dias. Os

tratamentos foram avaliados apdés 15, 30 e 45 dias.

8.8 Aplicagao no apice e pincelamento das folhas com

solucdes hormonais

Foi realizada a combinacdo dos dois tratamentos acima
mencionados. Foram aplicadas solugdes hormonais, em tubos
no apice decapitado, de AIA, BA, AIA + BA e agua destilada.
O pincelamento do 1° par de folhas foi feito com BA, AIA e
4dgua destilada. Neste caso, foram utilizadas apenas plantas
decapitadas e com as gemas laterais removidas. A
concentracdo hormonal usada foi de 107" M, e as avaliacdes
foram feitas 15, 30 e 45 dias apdés o 1inicio dos

tratamentos.
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8.9 Efeito de GA3; e AIA em plantas decapitadas

Foram removidos o 4pice e as gemas laterais, e
aplicados na regido do apice removido, GA; ou AIA em pasta
de lanolina na concentragdo de 1%. No controle foi aplicada
somente lanolina. A cada 7 dias houve a remocdo da pasta, e
a reaplicagédo das respectivas substancias. As plantas foram
mantidas em casa de vegetacdo, e as avaliacgdes foram feitas

apbés 15, 30 e 45 dias.

8.10 Aplicacdo de TIBA em plantas intactas

8.10.1 Aplicacdo no caule

Um anel de pasta de lanolina e TIBA, na concentragao
de 0.25%, foi feito no entrend abaixo do apice de plantas
intactas. No controle foi usada apenas lanolina. As plantas
foram mantidas em casa de vegetacdo. O experimento foi

avaliado apds 60 dias do inicio do tratamento.

8.10.2 Aplicacao na folha

Experimento 1: Em folhas de plantas intactas, foi aplicado

um anel de pasta de lanolina e TIBA, na concentragdo de
0.25%, ao longo de toda a borda da folha, a uma disténcia

de 0.5 cm das gemas epifilas. Para o controle foi utilizada
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apenas lanolina. Foram tratadas 4 folhas por planta, sendo
1 folha por ndé. As plantas foram mantidas em casa de

vegetacdo, e a avaliagdo foi feita apds 60 dias.

Experimento 2: Fol repetido o mesmo procedimento anterior,

mas apos 24 dias do inicio do tratamento as folhas foram
destacadas, e colocadas em bandejas, com papel de filtro
umedecido com agua destilada. Estas bandejas foram mantidas
em camara de germinacdo, até o final do experimento. AS
avaliacdes foram feitas 15, 25 e 35 dias apdés o inicio do

tratamento em clmara de germinagdo.

8.11 Aplicacdo de AIA na nervura principal da folha

Foi retirada, da regido central da folha, uma porgao
de lcm? contendo a nervura principal. Foi aplicada nesta
regido, pasta de lanolina e AIA, e no controle foi aplicada
somente lanolina. Avaliac®es foram feitas a 5, 8 e 11 dias

apdés o inicio do tratamento.

9. Experimentos de Nutrigdo

9.1 Solucdo de Hoagland

Vasos foram regados com 100ml de solugdo de Hoagland

normal (HOAGLAND & ARNON,1938), e 10 vezes concentrada, 2
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vezes por semana durante 90 dias. Os vasos foram mantidos
em casa de vegetacdo. Para o controle, usou-se apenas agua
destilada. Avaliacgdes foram feitas 30, 60 e 90 dias apds o
inicio do tratamento. Apds este periodo as folhas forém
destacadas, colocadas em bandejas, e mantidas em camaras de
germinac&o. Avaliacgdes foram feitas 3 e 5 dias apds a

transferéncia para cémara de germinac¢do.

9.2 Meio de cultura

Foram inoculados discos foliares (esterilizados como
indica o protocolo de esterilizagdo) em meio B5 (GAMBORG et
al., 1968), modificado com as vitaminas de MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), contendo GA3;, AIA, BA e ABA na concentracgao
de 107® M. Foram usados também meio B5 sem sacarose, meio
B5 com © dobro da concentracdo normal de sacarose e para O
controle (meio B5 sem hdérmonios).

A giberelina usada foi adicionada depois do meio ser
autoclavado.

As placas foram mantidas em camara de germinagdo, € OS

discos foliares foram avaliadas apds 30 dias.

Protocolo de esterilizacdo:

1 - Lavar folhas de B. calycinum sob &agua corrente,

com escova de cerdas longas e macias.
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Sob cAdmara de fluxo laminar:

2 — Mergulhar as folhas inteiras em solugdo de
hipoclorito de sédio (p.a. 5 - 6%), na concentragdo de 10%

preparado com agua destilada autoclavada.

3 — Manter em agitador por 10 minutos, coberto com

filme de pvc.

4 — Retirar as folhas da solucdo de hipoclorito e

lavar 3 vezes com agua destilada autoclavada.

6 — Com perfurador de rolha, autoclavado e flambado,

proceder ao corte dos discos foliares.

9.3 Sacarose

Foram testados discos foliares, folhas e estacas com
solucdo de sacarose. No caso de folhas isoladas e estacas,
o pecioclo e a respectiva base da estaca foram mergulhados
em solucdo de sacarose. Para discos foliares, foram usadas
placas de Petri com papel de filtro umedecido com solugao
de sacarose. A concentracdo da solugdo de sacarose usada,

para todos os tratamentos, foi de 2%, e o0s tratamentos



foram mantidos em camara FORMA. Avaliacgdes foram feitas

apbés 3, 5, 8 e 11.

10. Experimentos de Nutricdo e Hormdénios

10.1 Sacarose e ATIA em luz e escuro

Discos foliares foram mantidos na luz e no escuro em
camara de germinacdo FORMA, com tratamentos de sacarose
(2%), AIA (107 M), Sacarose (2%) e AIA (10* M) e controle
(dgua destilada).

As avaliacdes foram feitas diariamente, durante 7
dias.

11. Efeito da Fotossintese sobre a Brotacgdo

11.1 bCMU

Em plantas intactas foi_ injetado diretamente na folha,
com o auxilio de uma seringa, 1ml de DCMU, um conhecido
inibidor de fotossintese, na concentracdo de 100mg/l. Em
cada planta, 4 folhas pertencentes a nds diferentes na
porcdo central do caule sofreram injecbes de DCMU. Para O
controle, usou-se apenas agua destilada. Avaliacgbes foram

feitas apdés 30 e 60 dias.

41



11.2 Fotoassimilados

Em plantas intactas foram injetados sacarose (5%),
frutose (5%), acido <citrico (1%) ou glicina (2%). No
controle, foi usada somente &agua destilada. Também em cada

planta foi injetado 1ml das solugdes em 4 folhas de noés
distintos. A avaliacdo ocorreu no 30° dia apdés o inicio do

tratamento.

il.3 Folhas intactas mantidas no escuro

Plantas mantidas em casa de vegetagdo tiveram algumas
de suas folhas cobertas com papel aluminio, para que as
folhas fossem mantidas no escuro, evitando que fizessem
fotossintese. Avaliacdes foram feitas a cada 20 dias,

durante 60 dias.

11.4 Plantas intactas mantidas no escuro

Plantas intactas foram mantidas em camara escura por
60 dias. As plantas foram avaliadas a intervalos de 20

dias.

11.5 Folhas isoladas mantidas no escuro
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Folhas amareladas (senescentes), obtidas no 40° dia do
experimento acima mencionado, foram colocadas em bandejas
com papel de filtro umedecido em &gua destilada, e mantidas
em camara de germinacdo FORMA. As avaliagdes foram feitas

ap6és 5, 8 e 11 dias.

12. Experimentos de estresse hidrico

Testes preliminares foram feitos para a realizagdao dos
experimentos de estresse hidrico. Através da Massa de
Matéria Fresca e da Massa de Matéria Seca, obtidas da média
de 100 discos foliares, calculou-se o Conteudo Percentual

de Agua da folha através da foérmula:

Contetido Percentual de Agua

C.P.A. = M.M.Fresca-M.M.Seca X 100

M.M.Fresca

Com a imersdo de discos foliares em 4&gua, até a
estabilizacdo do peso, oObteve-se a Massa de Matéria
Saturada do disco foliar, que seria o contetdo maximo de
dgua que a folha poderia conter. Com este dado, foi

calculado o Déficit de Saturacdo, através da férmula:
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Déficit de Saturacdo

D.S. = M.M.Saturada - M.M.Fresca X 100

M.M.Saturada - M.M.Seca

12.1 Estresse hidrico em discos foliares

Discos foliares foram deixados sobre papel de filtro
seco e ao ar livre sob Dbancada de laboratdério, até
desidratarem e atingirem 70, 50 e 35% respectivamente, do
contetido percentual de &gua inicial. Logo apds, foram
colocados em placa de Petri com papel umedecido com agua
destilada, e colocados em camara FANEM. O controle

corresponde a discos foliares recém cortados. Avaliacgdes

didrias foram feitas até o 7° dia do inicio do tratamento.

12.2 Umidade Relativa baixa e discos foliares

Discos foliares foram mantidos em ambiente com U.R.
controlada, obtida pela mistura de &gua e acido sulfirico,
em determinadas concentracdes, e que foram mantidas em
ambiente fechado (FRANCO & BACCHI, 1960). Foram usadas as

umidades relativas de 10, 50 e 100%. Determinou-se a massa

de matéria fresca inicial, no 3° dia e final (5° dia); a
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porcentagem de brotagdo, e a porcentagem de agua do disco

foliar no 3° e 5° dias apds o inicio do tratamento.

12.3 PEG 6000

Discos foliares permaneceram durante todo o
experimento submersos em uma- - solugdo de PEG 6000
(polietileno glicol), na concentragdo de 288g/Kg agua. Esta
concentracdo corresponde, a temperatura de 25°C, a cerca de

1 MPa. O controle foi feito apenas com agua destilada.
Foram determinados a massa de matéria fresca inicial, a

massa de matéria fresca final, a porcentagem de brotacdo e
o contetdo percentual de &agua no 5° dia apdés o inicio da

brotagao.

12.4 Estresse hidrico em plantas intactas

Plantas intactas foram mantidas totalmente sem regas,
durante 60 dias, em casa de vegetacdo. O controle foi
regado 2 vezes por semana. As avaliag¢bes foram feitas a

cada 20 dias.

13. Experimentos com Sacarose Tritiada

Foram feitos 2 anéis, acima e abaixo de um determinado

n6é, isolando a folha do fluxo do floema vindo do caule.



Foram 1injetados no peciolo da folha, 10ul de sacarose
tritiada, solubilizada em &gua destilada, correspondendo a
radiagdo de 2uCi. No controle foi injetada apenas &gua
destilada. Apbs  24h, as amostras foram coletadas e
separadas em peciolo, caule superior e caule inferior. As
amostras foram sonicadas em Polytron, com etanol 100%. A
esta solucgdo, foi adicionado <coguetel de <cintilacgéo
(descrito abaixo) e as leituras foram feitas em

cintildémetro LS 6000 - Beckman.

Coquetel de cintilacgdo:
-PPO b5g
-POPOP 100mg

-Tolueno 1000ml

A sacarose tritiada foi injetada em apenas 1 folha por
planta. Foram realizadas. 10 repeticdes para cada
tratamento. Os dados estao apresentados em CPM que
corresponde a radiacdo emitida pela amostra durante 1

minuto.
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RESULTADOS

1. Experimentos de Inibicdo Correlativa

1.1 Plantas sem apice e sem gemas laterais

Experimento 1:

Com a remogdo do apice e de todas as gemas laterais,
houve a liberagdo das gemas epifilas da dorméncia. Apds 90
dias da remocdo do apice e das gemas laterais houve 100% de
brotacdo das gemas epifilas (fig. 1). No controle ndao houve

brotagao.

Experimento 2:

No tratamento 1, onde foram retiradas todas as gemas
laterais, e no tratamento 2, onde apenas as gemas laterais
dos 2 nds logo abaixo da decapitagéo foram removidas, foi
observada a brotacdo das gemas epifilas 30 dias apdés o
tratamento. No controle ndo foi observada a brotagdo das
gemas epifilas (tab. 1).

Apbs 60 dias, foil verificado em todos os pares de folhas
analisados um aumento estatisticamente significativo na
brotarao das gemas epifilas do tratamento 1, quando
comparados com o tratamento 2 (tab. 1). No controle ndo foi
observado o desenvolvimento das gemas epifilas, mas as gemas

laterais se desenvolveram vigorosamente.
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Figura 1

calycinum

- Promogdo da Dbrotagdo em gemas epifilas

devido a remog¢do do apice e das gemas laterais.

A - Controle

de
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B.

B - Remocéio de apice e gemas laterais



Tabela 1

calycinum no 1°,

decapitado.

removidas,

e no tratamento

Porcentagem de

20, 30

No tratamento
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brotacdo das gemas epifilas de B.

40
1,

2,

todas as gemas

nés logo abaixo da decapitacdo foram removidos.

foram usadas plantas apenas decapitadas.

feitas 30 e 60 dias apdés o inicio do experimento.

laterais

pares de folha abaixo do &pice
foram
apenas as gemas laterais dos 2
Para o controle

As avaliacdes foram

PORCENTAGEM DE BROTACAO

DIAS
30 60
PAR 1° 20 3° 4° 1° 2° 3° 4°
FOLHA
TRAT.1 46a 3a 3a oa 56a 20a 27a 40a
TRAT. 2 29b 8a 10a 5a 26b 13b 15b 11b
Controle Oc Ob Ob Ob Oc Oc Oc Oc

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas

pelo

teste

de

Tukey,

nivel

de




1.2 Estacas sem gemas laterais

No tratamento em gque as gemas laterais foram mantidas,
foi verificado um rapido desenvolvimento destas gemas. Quanto
a brotacdao das gemas epifilas, foi observado Qque no
tratamento em que as gemas laterais foram removidas houve uma
porcentagem de brotag¢do significativamente maior do que no

tratamento onde as gemas laterais foram deixadas (tab. 2).

1.3 Tamanho do disco X brotacao

Foi observado que discos foliares mantidos no escuro
apresentram uma porcentagem de brotagdao significativamente
menor do que o tratamento mantido na luz. No escuro, discos
foliares com 0,8 cm de diadmetro apresentaram apenas 50% de
suas gemas epifilas brotadas quando comparadas ao controle.
Discos foliares, abaixo de 0,5 cm de diémetro, nao

sobreviveram aos tratamentos (tab. 3).

2. Experimentos de Translocagdo

2.1 Interrupcdo do fluxo no sistema vascular do caule

50

Apds 60 dias foi wverificado, no tratamento em que foil

retirada a folha oposta e no que foram retirados as folhas

abaixo ao corte, a cicatrizacdo da regido do tecido cortado

a separagao deste do caule. Assim, houve o isolamento da

e
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Tabela 2 - Porcentagem de brotagdo das gemas epifilas em
estacas de B. c/alycinum. No tratamento 1 (controle), as gemas
laterais ndo foram removidas. No tratamento 2, foram removidas
todas as gemas laterais das estacas. Avaliacdes foram feitas

apbés 5, 8 e 11 dias apdés o inicio do tratamento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO

Tratamentos Dias
5 8 11
TRAT. 1 1 4b ob
TRAT. 2 0 47a o6a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 3 - Porcentagem de brotagdo das gemas epifilas de B.

calycinum, em discos foliares de diversos didmetros,

mantidos

na luz e no escuro. A avaliacdo dos resultados foi feita 7 dias

apbdés o inicio do experimento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
DIAMETRO (cm) 1UZ ESCURO

1,2 100aA 80bA
0,9 100A 90A
0,8 100aA 50bB
0,7 40aB ObC
0,5 - 0C
0,4 - -

Letras diferentes na coluna indicam diferencas

significativas pelo teste de. Tukey, ao nivel de 5%.

Letras mintsculas - comparacdo entre colunas.

Letras madiusculas - comparacdo entre linhas.

estatisticas

Obs. discos foliares com 0,5 e 0,4 cm de didmetro na luz e

0,4 cm no escuro apodreceram durante

O experimento.
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folha do fluxo de nutrientes wvindo do &pice caulinar, como
era o objetivo deste experimento. Apesar disto, n&o houve a
brotacdo das gemas epifilas dos tratamentos em questdo. As

gemas mantiveram-se em estado dormente.

2.3 Anelamento do caule

Apdbs 30 dias, foi wverificado que no tratamento em que
foi feito apenas 1 anelamento, ndo houve a brotacdo de
nenhuma gema epifila das folhas analisadas. Entretanto, no
tratamento em que foram 2 anéis, acima e abaixo da folha, foi
observado que a folha isolada por estes anéis teve 100% de

suas gemas epifilas brotadas.

3. Experimentos com Hormdénios

3.1 Aplicacgdo em discos foliares

Experimento 1:

No 5° dia apdés o inicio do experimento, em que discos
foliares foram mergulhados nas solug¢gdes hormonais de GAjz, BA,
AIA e ABA, respectivamente nas concentragdes de: 1073 M, 10° M
e 107 M e o controle, com &gua destilada, foi detectada a
inibicdo da brotagdo das gemas epifilas nas concentracdes mais
altas de horménios, isto é 107 M, com excecdo do tratamento com
GAs3. Esta se manteve estatisticamente significativa até

o final do experimento. A maior inibigao
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foi dada por AIA 107° M. Os demais tratamentos se comportaram

como o controle (tab. 4).

Experimento 2:

No 5° dia de experimento, em que discos foliares foram

tratados com AIA, 2,4 D e AIB, respectivamente nas
concentracdes de : 10° M, 10* M e 10° M e o controle, com
dgua destilada, foi observada inibigdo total da brotagao das
gemas epifilas, nos tratamentos com 2,4 D e AIB. Com AIA 1073
e 107" M, apesar de apresentarem brotag¢do das gemas, ainda
mostraram inibicdo estatisticamente significativa quando
comparados ao controle. O tratamento com AIA 107> M
comportou-se como o controle, isto é, com aproximadamente 50%

de suas gemas brotadas.

No 8° dia foi verificado, que com 2,4D e AIB, as gemas
ainda continuavam inibidas por estes horménios. Com AIA foi
observada a liberacao davbrotac;éo nas concentracdes mais
baixas, isto é 107 M e 107> M.

Ao final do experimento, foi mantido o padrao de
brotacdo da avaliacdo anterior, isto é, a inibigdo exercida
pelo 2,4D e AIB em todas as concentragdes usadas, e pelo AIA
103 M. Em concentracdes mais baixas de AIA, foi observado
que a porcentagem de brotagdo das gemas epifilas era
semelhante ao controle. Na concentracdo mais alta de 2,4D e

AIB houve o apodrecimento dos discos foliares (tab. 5).
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Tabela 4 - Porcentagem de brotagdo das gemas epifilas de B.
calycinum em discos foliares, tratados com solug¢gdes hormonais
de GA;, BA, AIA e ABA, respectivamente nas concentracdes de: 10~
3M, 100> M e 1007 M e o controle com agua destilada. Avaliacdes

foram feitas apdés 5, 8 e 11 dias apds o inicio dos tratamentos.

PORCENTAGEM DE BROTACAO

Tratamentos Dias
5 8 11
GA; 107> M 57a 70a 80a
GA; 107> M 60a 78a 75a
GA; 107" M 54a 80a 80a
BA 10°° M 13b 25b 40b
BA 107" M 54a 77a 97a
BA 107" M 6la 78a 97a
ATIA 10°° M 03b 04b 10c
AIA 10° M 49a 79a 100a
AIA 107" M 55a 87a 100a
ABA 10°° M 18b 27b 43b
ABA 107° M 45a 89a 100a
ABA 107’ M 57a 85a 100a
CONTROLE 58a 79a 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 5 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em discos foliares, tratados com AIA, 2,4 D e AIB,
respectivamente nas concentracdes de : 10° M, 107° M e 10° M
e o controle com &gua destilada. As avaliag¢bdes foram feitas 5,

8 e 11 dias apdés o inicio do experimento.

PORCENTAGEM DE BROTACAOQ
Tratamentos Dias
5 8 11
AIA 10°° M 6b 24b 30c
AIA 10°° M 16b 78a 93a
AIA 107> M 46a 84a 86a
2,4D 107° M Oc Oc -
2,4D 107* M Oc Oc 0od
2,4D 107> M Oc Oc od
AIB 10> M Oc Oc -
AIB 10°° M Oc l4c 56b
AIB 107> M Oc Oc 0d
CONTROLE 54a 82a 88a

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

Obs : discos foliares tratados com 2,4D e AIB na concentracgdo

de 1073 M apodreceram no final do experimento.
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Experimento 3:

No 5° dia do experimento, em que discos foliares foram
tratados com CEPA 100mg/1l e agua destilada para o controle,
foi verificada a inibigcd&o da brotagdo das gemas epifilas
exercida pelo CEPA, mas esta inibicdo ndo se manteve até o

final do experimento (tab. 6).

3.2. Aplicagdo em estacas

No inicio do experimento ndo foram detectadas diferencgas
significativas entre os tratamentos.

A partir do 8° dia, foi verificada a promogdo da
brotacdo em estacas tratadas com AIA no apice e 4&gua
destilada na base. Também houve promogdo em estacas com

BA 10°M na base com e sem AIA no apice.

Foi observada inibicgdo da brotacdo das gemas
quando AIA foi aplicado no é&pice e uma mistura de
GAs3 e BA aplicada na base da estaca. Os
resultados dos demais tratamentos foram semelhantes

ao controle. Nos tratamentos com solugdo de BA 107M na base
houve o apodrecimento do caule.

Ao final do experimento, foi verificada promogao da
brotacdo nos tratamentos com AIA no apice e agua destilada ou

BA (em todas as concentragdes usadas) na base das estacas.
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Tabela 6 - Porcentagem de brotagcdo das gemas epifilas de B.
calycinum em discos foliares, tratados com CEPA 100mg/1 e
agua destilada para o controle. As avaliag¢bes foram feitas 5, 8

e 11 dias apds o inicio do experimento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO

Tratamentos Dias
5 8 11
CEPA 40b 93 100
CONTROLE 63a 84 100

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



Também houve promocdo da brotagdo em estacas com BA 1077 M na
base e lanolina no &pice. Nos tratamentos com lanolina no
apice e GA3z 100* M na base e com a mistura de GA3; e BA na base
e o apice com AIA, houve inibigdo da brotagdo das gemas
epifilas. Os resultados dos demais tratamentos ndo mostraram

diferencas significativas em relagdo ao controle (tab. 7).

3.3. Efeito da auxina em estacas com as gemas laterais

removidas

Inicialmente, foi verificada inibig&o total da brotagao
das gemas epifilas em estacas tratadas com AIA e 2,4D, qgquando
comparadas ao controle. Com AIB ocorreu brotacao somente na
concentracdo de 10°* M . Com 2,4D nas concentragdes de 107,
1074 e ao final 10° M, foi observado o apodrecimento da
estaca.

Este padrdo de brotacdo foi mantido até o final do
experimento. Isto é, o0s tratamentos com AIA, 2,4D e AIB
inibiram a brotag¢do das gemas epifilas, com excecdo do
tratamento com AIB 10-4 M que se mostrou semelhante ao

controle (tabela 8).

3.4. Injecgdes de hormdnios

3.4.1 Em folhas de plantas intactas

59

Apbds 60 dias, ndo foil observada a brotacgao de nenhuma gema

epifila nos tratamentos realizados.
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Tabela 7 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em estacas com varios tratamentos combinados. Foi
aplicada no apice decapitado pasta de lanolina e AIA 1% e as
bases dessas estacas foram mergulhadas em solu¢des hormonais de
GA;, BA e AIA, em varias concentragdes. Para o controle foi
usado lanolina e &gua destilada. As avaliagbes foram feitas 5,

8 e 11 dias apds o inicio do experimento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
5 8 11
APICE BASE
AIA Agua 17 49a 83a
destilada
AIA BA 107°M 15 - -
AIA BA 107°M 16 26b 72a
AIA BA 10°'M 25 55a 86a
LANOLINA BA 107°M 12 - -
LANOLINA BA 107°M 18 24b 51b
LANOLINA BA 10™'M 18 59a 77a
LANOLINA GA; 107°M 20 27b 30c
LANOLINA Gh; 10 ™M + 23 290 48b
BA 107°M
AIA GA; 107°M + 12 13c 23c
BA 107°M
LANOLINA Agua 16 31b 61b
destilada
TLetras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
Obs : a auséncia de dado indica que houve o apodrecimento do

caule.
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Tabela 8 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em estacas que tiveram as gemas laterais removidas e

as bases mergulhadas em solugdes de auxinas. Para o controle

foi utilizada apenas &gua destilada. As avaliagdes ocorreram 5,
8, 11 dias apds o inicio dos tratamentos.

Os tratamentos aplicados foram AIA, 2,4 D e AIB,

respect ivamente nas concentragdes de 107 M, 107 M e 107° M

respectivamente.
PORCENTAGEM DE BROTAGAO
Tratamentos Dias
5 8 11
AIA 107° M Ob Ob Ob
AIA 107" M 0b Ob 0b
AIA 107> M Ob Ob 0b
2,4D 107° M Ob - -
2,4D 107 M Ob - -
2,4D 107> M Ob Ob -
AIB 107° M Ob 0b 0b
AIB 107" M 10a 17a 17a
AIB 107> M Ob 0b 3b
CONTROLE 5a 1lla 1l1la

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.

Obs : a auséncia de dado indica que houve o apodrecimento do

caule.
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Mudancas morfoldgicas ocorreram no tratamento com GAz, onde O
caule se tornou alongado acima das folhas injetadas. Houve
também neste tratamento a Dbrotagdo das gemas laterais,

formando novos ramos.

3.4.2 Em folhas isoladas

Os tratamentos aplicados exerceram inibig¢dao da brotacgdo
das gemas, com excegdo do tratamento com CEPA que exibiu um
padrdao de brotacgdo semelhante ao do controle. Os tratamentos
com ABA e TIBA provocaram o apodrecimento das folhas (tab.

9).

3.5 Aplicacdo de AIA no peciolo de folhas isoladas

A aplicacdao de AIA, em peciolos de folhas isoladas,
provocou uma inibigdo inicial das gemas epifilas mas que nao

se manteve até o final do experimento (tab. 10).

3.6 Aplicacdo de AIA e sacarose em apice decapitado

No 20° dia, foi observada promogdo significativa da

brotagdo no tratamento em que fol aplicada sacarose, pois as

folhas apresentavam 100% das gemas epifilas brotadas.
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Tabela 9 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em folhas isoladas injetadas com solug¢des hormonais,
na concentracdo de 107 M. No controle foi injetada apenas a&agua
de'stilada.

Foram aplicados AIB, Cinetina, GA3;, ABA, CEPA e TIBA. As

avaliacdes foram feitas 5, 10, 15 e 25 dias apdés o inicio do

experimento.
PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
5 10 15 25
AIB llc 33b 44c 50b
CINETINA Oc llc 37c 56b
CEPA 32b 68a 68b 100a
GAs 3c 22b 45¢c 54b
ABA - - - -
TIBA - - - -
CONTROLE 57a 83a 100a 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas
significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
Obs : a auséncia de dado indica que houve o apodrecimento das

folhas.
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Tabela 10 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em folhas isoladas tratadas com pasta de lanolina e
AIA, na concentragdo de 1%. Para O controle foi wutilizada

somente lanolina. As folhas foram avaliadas apés 12 dias.

PORCENTAGEM DE BROTACAO

Tratamentos Dias
5 8 11
AIA 34b 85 100
CONTROLE 63a 89 100

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



No controle, no tratamento com AIA e AIA + sacarose, todas as
gemas epifilas mantiveram-se em estado dormente (tab. 11).

No 30° dia, também as gemas do controle apresentavam-se
100% brotadas, enquanto no tratamento com AIA e AIA +
sacarose as gemas epifilas mantiveram-se inibidas (tab. 11).
Este padrdo de brotacdo manteve-se até o final do
experimento, isto é, com os tratamentos com sacarose (fig. 2)
e controle (fig. 3) com as gemas epifilas brotadas, e no
tratamento com AIA e AIA + sacarose permanecendo no estado

dormente (fig. 4).

3.7 Pincelamento das folhas com soluc¢des hormonais

Apsbs 15 dias, foi verificada uma estimulacao
significativa da brotagao das gemas epifilas nos tratamentos
com BA, pois 100% das gemas apresentavam-se brotadas. Os
demais resultados mantiveram-se iguais aos controles, isto é
ndo foi detectada brotagdo.

No 30° dia, foli observado também gue o controle das
plantas decapitadas apresentava 100% de suas gemas brotadas,
enquanto que no tratamento com plantas decapitadas e
pinceladas com AIA apenas 10% de suas gemas estavam brotadas.

No 30° dia, foi wverificada inibigdo da brotagao nos
tratamentos com plantas decapitadas e intactas pinceladas com

ATIA.
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Tabela 11 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de
B. calycinum em plantas decapitadas, e com as gemas laterais
removidas. No caule decapitado foram aplicados : AIA 107 M,
Sacarose 2%, AIA + Sacarose e para o controle fol usado apenas
4gua destilada. As plantas foram avaliadas 20, 30 e 45 dias

apdés o inicio do tratamento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
20 30 45
AIA Ob 0b Ob
SACAROSE 100a 100a 100a
ATIA+SAC Ob Ob Ob
CONTROLE Ob 100a 100a

lLetras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Figura 2 - Promogdo da brotacdo das

calycinum devido a decapitacdo do caule,
(aterais

gemas epifilas de B.

da remocgdo das gemas

- e da aplicagao de sacarose(2%) em caule decapitado.
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Figura 3 - Promogdo da brotagdo das gemas epifilas de B.

calycinum devido a decapitacdo do caule,
latevais

e da aplicagdo de agua destilada

decapitado.

da remoc¢dao das gemas

(controle) em caule



Figura 4 - Inibig¢do da brotacdo das

calycinum devido a aplicacdo de AIA. 10

gemas epifilas de B.

em caule decapitado.
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Ao final do experimento, isto ¢é, no 45° dia foi verificado
nos tratamentos em que plantas intactas foram tratadas com
AIA ou 4agua destilada (controle das plantas intactas), nao
houve brotacdo de nenhuma das gemas epifilas. Apesar do
tratamento com AIA em plantas decapitadas mostrar 65% de suas
gemas brotadas, houve diferenca estatisticamente
significativa em relagdo ao controle das plantas decapitadas,

indicando inibicdo da brotacdo (tab. 12).

3.8 Aplicagdo no apice e pincelamento das folhas com solugdes

hormonais

Ja& no 15° dia de tratamento, a aplicagdo de AIA em tubo
e o pincelamento das folhas com BA ou vice-versa promoveram a
brotacdo de 100% das gemas epifilas, mostrando diferencga
significativa em relacdo ao controle e aos demais
tratamentos.

O controle apresentou 100% de brotagdo no 45° dia, mas no
tratamento em que foram aplicados conjuntamente AIA e BA
em tubo, as gemas continuaram em estado dormente até o final

do experimento (tab. 13).

3.9 Efeito de GA; e AIA em plantas decapitadas

Ap6s 30 dias, foi observado que AIA (fig. ©5) 1inibiu

completamente a brotagdo das gemas epifilas, e que esta
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Tabela 12 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em ©plantas intactas e decapitadas que foram

pinceladas com solugdes hormonais. Foram feitas avaliacgdes 15,

30 e 45 dias apdés o inicio dos tratamentos. A concentracdo

hormonal usada foi de 107% M.

Tratamento 1 : Planta intacta pincelada com BA

Tratamento 2 : Planta intacta pincelada com AIA

Tratamento 3 : Planta intacta pincelada com agua destilada
(Controle Intacta)

Tratamento 4 : Planta decapitada pincelada com BA

Tratamento 5 : Planta decapitada pincelada com AIA

Tratamento 6 : Planta decapitada pincelada com agua destilada

(Controle decapitada)

PORCENTAGEM DE BROTAGAO
Tratamentos Dias

15 30 45
1 100a 100a 100a
2 Ob Oc Oc
3 0b Oc Oc
4 100a 100a 100a
5 0b 10b 65b
6 Ob 100a 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



72

Tabela 13 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em plantas decapitadas, tratadas com solugdes
hormonais no &pice decapitado e pincelamento. A concentragao
hormonal usada foi de 10™? M. Para o controle foi usada &agua
destilada. As avaliacdes foram feitas 15, 30 e 45 dias apds o

inicio dos tratamentos.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
APICE PINCELAMENTO 15 30 45
ATIA BA 100a 100a 100a
BA ATIA 100a 100a 100a
ATA + BA - 0Ob 0b Ob
CONTROLE 0b 0b 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



-

Figura 5 - Inibigdo da brotacido das gemas epifilas de B.
calycinum devido a aplicacdo de AIA + Lanolina (1%) em caule

decapitado.
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inibi¢ado fol mantida até o final do experimento. O resultado
do tratamento com GAx (fig. o) foi estatisticamente

semelhante ao controle (fig. 7), (tab. 14).

3.10 Aplicagdo de TIBA em plantas intactas

3.10.1 Aplicacdo no caule

Apbs 60 dias do inicio do experimento, foram observadas
deformagcdes no ramo formado acima do anel de TIBA. As folhas
tiveram seu padrdo morfoldgico alterado, assim como o caule,
que se tornou bastante alongado. Em nenhuma folha foi
verificado o desenvolvimento das gemas epifilas em consequéncia
do tratamento aplicado. Entretanto, abaixo do anel de TIBA

houve o desenvolvimento das gemas laterais.

3.10.2 Aplicacdo na folha

Experimento 1:

Ndo foram observadas alteragdes na brotacdo das gemas
epifilas das folhas tratadas com TIBA, que continuaram em
estado dormente. Foram verificadas apenas alteracdes nos
padrdes morfoldégicos nas folhas formadas acima das folhas

tratadas.
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Tabela 14 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em plantas decapitadas, tratadas no &apice com GA; e
AIA respectivamente, em pasta de lanolina na concentracdo de
1%. No controle foili aplicado somente lanolina. Avaliacdes foram

feitas apdés 15, 30 e 45 dias.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
15 30 45
ATA 0 Ob Ob
GA3 0 84a 100a
CONTROLE 0 100a 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Experimento 2:

A aplicacdo de TIBA, em folhas que foram destacadas apds
24h do inicio do tratamento, ndo mostrou diferenca
significativa quanto a porcentagem de brotagdo das gemas

epifilas em relagcdo ao controle (tab. 15).

3.11 Aplicacdao de AIA na nervura principal da folha

Houve a interrupcdo do fluxo de nutrientes vindo para a
folha devido a retirada de uma porgdo da nervura central da
folha. Foram aplicados na regido do corte AIA em pasta de
lanolina e no tratamento controle apenas lanolina. Apesar
disto ndo houveram diferencas estatisticamente significativas
entre os resultados quanto a brotacdo de gemas epifilas (tab.

16), havendo 100% de brotacdo em ambos os tratamento.

4. Experimentos de Nutrigdo

4.1 Solucgdao de Hoagland

Avaliacdes feitas apds 30, 60 e 90 dias mostraram gue
ndo houve a brotacdo das gemas epifilas em plantas tratadas

com solucgéd&o de Hoagland concentrada.
Foi verificado que a partir do 60° dia, as plantas

tratadas com solucdo de Hoagland eram significativamente
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Tabela 15 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em folhas tratadas com anel de TIBA e destacadas apos
24h do anelamento. Para o controle foi wutilizada apenas
lanolina. As avaliacgbdes foram feitas 15, 25 e 35 dias apds o

destacamento das folhas.

PORCENTAGEM DE BROTAGCAO

Tratamentos Dias
15 25 35
TIBA 20 52 56
CONTROLE 24 45 50

Através da Andlise de Varidncia n&o foram encontradas
diferengas estatisticamente significativas entre oS

tratamentos.



Tabela 16 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em folhas que tiveram a retirada de uma porg¢do da
regido central da folha. Foi aplicada nesta regidao pasta de
lanolina e AIA, no controle foi aplicada somente lanolina.

Avaliacdes foram feitas a 5, 8 e 11 dias apds o inicio do

tratamento.
PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
5 8 11
ATIA 65 88 100
CONTROLE 59 90 100

Através da Andlise de Variadncia n&o foram encontradas
diferencgas estatisticamente significativas entre os

tratamentos.
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mais baixas que as plantas controle. No 90° dia esta
difereng¢a acentuou-se significativamente, embora as gemas
epifilas permanessesem dormentes.

Apbs este periodo, as folhas foram destacadas e
colocadas em bandejas. Os resultados mostrados na tabela 17,
indicam que nao houve diferencas estatisticamente
significativas entre o tratamento com solugdo de Hoagland e o

controle.

4.2 Meio de cultura

Apbs 30 dias, foi verificado que os tratamentos com AIA,
BA e ABA inibiram a brotagdo das gemas epifilas, mostrando um
efeito mais acentuado com AIA. Os meios, com e sSem sacarose,
ndo mostraram diferengas estatisticas significativas entre si
ou quando comparados ao controle. O mesmo fol observado com

GA; (tab. 18).

4.3 Sacarose

Foi mostrado inicialmente que a sacarose, em disco
foliar, promove a brotacdao quando comparada ao controle. Esta
diferenca desaparece na segunda avaliacdo, e este resultado

foi mantido até o final do experimento.
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Tabela 17 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de

B. calycinum em folhas, cujas plantas foram tratadas com
solucgao de Hoagland concentrada durante 90 dias. Para o
controle fol usada apenas 4gqua destilada. Avaliagdes foram

feitas 3 e 5 dias apds as folhas serem destacadas das plantas

tratadas.
PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
3 5
SOLUCAO NUTRITIVA 88 100
CONTROLE 94 100

Através da Analise de Variancia ndo foram encontradas
diferencas estatisticamente significativas entre os

tratamentos.
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Tabela 18 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em discos foliares inoculados em meio BS5 (GAMBORG et
al., 1968), modificado com as vitaminas de MS (MURASHIGE &
SKOOG, 1962), contendo distintamente : GAjz, AIA, BA, ABA, Meio
B5 sem sacarose , Meio B5 com o dobro da concentragdo normal de
sacarose e Controle em meio B5. sem hérmonios. Os horménios
foram aplicados na concentragao de 107 M. A avaliacdo ocorreu

apbés 30 dias do inicio do tratamento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos 30 DIAS

GAj3 87a

ATA 20c

BA 57b

ABA 49b

MEIO B5 sem sacarose 100a
MEIO B5 2X sacarose 100a
CONTROLE : 100a

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



Em folhas, ndo foi detectada nenhuma diferenga significativa
durante todo o experimento. Com estacas houve diferenga no 8°

dia de tratamento, mas ao final do experimento ambos o0s
tratamentos nao apresentaram diferencas estatisticas

significativas (tab. 19).

5. Experimentos de Nutricdo e Hormdnios

5.1 Sacarose e ATA em Luz e Escuro

Nos experimentos com luz, foi observado inicialmente uma
promocao da brotagdo nos tratamentos com sacarose e sacarose
+ AIA, em relacdo ao controle e o tratamento somente com AIA.

Apbds o 5° dia, ndo foi verificada nenhuma diferenca
entre oS tratamentos e este padrdo de resposta foi mantido
até o final do experimento (tab. 20). Nos experimentos
conduzidos no escuro, foi verificado o mesmo padrdao de
brotagcdo que no experimento realizado na luz (tab. 21).

Os tratamentos de luz e escuro, quando comparados entre

si, ndo mostraram diferencas estatisticamente significativas.
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Tabela 19 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em discos foliares, folhas e estacas tratados com

solucdo de sacarose 2%. Avaliacgdes foram feitas apds 3, 5, 8 e

11 dias.
PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
3 5 8 11
DISCO FOLIAR
SACAROSE 56a 90 98 98
CONTROLE 22b 90 98 100
FOLHA
SACAROSE 28 34 59 72
CONTROLE 25 33 46 64
ESTACA
SACAROSE 18 - 36 63a 75
CONTROLE 14 24 40b 62

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 20 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em discos foliares, tratados com AIA na concentracdo
de 10-4 M e sacarose 2%, mantidos na 1luz por 7 dias. O
controle fol tratado apenas com &agua destilada. As avaliacgdes

foram feitas diariamente durante 1 semana.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Dias
1 2 3 4 5 o 7
SACAROSE 2 28a 78a 92a 98 100 100
AIA 0 10b 40b oob 86 96 100
SAC+ATIA 0 26a 72a 90a 94 98 100
CONTROLE 0 8b 40b 58b 90 96 100

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 21 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.
calycinum em discos foliares, tratados com AIA na concentracao
de 10™*M e sacarose 2%, mantidos no escuro por 7 dias. O
controle foil tratado apenas com &agua destilada. As avaliacgdes

foram feitas diariamente.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Dias
2 3 4 5 6 7
SACAROSE 30a 64a 92a 96 100 100
ATA 10b 32b 54b 86 98 100
SAC+ATIA 26a 70a 94a 98 100 100
CONTROLE 10b 22b 60b 96 98 100

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



6. Efeito da Fotossintese sobre a Brotacgdo

6.1 DCMU

Foi verificada diferenca significativa entre o
tratamento com DCMU e o controle durante todo ¢ tratamento. O
tratamento com DCMU estimulou a brotacdo de gemas epifilas em

plantas intactas (fig. 8) (tab. 22).

6.2 Fotoassimilados

Apds 30 dias do inicio dos tratamentos com sacarose,
frutose, é&acido citrico e glicina ndo foi observada nenhuma
diferenca em relacdo ao controle. As gemas epifilas se

mantiveram em estado dormente, assim como O controle.

6.3 Folhas intactas mantidas no escuro

Apbdbs 20 dias de escuro foi observado o inicio

amarelecimento (senescéncia) das folhas, que se acentuou até
o 60° dia. Quanto as gemas epifilas, estas mantiveram-se

dormentes até o final do experimento.

6.4 Plantas intactas mantidas no escuro

Houve o amarelecimento de todas as folhas das plantas
mantidas no escuro, mas ndo houve nenhuma alteragdo gquanto a

brotacdo das gemas epifilas, que se mantiveram dormentes.
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Figura 8 - Promogdo da brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum devido aplicagcdao de DCMU em planta intacta.
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Tabela 22 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de B.

calycinum em folhas tratadas com DCMU, na concentracdo de 100
mg/l. Foram avaliadas folhas de 4 nés diferentes da porgéo
central do caule. Para o controle foi wusado apenas A&agua

destilada. Avaliacdes foram feitas apds 30 e 60 dias.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamento Dias
30 60
PAR FOLHA 1° 20 3° 4° 1° 20 30 4°
DCMU 3a 8a loa 17a 8a 10a 20a 23a
CONTROLE Ob Ob 0Ob Ob Ob Ob 0b Ob

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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6.5 Folhas isoladas mantidas no escuro

5 dias apdés o inicio dos tratamentos, foli observada a
inibi¢ao da brotacdo das gemas epifilas nas folhas que foram
mantidas no escuro. Apds este periodo, a diferenca entre os
resultados desapareceu e 1isto foi mantido até o final do

experimento (tab. 23).

7. Experimentos de Estresse Hidrico

Dados preliminares:

Os dados preliminares obtidos mostraram que a folha

possui um C.P.A. de 96% e o D.S. de 3,5%.

7.1 Estresse hidrico em discos foliares

De acordo com a tabela 24, foi wverificado que
inicialmente no disco foliar com 35% de C.P.A., houve uma
aceleracdao significativa no processo de brotagdo das gemas
epifilas em relagdo aos demais tratamentos. As porcentagens
de brotagdo nos tratamentos se igualaram a partir do 4° dia
de avaliacdo. Ao final do experimento, foi verificado que
todos o©s tratamentos atingiram 100% das gemas epifilas

brotadas.

7.2 Umidade Relativa baixa e discos foliares

A massa da matéria fresca de discos foliares, mantidos sob

ambientes com diversos graus de U. R., é apresentada na
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Tabela 23 - Porcentagem de brotagdo das gemas epifilas de B.
calycinum em folhas obtidas de plantas mantidas em camara

escura por 40 dias. As avaliacdes foram feitas apdés 5, 8 e 11

dias.
PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos Dias
5 8 11
FOLHAS AMARELAS 23b 78 100
(senescentes)
CONTROLE 69a 89 100

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 24 - Porcentagem de brotacdo das gemas epifilas de
B. calycinum em discos foliares desidratados até atingirem 70,
50 e 35% respectivamente do C.P.A. inicial. O controle

corresponde ao C.P.A. de 97%. Avaliacdes diarias foram feitas

até o 7° dia apds o inicio do tratamento.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos DIAS
1 2 3 4 5 0 7
C.P.A.

70 Ob Ob 27c 80a 90a 100 100
50 Ob Ob 17c 47b 67b 87 90
35 17a 47a 70a 80a 97a 100 100
97 3b 3b 46b 83a 97a 100 100

Letras diferentes na coluna indicam diferengas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



tabela 25. A perda de agua dos discos foliares em ambientes
com baixa U.R., isto é 10%, pode chegar a aproximadamente 1/3
da madteria fresca inicial. Em ambientes com alta U.R. (100%),
a perda de &agua é baixa, cerca de 13%. Com estes dados, foi
verificado que o conteudo percentual de &agua dos discos
foliares sob U.R. de 50 e 35% apds 5 dias de tratamento caiu
de 96% para 34%. Isto &, houve uma perda muito grande do
contetdo percentual de agua, aproximadamente 2/3 de agua foi
perdido pelo disco foliar durante o experimento.

Em ambientes com U.R. 100%, o contetdo percentual
de agua inicial de 97% caiu ao final do experimento
para apenas 87%, isto representou uma perda de agua bem menor
que os demais tratamentos (tab. 26). Quanto a porcentagem de
brotacdo, inicialmente ocorreu uma aceleragdo no processo de
brotagcdo em discos foliares mantidos sob baixa U.R. em
comparacao ao controle (U.R. 100%). J& ao final do
experimento, foi verificada uma inibig&o significativa no
tratamento com U.R. 50% em relacdo aos demais tratamentos

(tab. 27) .

7.3 PEG 6000

94

Nos discos foliares tratados com PEG 6000, foi wverificado

que no 5° dia de tratamento, o C.P.A. correspondia a ©61%

do

conteudo inicial. Portanto, houve uma perda de aproximadamente
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Tabela 25 - Matéria fresca (mg) de discos foliares mantidos sob

ambientes com U.R. de 10, 50 e 100%. Avaliacdes foram feitas no

inicio do experimento e apds 3 e 5 dias.

Massa de Matéria Fresca (mg)
Tratamentos DIAS
0 3 5
U.R. ( % )
10 224 85b 76b
50 229 91b 74b
100 231 216a 200a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 26 - de discos foliares mantidos sob amtosferas com U.R.
controladas, e estabelecidas em 10, 50, e 100% respectivamente.

Avaliacbes foram feitas no inicio do experimento e apdés 3 e 5

dias.
Contetdo Percentual de Agua
Tratamentos DIAS
0 3 5
U.R. ( %)
10 96 38b 34b
50 97 40b 32b
100 97 94a 87a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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Tabela 27 - Porcentagem de brotagido das gemas epifilas de B.

calycinum em discos foliares mantidos sob atmosferas com U.R.
controladas, e estabelecidas em 10, 50, e 100% respectivamente.
Para o controle fol estabelecido o tratamento com U.R. 100%.

Avaliagcdes foram feitas apds 3 e 5 dias.

PORCENTAGEM DE BROTACAO
Tratamentos DIAS
3 5
U.R. ( %)
10 13a 100a
50 17a 77b
100 Ob 88a

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.
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1/3 do contetdo de &dgua no disco foliar. A brotacido das gemas
epifilas também foi afetada, havendo uma inibicéo
significativa da brotagdo no tratamento com PEG, quando

comparado ao controle (tab. 28).

7.4 Estresse hidrico em plantas intactas

Nas avaliagdes realizadas foi verificado inicio de
murchamento apdés o 40° dia, e se acentuou no 60° dia do

experimento. As folhas permaneceram verdes com inicio de seca
nas pontas. Quanto as gemas epifilas, ndo houve a brotacdo em
nenhuma folha observada, 1isto é, as gemas permaneceram em

estado dormente até o final do experimento.

8.Sacarose Tritiada

Os resultados obtidos (tab. 29), mostram uma
diferenga significativa na quantidade de sacarose tritiada
entre o peciolo em que foi aplicada a substéncia e as
demais partes da planta. Estes resultados indicam que a
sacarose aplicada no peciolo da folha, isolada por
anelamentos, ndo foi transportada para o caule. Isto indica
que o anelamento feito no caule impediu totalmente o fluxo

via floema. Portanto, os anelamentos realizados nos demais



experimentos deste trabalho foram eficientes em isolar a

folha do fluxo do floema.
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Tabela 28 - Porcentagem de brotagdo das gemas epifilas de B.

calycinum em discos foliares tratados solugdo de PEG 6000, com
cerca de 1MPa. O controle foi feito apenas com agua destilada.
Foram determinados a massa de matéria fresca inicial, a massa

de matéria fresca final, o contetdo percentual de agua e a

porcentagem de brotacdo no 5° dia apds o inicio do tratamento.

Os pesos estdo expressos em mg.

M.M.F.I M.M.F.F. C.P.A % BROTACAO
(5° dia) (5° DIA)
PEG 198 121 61 55b
CONTROLE 184 180 98 90a
Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey,

ao nivel de 5%.
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Tabela 29 - Radiacgdo emitida pelas amostras coletadas de folhas

isoladas do floema por anelamentos e tratadas com sacarose

tritiada. Dados apresentados em CPM.

TRATAMENTO CPM
Peciolo — Sacarose tritiada 137.831a
Peciolo — Controle 1.659b

Caule Superior - Sacarcse Tritiada 1.357b
Caule Superior - Controle ‘ 2.014b
Caule Inferior - Sacarose tritiada 536b
Caule Inferior - Controle 428b

Letras diferentes na coluna indicam diferencas estatisticas

significativas pelo teste de Tukey, ao nivel de 5%.



DISCUSSAO

A liberagcdo da dorméncia em gemas laterais ocorre
devido a remogdo do apice. Este tipo de comportamento ja
foli descrito em inumeras espécies em estudos envolvendo a
domindncia apical. Também em B. calycinum, foi observado o
desenvolvimento das gemas laterais quando o éapice foi
removido.

Com o desenvolvimento das gemas laterais, as gemas
epifilas permaneceram em estado dormente. Isto significa
que as gemas laterais ao se desenvolverem exerceram uma
inibicdo sobre as gemas epifilas semelhante a que o apice
exerce sobre as gemas laterais durante a domindncia apical.

Portanto, de acordo com a teoria que diz haver uma
acdo direta da auxina na dominédncia apical, estas gemas
laterais ao se desenvolverem passariam a produzir auxinas
em grandes quantidades que inibiriam as gemas epifilas.

Em plantas que tiveram, além do apice, todas as gemas
laterais removidas, foi observada a liberacdo completa de
todas gemas epifilas do estado de dorméncia. Novamente, de
acordo com essa teoria sobre dominancia apical, isto deveu-
se a falta de auxina, vinda das gemas laterais, para inibi-
las.

Ja em plantas em que o &pice e apenas algumas gemas
laterais foram removidos, foi observada wuma gradativa

diminuic&o da porcentagem de brotacdo das gemas epifilas,
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quando estas folhas se distanciavam das gemas laterais
removidas. Esta diminui¢do da brotacdo se daria devido a
proximidade destas folhas as gemas laterais que n&o foram
removidas, indicando que as gemas epifilas estariam
sofrendo uma agdo inibitéria das gemas laterais, num
processo semelhante a domindncia apical.

O desenvolvimento de uma gema epifila ndo interfere no
desenvolvimento das outras gemas existentes na mesma folha.
Portanto, na espécie B. calycinum, uma gema epifila ao se
desenvolver nao exerce domindncia sobre as outras.

Em estacas, houve a inibigdo das gemas epifilas devido
ao rapido desenvolvimento das gemas laterais nelas
existentes. Por outro lado, em estacas gque tiveram suas
gemas laterais removidas, houve a brotacdo das gemas
epifilas. Novamente, neste caso ocorre uma aparente
domindncia, ndo mais apical, mas sim dos ramos novos
formados sobre as gemas epifilas.

A domindncia apical ¢é um processo complexo, Varios
fatores podem estar contribuindo para o desencadeamento do
processo de brotacdao.

A gema, de uma maneira geral, é uma estrutura capaz de
formar novos ramos ou novas plantas, pois possuil células
meristematicas capazes de entrar numa intensa série de
mitoses que levardo a formagdo dos novos orgdos. @)
mecanismo que desencadeia este processo parece ser bastante

semelhante nas gemas laterais e nas gemas epifilas. O
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apice, por via direta ou indireta, hormonal ou nutricional,
ou ampbos, influencia de maneira decisiva este controle.

Sabe-se que durante o desenvolvimento da gema ¢é
necessaria muita energia e nutrientes para a formacdo do
novo 6rgdo. Mas o que desencadeia este processo, isto é, o
sinal que leva a este comportamento, ainda ndo estéa
esclarecido.

Este sinal parece ser translocado através da planta,
pois gquando uma parte da planta é afetada (no caso, a
remocdo do apice), podemos perceber a resposta numa outra
parte da planta (brotagdo das gemas).

Era de se esperar que este sinal se translocasse pelo
sistema wvascular do apice em direcdo as gemas, isto devido
a dominancia da gema apical sobre as gemas laterais e
epifilas. O sinal vindo do &pice percorreria o caule até a
gema, onde atuaria inibindo a brotacao.

Isto nao foi comprovado no experimento onde houve a
interrupg¢do do fluxo vindo do caule em diregdo a uma
determinada folha, (experimento 7.1). Com o isolamento desta
folha do transporte vindo do &pice, as gemas epifilas ndo
mais estariam sob o controle do sinal vindo do 4apice.
Portanto, estaria simulando a decapitacdo do &pice. Mas né&o
foi observada nenhuma brotagdo das gemas epifilas.

Se este sinal realmente se translocasse através da
planta, o floema seria o melhor caminho para poder

percorrer facilmente toda a planta. No tratamento onde foi
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realizado apenas um anelamento (experimento 7.2), isto &, a
remocaoc completa do floema, ndo foi observada a brotacdo
das gemas epifilas em ambas as folhas, acima e abaixo do
anelamento.

A interrugdo do fluxo do floema vindo do &pice nao
induziu a brotagcdo da folha localizada abaixo deste anel,
portanto, ndo seria um sinal vindo do &pice via floema que
estaria controlando a brotacdo. Também ndc foi observada
brotagcdo das gemas epifilas na folha localizada acima do
anel, neste caso o fluxo vindo da raiz ndo estaria chegando
até a folha, o gque indica que o sinal que controla a
brotagdo ndo viria também das raizes.

O experimento com sacarose tritiada confirma que o
floema foi totalmente retirado durante os anelamentos,
indicando que o0s anelamentos realizados foram efetivos em
isolar a folha do fluxo vindo pelo floema.

Entretanto, no tratamento em que foram feitos 2 anéis,
um acima e outro abaixo de uma determinada folha, foi
observado que todas as gemas epifilas desta folha brotaram.
Neste caso, foi verificado que quando se isola
completamente a folha do fluxo vindo do caule, ocorre a
liberagcdo de todas as gemas epifilas.

Uma hipdtese para explicar esta resposta seria a de
que a brotagdo das gemas epifilas indicaria que o fator,
que poderia ser um inibidor de brotagdo, que viria de

outras partes da planta ndo estaria chegando até as folhas.
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Consequentemente, este fator também ndo estaria chegando
até as gemas epifilas para inibi-las, deixando-as entéo
liberadas para iniciar a brotacéo.

Esta hipdtese é questionavel quando se leva em conta a
resposta obtida no experimento em que foi feito apenas 1
anelamento. Neste caso, um unico anelamento foil efetivo em
isolar, a folha logo abaixo do anel, do fluxo do floema
vinda da regido apical da planta. Assim, de acordo com esta
hipétese, sem a presenga do inibidor, que viria do apice, a
folha deveria ter brotado, o gque nao ocorreu. Também,
este unico anel foi efetivo em isolar a folha do fluxo do
floema que viria da regido basal da planta. Novamente, se
esta hipdtese estivesse correta a folha deveria ter
brotado, pois o fator inibidor, que viria da regido basal,
ndo estaria presente na folha o que levaria a brotagao, mas
isto nao ocorreu. Portanto esta, hipétese estaria
descartada.

Mas qual seria a natureza deste fator promotor da
brotacdo das gemas epifilas? Os hormdénios participam de um
grande numero de eventos durante o desenvolvimento da
planta. Desde a germinacgdo até a floragdo e maturacao do
fruto podemos verificar a agdo dos horménios. Portanto,
estes poderiam estar envolvidos no processo de brotagdo das
gemas. |

Nos experimentos com discos foliares, © uso de CEPA

inipbiu inicialmente a brotacdo das gemas, mas ao final do

106



experimento nao foi verificada nenhuma diferenca
signiticativa.

Altas concentracdbes de GA;3;, BA, ABA e principalmente
de AIA inibiram a brotagcdo das gemas. As demais
concentracdes usadas nao resultaram em diferencas
estatisticamente significativas. Segundo HOUCK & RIESEBERG
(1983), AIA inibiu a brotacdo das gemas e antagonicamente
as varias citocininas testadas promoveram a brotacdo das
gemas epifilas em B. calycinum. O mesmo foi observado por
KARPOFF (1982). Em B. crenatum, o inicio da brotacdo ocorre
nas primeiras 10 horas apds o destacamento da folha, neste
periodo, observa-se uma queda dos niveis de AIA enddgeno
(SLABY et al., 1990), o gue indica que o AIA enddgeno inibe
a brotacdo das gemas.

Em gemas epifilas da espécie B. daigremontianum
verifica—-se a inibicdo das gemas com altas concentracdes de
AIA, Jj& com baixas concentragdes observa-se um efeito
estimulatdério (YAZGAN & VARDAR, 1977). Este mesmo tipo de

resposta foi obtido com B. tubiflorum (NANDA & JAIN, 1972).

Nos tratamentos em que foram usados 2,4D e AIB em

discos foliares, verificou-se a inibig¢do da brotagdo em
todas as concentracdes usadas.

Assim, como na domindncia apical, a auxina parece
interferir de maneira decisiva no processo de controle da
brotacdo das gemas epifilas. Em estacas e folhas tratadas

com ATIA + lanolina no 4&pice, ndo foi percebida tao
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claramente esta inibicdo por parte da auxina. Mas, em
estacas que tiveram as gemas laterails removidas e tratadas
com auxina na base, verificou-se uma grande 1inibicao
exercida pela auxina na forma de AIA, 2,4D e AIB, assim
como em folhas isoladas injetadas com AIB.

O experimento que mostrou claramente o papel inibidor
exercido pelo AIA foi o experimento em que plantas
decapitadas e com as gemas laterais removidas foram
tratadas com solucgbdes de AIA no apice. Nestas condigdes
indutoras de Dbrotacao foi wverificado que AIA inibiu
completamente a brotagcdao das gemas epifilas. Portanto, o
AIA exdgeno estaria substituindo a auxina enddgena,
normalmente sintetizada pelo 4apice. Este tipo de resposta
foi obtida em muitos experimentos de dominancia apical
(WHITE, 1976 ; TAMAS et al., 1989).

Embora os experimentos com TIBA ndo comprovem que a
auxina efetivamente participe deste processo, oS
experimentos em que foram usadas partes da planta indicam
que a auxina participa de alguma forma na regulacgdo do
processo da brotacdo das gemas epifilas.

Embora com cinetina ndo tenha sido uma resposta
estimulatoéria, em plantas intactas pinceladas com BA houve
uma significativa promog¢do da brotagcdo das gemas epifilas
com o desenvolvimento de 100% das gemas. Portanto, mesmo as
gemas estando sob domindncia apical, a citocinina foi capaz

de sobrepor-se a inibicdo exercida pelo apice e liberar as
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gemas da dorméncia. Também houve a promogdo da brotagdo
quando BA em baixa concentracdo foi aplicado em estacas.

O efeito estimulatdério da citocinina em gemas laterais
ja fol bastante estudado (GRAYBURN et al., 1982 ; PILLAY &
RAILTON, 1983 ; SVENSON, 1991). J& na espécie B.
daigremontianum, a aplicacd&o de cinetina em folhas isoladas
inibiu a brotacdo das gemas (YAZGAN & VARDAR, 1977).

Sabe-se que a citocinina induz divisdo celular, regula
a sintese de proteinas, e promove o aumento do tamanho das
células em certos tecidos e orgdos. Também causa
mobilizac¢do de nutrientes, isto é, a citocinina faz com que
os nutrientes transloguem-se preferencialmente para as
regides tratadas, formando um dreno forte (TAIZ & ZEIGER,
1991).

Estes efeitos provocados pela citocinina,
principalmente a divis&o celular e a mobilizagdo de
nutrientes, contribuem de erma decisiva para gque as gemas
saiam do estado de dorméncia e iniciem o) seu
desenvolvimento.

Esta capacidade de mobilizagdo de nutrientes pela
citocinina também foi observada de forma semelhante com a
auxina, em relacdo a domindncia apical. A mobilizagdo de
nutrientes, horménios, &gua e outros compostos para a
regido da gema faz com que ocorra a indugdao da brotagdao na

gema apical, lateral ou epifila.
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Contraditoriamente, hé& trabalhos que mostram altos
niveis de citocinina enddgenas em gemas inibidas e baixa
concentracgdo de citocinina em gemas liberadas da dorméncia
(Van Staden & Dimalla, 1978; Van Staden et al, 1981).

Tratamentos com sacarose aplicados em varias partes
isoladas da planta ndo tiveram respostas significativas em
promover a brotagdo das gemas epifilas, mas a aplicacgdo de
sacarose em apice decapitado mostrou uma significativa
aceleragdo da brotagcdo das gemas epifilas. A inducdo da
brotacdo de gemas pela aplicacdo de sacarose exdgena foi
obtida também em gemas laterais de Helianthus annuus
(BALLARD & WILDMAN, 1964).

Isto poderia indicar que a sacarose, quando aplicada
no Aapice decapitado, seria translocada pelo sistema
vascular, chegaria até as gemas e estimularia a brotacéao.
Neste caso, a sacarose estaria fornecendo a energia
necessaria para a gema epifila iniciar o processo de
divisdo celular.

Quando a sacarose foi aplicada conjuntamente com AIA,
houve a manuteng¢dao das gemas no estado dormente. Portanto a
acdo 1inibitdéria da auxina estaria superando a agéo
estimulatdria da sacarose.

Quando foi aplicado DCMU, um conhecido inibidor de
fotossitese, houve a completa liberacdo das gemas epifilas
do estado dormente. Apesar da interrupcdo da fotossintese

causada pelo DCMU, este fato ndo parece ser o causador da
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liberag&o das gemas do estado dormente. Isto porgque plantas
mantidas por 1longos periodos no escuro, e que portanto
tiveram a fotossintese interrompida, nd&o apresentaram
brotagcdo das gemas.

De fato o DCMU ao paralizar a fotossintese também
paralisa a produgdo de energia na célula. Esta energia
seria necessaria para a translocacdo dos fotoassimilados
(actcares), produzidos pela fotossintese, para fora da
folha. Portanto os acUcares se acumulariam na folha, e
forneceriam a energia necessaria para o desenvolvimento das
gemas epifilas.

Comparando-se este experimento com o que foi aplicado
sacarose, podemos observar que ambos referem-se a energia
fornecida pelos agucares dque seriam essenciais para o
desencadeamento do processo de brotacdo das gemas epifilas.

Na natureza, a brotagdo das gemas epifilas de B.
calycinum ocorre somente quando a folha abscisa (LOEB,
1915). A folha quando se separa da planta-mde continua
verde por um longo periodo de tempo e aparentemente
fotossintetizando.

Os agucares produzidos pela fotossintese durante este
periodo seriam acumulados na folha, pois ndo teriam para
onde se translocarem. Este acumulo levaria a inducdo da
brotacdo por fornecer a energia necessaria para o
desenvolvimento das gemas. Antes da abscisdo estes aglcares

eram transportados para outras partes da planta.
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Folhas jovens s&o grandes centros produtores de
auxina, mas com O passar do tempo estes niveis decrescem. A
abscisao foliar se d& quando a capacidade de sintese de
auxina pela lamina foliar cai a um nivel muito baixo, e,
enquanto perdurar a exportagdo de auxina para o peciolo a
abscisdo foliar é inibida (SALISBURY & ROSS, 1992).

Em muitas espécies, quando isso ndoc mais ocorre forma-
se uma camada de abscisdo transversalmente ao peciolo,
afrouxando a unido entre as células causada por atividade
enzimatica, que enfraquece a ligacdo da folha ao caule.
Apesar de ndo somente a auxina mas outros hormdénios estarem
envolvidos no processo de abscisdo foliar, a participacéao
da auxina neste processo é fundamental.

Novamente, o fato de que a brotacdo das gemas epifilas
em B. calycinum ocorra somente apds a abscisdo foliar e,
correlacionando isto com o fato de que durante a abscisé&o
foliar os niveis de auxina nas folhas sdo baixissimos,
podemos inferir que a brotacdo das gemas epifilas ocorre no
momento em que a auxina praticamente j& ndo mais é capaz de
inibir a brotagdo das gemas epifilas. Assim, juntamente com
0s dados obtidos neste trabalho, novamente surgem
evidéncias sobre o papel inibidor da brotacdo de gemas
desempenhado pela auxina.

Também com a abscisdo foliar, inicia-se um processo de
estresse hidrico na folha, pois a folha ao se separar da

planta ndo mails receberd a agua vinda pelo sistema
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vascular. A folha entdo inicia um processo de desidratacgao,
entrando em déficit hidrico.

Pelas observacdes realizadas nos experimentos de
estresse hidrico, foi verificado que ocorreu uma aceleragao
significativa do processo de brotagdo das gemas epifilas
nos tratamentos mais rigorosos de déficit hidrico. Esta
resposta contraria trabalhos que mostram ser o estresse
hidrico um fator inibidor da brotacdo (MC INTYRE, 1971,
1973), pois a agua sendo desviada das gemas inibidas para
os ramos dominantes leva a inibigdo das gemas (MC INTYRE,
1977).

Ambientes com baixa UR contribuiram para uma
desidratacdo drastica dos discos foliares, atingindo
aproximadamente 1/3 do conteudo percentual de &agua inicial.
Isto induziu uma significativa aceleragdo do processo de
brotagao.

Este resultado ndo foi confirmado pelo experimento em
gque foi usado PEG 6000. Apesar da perda de agua ocorrida
pelo disco foliar, houve uma inibicgao significativa da
brotacdo. Neste experimento, entretanto, nao ocorreu uma
perda de 4&gua t&do intensa como nos demails experimentos,
pois o disco foliar chegou a aproximadamente 2/3 do
contetdo percentual de Aagua inicial. Talvez por nao ter
ocorrido uma perda de &gua tdo drastica a Dbrotagao das

gemas nao tenha sido induzida.
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Baseado nas respostas obtidas neste trabalho, é
possivel elaborar um modelo capaz de contribuir para o
estudo do controle da brotacdo das gemas epifilas.

Assim sendo, com o experimento de anelamento podemos
afirmar gue ao mesmo tempo que ndo entra nada na folha via
floema, também ndo sai nada, . via floema, da folha.
Portanto, a explicacdo para o controle da brotacdo se
baseia mna presenca de um fator indutor na folha que
promoveria a brotagcdo das gemas epifilas. Este fator
indutor poderia até mesmo ser sintetizado pela prépria
folha. Em plantas intactas, este fator indutor normalmente
ndo permaneceria na folha devido a sua saida via floema
indo em diregdo a outras partes da planta. Com a
interrupg¢do da saida de material pelo floema devido aos 2
anelamentos, este fator indutor de brotagdo permaneceria na
folha, se acumularia e i1nduziria a brotagcdo das gemas
epifilas.

A natureza deste fator indutor poderia ser um acgucar,
proveniente da fotossintese realizada pela folha, que
conjugado a uma auxina, migraria para outras partes da
planta. Este tipo de composto ja fol estudado por Morris
(1977). Este aclcar poderia ser uma sacarose, como foil
demonstrado experimentalmente, a qual seria a responsavel
pelo fornecimento de energia para que a gema epifila
pudesse iniciar o processo de divisao celular e o

desenvolvimento de uma nova plantula.
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Portanto, o controle de brotacdo das gemas epifilas em
B. calycinum se daria endogenamente pela presenga ou

auséncia de um fator promotor de brotacdo na folha.
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