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RESUMO

Plantas de Kohleria sp pertencem 4 familia Gesneriaceae ¢ estdio distribuidas desde o sul
do México ao Peru e leste do Suriname. O seu centro de diversidade sio as montanhas da
Colémbia. Algumas espécies de Kohleria possuem Orgdo subterrdneo, que esta associado a sua
sobrevivéncia em estagdo de seca. O objetivo deste estudo foi o de caracterizar o orgio
subterrdneo de Kohleria sp em relagio a sua anatomia e a0 seu processo de brotacio. Tentou-se
ainda identificar alguns aspectos do controle ambiental e hormonal da brotagdo destes drgdas
subterrineos.

O orgio subterrineo de Kohleria sp possui natureza caulinar, cujos tecidos do caule
apresentam  esclerénquima, que lhe conferem rigidez. O caule estd envolto por folhas
modificadas, que protegem suas gemas. As folhas modificadas possuem epiderme com
abundancia de tricomas, sio vascularizadas e ainda apresentam grande quantidade de reserva,
principalmente de amido. O 6rgio subterrineo também possui substancias fenodlicas que podem
estar associadas & sua defesa contra microorganismos da terra.

A formagio do rizoma nas plantas de Kohleria sp foi indiferente ao fotoperiodo. No
entanto, as plantas que ficaram em condigdo de dia curto tiveram promogdo do crescimento da
altura e area foliar em relagiio aquelas que ficaram em dia longo.

Devido a abundancia de gemas, o rizoma de Kohleria sp possul alto grau de regeneragio
0 que ¢ realizado através de sua brotacio.

Secgdes do rizoma brotaram tanto na luz quanto no escuro. Por outro lado, o fator
temperatura teve influéncia destacada na brotagio das secgdes. Quando as seccOes estavam nas
temperaturas mais altas o processo foi mais rapido e aquelas nas mais baixas brotaram
lentamente. Secgdes do rizoma foram capazes de brotar em substrato com disponibilidade
reduzida de 4gua ou em sua auséncia e ainda desenvolveram plenamente suas brota¢Ses nestas
condi¢bes. Entretanto, quando estavam em excesso de agua as secgles apodreceram,
mostrando-se intolerantes ao teor alto de umidade.

Nas sec¢des do rizoma, utilizadas neste estudo, em geral, apenas uma gema brotou as
demais permaneciam dormentes. Esta resposta mostrou que o rizoma de Kohleria sp possui
forte relagdo de domindncia apical. No entanto, quando foram tratadas com 6-benziladenina ou

etrel tiveram niimero maior de brotagio por secgéo.
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As gemas das secgdes do rizoma de Kohleria Sp apresentaram alto grau de plasticidade,
ja que poderiam se desenvolver em brotagio do padrio rizoma ou o tipo parte aérea. O
desenvolvimento de um dos tipos de brotagdio foi influenciada pelos fatores do ambiente e
substincias reguladoras de crescimento. Brotagdes do padrio parte aérea se desenvolveram em
secgdes que ficaram em substrato com disponibilidade alta de agua e em temperatura de 30°C.
As brotagbes do padrio rizoma ocorreram nas secgdes que ficaram com disponibilidade
reduzida de agua ou em sua auséncia, tanto em 20°C quanto em 30°C. Brotagdes do padrio
rizoma também se desenvolveram em secgdes que ficaram em substratos com solugdes de PEG,
que geraram os potenciais de -3, -6 e ~12 MPa. Isto demostrou que a ocorréncia de brotagdes
do padrdo rizoma nas secgdes do rizoma, em substrato com disponibilidade reduzida de agua,
poderia estar associada a condigio de potencial hidrico baixo.

As secgdes do rizoma de Kohleria sp foram bastante resistentes a reducdo de agua,
mostrando que possuem mecanismos internos que facilitam a sua sobrevivéncia nestas
condi¢des.

Verificou-se que etileno estava envolvido com o controle do desenvolvimento de
brotagdes do padrio rizoma quando as seccdes do rizoma ficaram com disponibilidade reduzida
de agua no substrato. Isto foi obtido indiretamente através do tratamento das secgdes com
ETREL, AgNO; e AVG, e diretamente pela dosagem de etileno liberado por estas quando
estavam em disponibilidade reduzida de agua no substrato.

Foi verificado também o envolvimento de ABA com o controle do desenvolvimento de
brot_ag:(“)es do padrio rizoma. Esta evidéncia foi obtida indiretamente pelo tratamento das
secgbes com ABA e diretamente pela identificagio de atividade inibidora através do bioensaio
da germinagdo de sementes de alface. E finalmente pela analise de fragdes acidas de extratos das
secgOes do rizoma por espectrometria de massas. Dos resultados obtidos, deste estudo, de que
as brotagbes do padrio rizoma se desenvolveram em secgdes do rizoma com disponibilidade
reduzida de 4gua no substrato, e que etileno e ABA participam do controle do desenvolvimento

deste tipo de brotagio.
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SUMMARY

Plants of Kohleria sp belong to the Gesneriaceae family and distributed from southern
Mexico to Peru and east of Suriname. The center of diversity is in the Colombian
highlands.Some species of Kohleria produce subterranean organs which allow the plants to
survive under unfavorable dry seasons. The objective of this study was to characterize the
subterranean organ of Kohleria sp about its anatomy and sprouting. The identification of some
aspects of hormonal and environmental control of sprouting of these subterranean organs was
studied.

The anatomy of the subterranean organ of Kohleria sp evidence that it is a typical stem,
whose tissue shows sclerenchyma. The stem is enclosed by modified leaves which protect their
buds. The modified leaves have trichomes, are vascularized and present great amount of starch.
The phenolic substances were present in the subterranean organ and they can have a role of
protection against soil microorganisms.

Rhizome initiation in the plants of Kohleria sp was not dependent of photoperiod.
Nevertheless, under short days stem elongation and leaf area were promoted.

The rthizome of Kohleria sp shows a very high degree of regeneration because it presents
abundance of buds. This regeneration is expressed by the sprouting of buds. The sprouting of
rhizome sections was not affected by the presence of light, but it was affected by temperature.
High temperatures promoted the sprouting of rhizome sections. In a substract with reduction of
water content the rhizome sections sprouted resulting in the development of a new organism,
However, in a substract with excess of water the rhizome sections did not survive, showing to
be intolerant to highly moistened substracts.

Generally, only a bud sprouted by each rhizome section. The others remainned dormant.
This shows that the rhizome of Kohleria sp presents a strong apical dominance. Nevertheless,
when 6-benzyladenin or ETHREL were applied to the rhizome sections most of the buds
sprouted in the same section.

The buds of rhizome sections of Kokleria sp presented high degree of plasticity, they
could develop a rhizome pattern or an aerial part parttern. The environmental factors and
growth regulators can influence the occurrence of one of these patterns. In the presence of
substract with high water level and temperature of 30° C the rhizome sections developed an

aerial part pattern. But in the presence of reduced water level, under the temperatures of 20 or
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30°C the rhizome sections developed a rhizome pattern. The bud of the rhizome sections
developed a rhizome pattern when they were in the presence of PEG solutions (-3, -6, -12MPa).
This suggests that the occurrence of the rhizome pattern when the substract was with reduced
water level could be related to the low water potential.

The rhizome sections presented very high resistance to drought. Because of this
characteristic it is possible to presume the existence of internal mechanisms which allow its
survival under very dry conditions. Ethylene was verified to be envolved in the control of the
development of the rhizome pattern when the rhizome sections were in substract with reduced
water level. This was indirectly obtained by ETHREL, AgNOQ; and AVG treatments and directly
by the determination of ethylene concentration in the rhizome sections when they were in
substract with reduced water level.

ABA was also verified to be envolved with the control of development of the rhizome
pattern. This evidence was obtained indirectly by the ABA application to the rhizome sections.
Also, ABA was detected by the lettuce seeds bioassay in extracts of rhizome sections hept under
reduced water conditions. ABA was also detected in those extracts by combined gas
chromatography-mass spectrometry.

The obtained results present evidence that the occurrence of the rhizome pattern, which

is developed when the substract presents low water content, is controled by ethylene and ABA.



INTRODUCAO

O género Kohleria pertence a familia Gesneriaceae e conta com dezessete espécies
conforme KVIST & SKOG (1992). Atualmente, a identificagdo das plantas de Kohleria em
género e espécie ainda apresenta certas discordincias ja que existem diversos nomes que
foram estabelecidos antes de Kohleria. A denominagdo Kohleria foi estabelecida por
EDOUARD REGEL em 1847 citado por KVIST & SKOG (1992). Entretanto, apés esta
classificagio outros nomes ainda foram propostos, criando-se, assim, a situagiio de uso de
sindnimos para caracterizar os indviduos do género Kohleria. Dentre os géneros sindnimos
de Kohleria estio: Gesneria Linnaeus, Gesnera de Martius, Brachyloma de Hanstein,
Isoloma de Bentham (Decaisne), Tyvdaea Decaisne, Moussonia de Regel, Criptoloma,
Calycostemna, Sciadocalyx e outros. Finalmente, através dos estudos de FRITSCH (1913) o
termo Kohleria foi estabelecido como o correto. No entanto, as denominagdes anteriores
geraram equivocos entre os nomes das espécies e 0s seus sindnimos que perduram até hoje
(KVIST & SKOG, 1992).

As plantas de Kohleria possuem facilidade para formar hibridos. Conforme BOGGAN &
KVIST (1993a) muitos dos membros cultivados de Kohleria estio sendo chamados por
nomes improprios, devido ao fato que hibridos naturais e artificiais entre espécies sdo comuns
e varias ‘espécies” foram descritas a partir de material cultivado sem estudo suficiente de
colegdes selvagens.

Kohlerias sdo gesneriaceaes do Novo Mundo, cultivadas na América Latina, estio
distribuidas desde o sul do México ao Peru e leste do Suriname e o seu centro de diversidade

sdo as montanhas da Col6mbia onde ocorrem 14 espécies (KVIST & SKOG, 1992).



Kohlerias sio plantas herbaceas, arbustivas, subarbustivas ou raramente arbustivas
escandentes, mas nunca lianas ou epifitas, podem ter altura média de 10,06cm a 1,0m ou mais,
sdo perenes e exclusivamente terrestres, ocasionalmente também crescem sobre rochas ou em
paredes ingrimes (KVIST & SKOG, 1992). As varas espécies de Kohleria podem ser
encontradas nas margens ou nas clareiras de florestas umidas, crescendo em luz do sol
filtrada, ou em areas abertas e completamente ensolaradas (ANONIMO, 1991).

Algumas espécies de Kohleria possuem 6rgio subterrineo de reserva. Uma das mais
antigas referéncias ao orgio subterrineo de Kohleria foi feita por WETTSTEIN (1927) que
o descreveu como um rizoma tuberoso. Mais recentemente, KVIST & SKOG (1992)
denominaram o 6rgdo subterrineo de Kohleria de rizoma escamoso, um caule com ‘folhas
como escama’, densamente amontoadas, algo como uma estrutura em cone, com didmetro de
aproximadamente um centimetro e comprimento de até 5,0cm. Entretanto, em habitats
nativos os ‘fizomas escamosos” de algumas espécies podem, ocasionalmente, atingir
comprimento de até 15,0cm e um didmetro superior a 2,0cm.

O conhecimento da morfologia interna e externa dos orgios subterrineos facilita estudos
sobre a sua fisiologia, j4 que estes podem ser um caule modificado ou uma raiz que armazena
reservas. Rizomas sdo caules subterrineos, que embora possam parecer superficialmente
muito diferentes de ramos aéreos, algumas vezes sio pouco modificados, exceto em seu
habito de crescimento (VILLIERS, 1975). Os rizomas podem ser mais delgados, com
entrends alongados, como em grama bermuda, ou comprimidos e suculentos como em /ris,
Zingiber e Asparagus (LANGENHEIM & THIMANN, 1987). FIGUEIREDO (1972)
caracterizou a morfologia do 6rgdo subterrineo de Ocimum nudicale, mostrando que foi

importante ter informagdes completas de sua anatémia interna para os posteriores estudos de

2



3

fisiclogia e ecologia. A formagio dos drgdos subterraneos varia bastante e cada espécie o faz
com peculiaridades proprias. A iniciagio e o desenvolvimento de tubérculos de Solanum
fuberosum j4 foi caracterizada em muitos trabathos. Estoldes de Solanum tuberosum
representam ramos modificados, que surgem de nos na base do sistema de ramos abaixo do
solo. Os estoldes diferem dos ramos verdes por apresentarem entrends longos, pontas com
ganchos, folhas pequenas e escamosas, aclorofilia e habito diageotrépico. Finalmente, a partir
dos estolSes € que se desenvolvem os tubérculos (KUMAR & WAREING, 1972).

A iniciagdo de Orgdos subterrdneos nas plantas pode estar associada ao controle tanto de
fatores do ambiente quanto enddgenos. O primeiro sinal de tuberizagio em plantas de
Solanum  tuberosum é o cessamento do alongamento do estolio seguido pelo
entumescimento da regido apical e a formagdo de gemas laterais (KODA et al., 1988).
Entretanto, o processo de tuberizagio de Solanum tuberosum s6 é iniciado quando as plantas
sao expostas a dias curtos (EWING & WAREING, 1978) e é completamente inibido em
condigdo de dias longos (WAREING & JENNINGS, ‘1980). Além da tuberizacgio do estoldo,
gemas de estacas do caule de Solanum fuberosum também se desenvolveram em batatinhas
quando foram submetidas a uma sequéncia de dez dias curtos (8 horas de luz) (PEREIRA &
VALIO, 1984).

Muitos estudos tém mostrado que a temperatura também participa do controle da
iniciagdo de Orgdos subterrineos. Em geral, as temperaturas baixas favorecem mais a sua
formagdo que as mais altas. Foi observado, em Solanum tuberosum, que a presenga de
temperatura baixa favoreceu a tuberizagio e sob temperatura alta houve inibi¢io do processo
(MAUK & LANGILLE, 1978). Isto também ocorreu em Agropyron repens que, em época

de inverno, teve maior formagdo de seu rizoma que em época de verdio (LEAKEY et al,



1977). ALVARENGA & VALIO (1989) também encontraram efeito semelhante em
Pachyrhizus tuberosus, sendo que as temperaturas baixas favoreceram a formagdo de seu
orgdo subterraneo e as altas atrasaram ou inibiram.

As substincias reguladoras de crescimento estio associadas aos eventos de
desenvolvimento das plantas, através do balanco entre as substancias promotoras e inibidoras.
O controle da iniciagdo de orgdo subterrdneo pode estar associado a presenca de estimulos
provenientes da parte aérea da planta mae sob condicGes de ambiente especificas (MELIS &
VAN STADEN, 1984). Alguns estudos tém mostrado que as citocininas estdo presentes
durante a formagdo de 6rgios subterrineos. MATSUO et al, (1988) observaram, em Ipomea
batatas, que simultaneamente a iniciacdo de seu orgio subterraneo houve aumento da
concentragdo endbgena de citocinina. O mesmo foi verificado em Solanum tuberosum, onde
a presenga de citocinina foi associada ao espessamento do tubérculo (KODA, 1982).

As giberelinas tém sido identificadas como inibidoras da formagio de oOrgdos
subterrdneos de Solanum tuberosum. Segundo EWING (1987) a atividade de substincias
giberelinicas diminuiu nas folhas de plantas de Solanum tuberosum apos ficarem dois dias em
dias curtos. OBATA-SASAMOTO & SUZUKI (1979) verificaram que durante a tuberizag¢io
de Solanum tuberosum houve desaparecimento das substincias giberelinicas. Ja, SIMKOQ
(1993) tratando segmentos do caule de Solanum tuberosum com paclobutrazol, inibidor da
sintese de giberelina, obteve resposta de promogdo da tuberizagao.

Alguns estudos tém mostrado que etileno também pode inibir a formagdo de orgdo
subterrdneo. Esta resposta foi verificada nas espécies de Solanum tuberosum (ABELES et

al., 1992) e em Raphanus sativus (VREUGDENHIL & VAN DIJK, 1989a).
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A fung@o primaria do 6rgio subterrineo é a de estocar alimentos e umidade para a
estagdo de crescimento, assim assegurando a sobrevivéncia das espécies (HERTOGH & LE
NARD, 1993). Além disto, os drgios subterraneos também tém a fun¢do de multiplicacdo de
individuos novos e ainda podem ser utilizados como forma de resisténcia da espécie as
condigbes adversas do meio. O rizoma de Kohleria foi caracterizado como orgdo de
propagacdo vegetativa por WETTSTEIN (1927) e KVIST & SKOG (1992). A regeneragio
¢ um tipo de propagagdo importante para a preservacio das plantas j4 que estas sdo
sedentarias e susceptiveis a mais danos do que os animais que se movem (DOSTAL, 1967).
A perpetuagiio e a propagagio das plantas nem sempre se realizam pelos mesmos
mecanismos, algumas exercem suas potencialidades de crescimento vegetativo de forma
indefinida pelos seus meristemas (reprodugio assexuada) e outras chegam & produgio de
flores e frutos, perpetuando-se pelas sementes (reprodugio sexuada) (TRIPPI, 1982). A
maioria das ervas perenes, samambaias, bridfitas, algumas espécies de arvores e arbustos é
capaz de produzir individuos novos assexuadamente por proliferagio e subsequente
fragmentacdo da planta mde, ou através da formagdo de propagulos vegetativos como
bulbilhos, tubérculos ou gemas. Este tipo de regeneragio esta particularmente relacionado
com a ccnsolidacﬁo local de populagdes e tem o efeito de produzir populagdes de plantas
geneticamente uniformes (GRIME, 1983),

O orgdo subterrineo de Kohleria sp também parece ter a fungio de resisténcia i
condi¢do de falta de 4gua no ambiente. Segundo o trabalho de ANONIMO (1991} alguns
membros da familia Gesneriaceae possuem rizomas escamosos que sdo utilizados como
estratégia para sobrevirem is condigdes desfavoraveis do meio. Na estacdo de seca as plantas

de Kohleria se tornam dormentes e com o inicio da estacdo chuvosa brotam novamente de
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seu Orgdo subterrdneo (ANONIMO, 1991). Observagdo semelhante foi feita também por
LTM. PEREIRA (comunicagio pessoal, 1993) de plantas de Kohleria sp cultivadas em
canteiros do Instituto de Botanica de Sio Paulo. Nos meses de fevereiro, margo e abril as
plantas apresentaram botdes florais, em maio iniciaram a frutificagdo, em agosto a parte aérea
secou € em setembro, com o inicio das chuvas, apareceram brotagdes novas. Estas
caracteristicas de muitiplicagio de individuos novos e sobrevivéncia a condigdes adversas do
meio também foram identificadas em orgdos subterrineos de outras espécies. Como por
exemplo, o xilopodio de plantas do cerrado, estrutura lenhosa e gemifera, que é capaz de
sobreviver a estagio de seca. Na estagio seca a parte area desaparece totalmente e rebrota no
inicio das estagio chuvosa (RIZZINI, 1965). A sobrevivéncia de plantas em ambientes
adversos deve-se, em geral, a algum tipo de mecanismo que favorece seu estabelecimento.
Segundo ASHBY (1969) algumas espécies tém alta tolerdncia e sdo encontradas em habitats
amplamente diferentes, outras sio adaptadas somente a tolerar condigles especificas. Estas
adaptagOes podem ser fisioldgicas ou estruturais: podem surgir como uma reagiio direta
condigio do ambiente, ou serem formas distintas geneticamente que tém sido selecionadas
pelos rigores do habitat.

A propagagio de individuos novos através de orgdos subterrineos ¢ realizada pela
brotagdio de suas gemas, quando expostas as condigdes favoriveis para o processo.
Entretanto, se mesmo em condi¢des adequadas, a brotagio do 6rgdo subterrineo ndo
ocorrer, isto deve-se a dorméncia das gemas. Exemplo disto foi encontrado em tubérculos de
Solanum tuberosum recém colhidos, cujas gemas estavam dormentes e s6 brotaram apos um
periodo de descanso (EMILSSON, 1949 citado por IVINS & MILTHORPE, 1963). A

dorméncia das gemas pode ser quebrada pela presenca de algum fator do ambiente ou pelas
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substincias de crescimento (DIMALLA & VAN STADEN, 1977). As gemas do orgido
subterrineo, de algumas espécies, sio sensiveis ao fotoperiodo, podendo ter a sua brotagio
promovida ou inibida, conforme a quantidade de luz. A brotagio de gemas do rizoma de
Calathea allouia foi promovida pelo fotoperiodo curto (BUENQ, 1989). J4 em tubérculos de
Solanum tuberosum foi a condigio de dia longo que promoveu a brotagdo de suas gemas
(PELACHO et al., 1994).

Seguramente, a temperatura exerce forte controle na brotagio das gemas de Orgios
subterrdneos. O efeito da temperatura em quebrar ou inibir a dorméncia de um orgio
subterrineo esta ligado 4 espécie e a0 seu tempo de exposigio. A brotagio de tubérculos de
Cyperus rotundus foi inibida por temperaturas baixas de 10, 15 e 20°C, conforme verificado
por ALEIXO & VALIO (1976). A influéncia da temperatura também foi encontrada no
orgdo subterrineo de Ocimum nudicale que ficou dormente durante os meses do ano de
temperatura baixa e brotou nos meses de temperatura elevada, sendo que a temperatura baixa
foi responsavel pela quebra de dorméncia (FIGUEIREDO-RIBEIRO & DIETRICH, 1981).
Outro exemplo da quebra de dorméncia pela temperatura baixa foi verificada em bulbos de
Lilium speciosum obtidos a partir de explantes de escamas, nas temperaturas de 15, 20 ou
25°C, onde a porcentagem de brotagio foi maior naqueles regenerados em 15°C que naqueles
em 20 e 25°C. Neste caso, a temperatura de 15°C foi associada & quebra de dorméncia dos
bulbos (DELVALLEE et al., 1990). LUDFORD (1987) também observou que bulbos de
Allium cepa L. necessitaram permanecer por periodo longo sob temperatura baixa para
quebrar a sua dorméncia. Por outro lado, h4 espécies que necessitam de temperatura alta para

quebrar a sua dorméncia. Por exemplo, como observado com os rizomas de Deschampsia
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Sflexuosa, Vaccinium myrtillus e V. vitis-idaea, espécies que se estabelecem apos queimada e
s brotam em temperaturas superiores a 30°C (GRANSTRON & SCHIMMEL, 1993),

O teor de umidade do substrato é outro fator que influencia fortemente a capacidade de
brotagio das gemas de orgdos subterrineos. Em alguns casos a falta de umidade é prejudicial
a brotagdo. Isto foi vericado em tubérculos de Cyperus rotundus cuja intensidade de brotagio
foi reduzida conforme houve perda de umidade (ALEIXO & VALIO, 1976). Entretanto,
rizomas de Agropyron repens tiveram maior porcentagem de brotagio quando foram
deixados em substrato com umidade alta (McINTYRE, 1976). Outro exemplo deste tipo de
situagdo ocorreu com bulbos de Lilium speciosum que mesmo em meio com manitol, a
porcentagem de brotagdo ndo foi alterada (KLLERK & PAFFEN, 1995).

A dormeéncia de gemas de 6rgio subterraneo de algumas espécies, pode ser quebrada
pelo tratamento com substincias reguladoras de crescimento. Este controle da brotagdo
também pode ocorrer por apenas uma substancia ou por mais de uma. As citocininas tém sido
relacionadas com a promogio da brotagio de gemas de Orgdos subterrineos. Tal situacio
ocorreu com gemas dormentes de tubérculos de Solanum tuberosum que brotaram apés o
tratamento com citocininas. No entanto, a resposta de brotagio foi dependente do estadio de
desenvolvimento dos tubérculos, aqueles com mais de seis semanas de idade ndo brotaram
em resposta ao tratamento com citocinina (TURNBULL & HANKE, 1985). Ha exemplos de
orgdos subterrineos, em algumas espécies, que quando tratados com citocinina tiveram
promog¢do da brotagdo e simultaneamente houve reducio da concentragdo de uma outra
substancia de crescimento. Esta situagio foi verificada em bulbos de A/lium wakegi tratados
com benzilaminopurina que tiveram promogio da brotagio, e ainda foi encontrada redugdo

no contendo de ABA (KURAISHI et al., 1989). SUKHOVA et al., ( 1993) também verificou
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que as concentragdes endGgenas de citocinina e auxina se mantiveram constantes na
dorméncia de tubérculos de Solanum ruberosum e durante a brota¢do houve aumento
significativo de citocininas e diminuicio de auxina.

Alguns estudos tém mostrado também que etileno pode promover ou inibir a brotagdo de
gemas de Orgdos subterrdneos, conforme a espécie. Um exemplo de promogio foi o
encontrado por RYLSKI et al. (1974) em tubérculos de Solanum tuberosum que tiveram
promogdo de brotagdo quando tratados com etileno. O tratamento de cormos de Liafris
spicata com ETREL também causou a liberagdo da dorméncia das gemas (KEREN-PAZ ef
al., 1989). Por outro lado, também ha referéncias que etileno pode inibir a brotagdo.
CVIKROVA et al, (1994) verificaram em tubérculos de Solanum tuberosum, cujas plantas
mée foram previamente tratadas com CEPA, que a brotagdo foi atrasada.

ABA esta fortemente vinculado 4 dorméncia de gemas de orgdo subterréneo, ¢ de um
modo geral, a sua concentragio ¢ alta em 6rgios dormentes. KIM ef al., (1994) verificaram
que ABA foi responsavel pela dorméncia de bulbos de Lilium speciosum e quando tratados
com fluridona (inibidor da sintese de ABA) houve brotagdo. Bulbos de Lilium speciosum
obtidos de explantes de escamas in vitro, ficaram dormentes apods tratamento com ABA
(DJILIANOYV et al., 1994).

Os oOrgdos subterrdneos de natureza caulinar, em geral, podem ou nio apresentar
dominéncia apical. Quando a dorméncia do tubérculo de Solamamn tuberosum foi quebrada, a
brotagdo desenvolvida na sua porgdo apical inibiu os meristemas laterais, mostrando um alto
grau de domindncia apical. No entanto, com o aumento da idade do tubérculo, a dominédncia
foi perdida e as gemas laterais brotaram (KUMAR & KNOWLES, 1993). Além disto, em

algumas espécies, a propria planta mie pode exercer dominio sobre as gemas do Orgdo

9



10

subterrdneo que ainda nio foi destacado. ROGAN & SMITH (1976) verificaram que rizomas
de Agropyron repens ainda ligados a planta mie tiveram porcentagem baixa de brotagio e
quando foram destacados tiveram porcentagem maior. A porcentagem também aumentou
quando os rizomas destacados foram decapitados, isto mostrou que a planta mie e o apice do
rizoma exerceram domindncia apical sobre as gemas axilares do érgdo.

A brotagio que se inicia no 6rgdo subterrineo posteriormente se desenvolvera em um
individuo novo cuja morfologia estara associada a diferenciagéo celular. Segundo STEEVES
& SUSSEX (1989) a formagio do corpo da planta se deve & soma de eventos que
caracterizam o seu desenvolvimento. O desenvolvimento estd associado aos processos de
crescimento e diferenciagdo, e o crescimento é um aumento irreversivel em tamanho. Por
outro lado, a diferenciagio se deve a mudanca que ocorre nas células e levam a sua distingdo.
Ha casos em que o crescimento pode ocorrer sem diferenciacio e a diferenciagdo sem
crescimento, mas ¢ quase sempre verdadeiro que estes dois fendmenos ocorrem em
associacio intima.

O apice de uma planta ¢ dotado de uma forga de crescimento sem limites (GUPTA &
BHAMBIE, 1992) e este crescimento esta confinado a certas zonas especiais, as pontas de
caule e raiz, conhecidas como meristemas (VILLIERS, 1975; IVANOV, 1989). Deve-se ter
atengio em relago aos termos 4dpice do caule e meristema apical, sendo que o apice do caule
¢ envolto por primordios foliares ¢ se forem removidos o meristema apical sera exposto
(MEDFORD, 1992). J4 num Orgdo subterrineo, sio as suas gemas mais apicais as
responsaveis, em grande parte pela iniciagio, formagio e diferenciacio do individuo novo. O
meristema apical ‘forma™o caule através de quatro fungdes: iniciando orgios novos, iniciando

tectdos novos, comunicando sinais ao resto da planta e mantendo o mesmo como uma regido
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de formagdo (MEDFORD, 1992). A morfogénese na planta ¢ o resultado da regulacio

precisa do modelo de divisio celular e da diregio e grau do alongamento celular
(SHERIDAN, 1988).

As caracteristicas morfologicas do individuo novo que se desenvolve a partir de uma
gema podem ser influenciadas pelos fatores do ambiente e fatores endogenos da propria
gema.

SHIHIRA-ISHIKAWA et al., (1986) verificaram que a forma do ‘chapéu” da alga
unicelular Acetabularia calyculus modificou-se conforme a condicio do ambiente em que foi
cultivada. Todos os chapéus foram normais sob 2000 lux e em temperatura baixa (22-25°C) e
sob luz intensa (4000-5000 lux) e temperatura alta (30-32°C) os chapéus foram anormais.
Num outro exemplo, a variagio das temperaturas noturna e diurna causou diferenga no
crescimento do caule de Lilium longiflorum (ERWING et al., 1989).

A condigio de umidade € outro fator do ambiente que pode influenciar fortemente a
morfogénese de um individuo novo. Isto pode ser exemplificado em plantas de Crocus
sativus que normalmente tém crescimento "subsinantus” (as folhas se desenvolvem primeiro e
apos aparecem as flores), e quando mantidos em condi¢do de seca, passaram a exibir
crescimento "histerantus” (as flores se desenvolveram antes das folhas) (KLERK & PAFFEN,
1995).

Considerando as substincias reguladoras de crescimento, ha muitos estudos que
evidenciaram o seu papel no controle da morfogénese desenvolvida por uma gema. Além da
presenca das substéncias de crescimento, a sua concentragio também ¢é determinante no tipo
morfologico desenvolvido. Tal situagdo foi observada em calo de cormo de Crocus sativus

que desenvolveram o tipo caule, em maior niimero, quando estavam em meio com
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concentragdo baixa de auxina e em concentragio alta nio o fizeram (JLAHI ef al | 1987).
AMASINO & MILLER (1982) também verificaram que o tumor de galha de Nicotiana
tabacum poderia se desenvolver em trés padrdes morfoldgicos em fungio das concentragdes
endogenas de auxina e citocinina. No padriio calo desorganizado com células grandes, o
tumor tinha concentragdes altas de auxina e médias de citocininas. J& no padrio caule a
concentragdo de citocinina era média e a de auxina baixa, e no tipo calo desorganizado com
células compactadas, a concentragio de citocinina foi alta e a de auxina baixa. Na definicdo
morfologica de um novo individuo, o efeito de uma substéncia de crescimento em influenciar
a ocorréncia de um determinado tipo, também dependera do estadio de desenvolvimento das
suas gemas ¢ das condigdes do ambiente em que se encontra o organismo.

Alguns estudos tém mostrado que ABA e etileno também foram capazes de determinar o
tipo morfoldgico desenvolvido por um individuo. Um exemplo disto ocorreu quando as
gemas de musgos (Timmiella anomala) tratadas com ABA se desenvolveram em tipo
filamentoso e aqueles sem tratamento tiveram gemas normais (CHOPRA & KAPUR, 1988).
O fendtipo de Spirodeia polyrrhiza também foi influenciado por ABA, quando a sua
concentragdo nos tecidos foi baixa houve a formagdo do tipo fronde folidcea vegetativa e em
concentragdo maior ocorreu o tipo "turion", que é um individuo menor e dormente {SMART
efal., 1995).

O envolvimento de etileno foi observado em gemas récem brotadas de segmentos de
tubérculo de Solanum tuberosum, que quando tratadas com ETEFON tiveram inibigdo de
alongamento e aumento do didmetro dos caules, enquanto as brotagdes sem tratamento

apresentaram alongamento caulinar (VREUGDENHIL & VAN DIJK, 1989b).
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Considerando a diferenciagiio que leva aos diferentes tipos morfologicos observa-se que
isto ocorre somente em células em posigdes especificas e em tempos especificos no
meristema apical (LYNDON, 1994). Ressalta-se que é conveniente associar os eventos de
determinacio e competéncia celular ao processo de diferenciagio celular. Durante a
diferenciagdo um dos eventos iniciais, talvez o primeiro, parece ser a programacio de uma
célula ou tecido especializado ou seja a sua determinagio. Em termos gerais, uma célula ou
um grupo de células estio determinados quando exibem o mesmo destino de
desenvolvimento se crescido in situ, em isolado, ou em um lugar novo ou no organismo
(CHRISTIANSON & WARNICK, 1983). Para WAREING (1978) nas plantas ha alguns
fendmenos conhecidos que sdo indicativos que o estado de determinagio ocorre a nivel
celular ¢ pode ser transmitido através de muitas geragdes celulares. Assim, ¢ caracteristico
das espécies que mostram resposta & vernalizagdo que uma vez que as células se tornem
completamente vernalizadas ¢ impossivel desvernaliza-las, exceto durante uma fase
relativamente curta apds o término do tratamento de resfriamento (PURVIS, 1961;
WAREING & AL-CHALABI, 1985). Embora as células ou tecidos sejam determinados a se
diferenciarem numa estrutura especifica, & importante observar que isto também esta ligado a
competéncia de cada um destes em iniciarem um evento. Para McDANIEL (1984)
competéncia € exibida quando uma celula/tecido/drgdo for exposto a um sinal e responder na
maneira esperada. Uma célula competente seria aquela que também ¢ determinada, Assim, €
possivel encontrar células num momento da diferenciagdo que sio determinadas a um
desenvolvimento particular mas sio incapazes de atingi-lo, porque elas ainda nio sdo
competentes a responderem ao sinal. Um exemplo de competéncia celular ocorreu quando se

utilizaram calos de alfafa com didmetros diferentes, os maiores foram competentes para
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iniciarem a organogénese, parte aérea e raizes, e os menores ndo o fizeram (WALKER ef al,
1978). TREWAVAS (1981) discute ainda o aspecto da competéncia de uma célula/tecido em
relagdo a sua sensibidade de responder as substincias de crescimento de planta. O tecido
competente se torna determinado a formar novos tecidos/orgios pela indugio. A inducdo ¢
uma mudanga nas concentracdes de um ou mais reguladores de crescimento de planta e como
resultado novos orgdos podem ser iniciados, mas varias outras caracteristicas das plantas
também podem mudar. Entretanto, indugdio e iniciagio sdo dificeis de serem distinguidos
experimentalmente, uma vez que a indugio ¢ detectada pela iniciagdo (VREUGDENHIL. &
STRUIK, 1989). A indugio, em geral, ocorre quando um sinal gera uma resposta de
desenvolvimento Gnica de um tecido competente (McDANIEL, 1984). Hormdnios vegetais
regulam crescimento, diferenciagio e morfogénese da planta provavelmente por exercer sua
influéncia em reagdes metabolicas especificas (EDDO, 1993). A influéncia das substincias de
crescimento na formagdo e morfologia de um érgdo ou individuo novo pode estar ligada a
condigdes especificas do ambiente.

Desta forma, quando uma planta encontra-se em condigdes desfavoraveis,
provavelmente a sua chance de sobrevivéncia estard ligada aos eventos de competéncia ¢
determinagio de suas células responderem aos sinais do ambiente. Neste caso, as células
meristematicas da planta podem ser induzidas por algumas das condigdes desfavoraveis e
talvez atraveés das substincias de crescimento possam responder de tal forma que propicie sua
manuten¢do. Considerando a informagio de que o 6rgdo subterrineo de Kohleria sp se
mantem em condicdo de falta de agua (KVIST & SKOG, 1992; I.TM. PEREIRA
comunicagdo pessoal, 1993) pode-se supor que talvez isto também ocorra conforme as

observacdes citadas anteriormente.
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A condigio de falta de 4gua apresenta caracteristicas que sdo bastante peculiares e que
podem ser associadas a condigdo de estresse. Espécies e variedades de plantas diferem em
termos de seu ambiente 6timo e sua susceptibilidade a um estresse particular, e ainda a
intensidade de seu efeito dependera do estadio de desenvolvimento da planta (JONES &
JONES, 1991). Estresse causa alteragdes dos processos fisiologicos devido 4 combinagio de
fatores do ambiente e bioldgicos ou por um deles. Além disto, estresse tem potencial de
causar injuria, que ocorre como resuitado do metabolismo alterado e pode ser expresso com
redugio de crescimento (HALE & ORCUTT, 1987).

LEVITT (1980) considera a falta de chuva como estresse natural de 4gua e quando ¢
imposto artificialmente denomina de estresse de dessecagio, mas somente quando o déficit de
agua for capaz de causar situagio proxima de seca na planta.

LEVITT (1981) discute os tipos de resisténcia da planta ao estresse: escape de estresse e
tolerdncia ao estresse. No primeiro caso a planta podera eliminar o estresse completa ou
parcialmente por meio de uma barreira fisica que separa suas células vivas do estresse, ou por
meio de substancia quimica. No segundo caso, a planta consegue se manter na condicdo de
estresse, entra em equilibrio termodindmico com o estresse, sem sofrer injuria. A planta com
tolerancia de estresse ¢ capaz de prevenir, reduzir ou reparar a tensio de injiria induzida pelo
estresse.

KROCHKO er al., (1987) observaram que algumas espécies podem ser capazes de
superar a mais danos que outras devido & sua resisténcia a estresses mecénicos, por
componentes citoplasmaticos. A perda lenta de 4gua pode levar a mudangas graduais na

configuragdo de moléculas que evitam a perda de agua.
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A resposta mais sensivel a falta de dgua parece ser sobre o crescimento celular que
responde 1mediatamente a uma diminuigio da turgescéncia dos tecidos (CIAMPOROVA,
1987). Isto ocorreu em plantas de milho submetidas a estresse de agua que tiveram reducdo
da expansd@o foliar apds o quarto dia do tratamento (SHARP & DAVIES, 1979). Outro
exemplo € o de plantulas de trigo que tiveram redugio em crescimento quando submetidas a
falta de agua tanto por tratamento com PEG 6000 quanto por ficarem sem qualquer umidade
no substrato (MORGAN, 1988).

Um mecanismo importante para tolerincia a falta de 4gua é o ajustamento osmotico.
Quando as plantas estdo sujeitas a estresse, induzido pela perda de agua das células, solutos
s@o concentrados e levam & diminui¢do do potencial osmético. O ajustamento osmético pode
prover a manutengdo completa ou parcial da turgescéncia celular (MEYER & BOYER,
1972).

No reino vegetal, a tolerfincia & desseca¢iio ocorre numa ampla variagdo de taxa e
estruturas. Sementes de angiospermas sdo as mais obvias estruturas tolerantes, e o primeiro
tecido a perder a tolerancia a dessecacio ¢é a radicula (LEOPOLD, 1990). Ainda, num mesmo
orgdo da planta pode haver diferenca na sensibilidade 2 falta de agua. Como ¢ o caso da folha
de Hordeum, que sob falta de agua, a regifo da ldmina expandida ainda apresentou
crescimento e a regido de crescimento ndo o teve, estas diferencas se devem também
primariamente as caracteristicas anatdmicas que regulam o movimento de agua nos tecidos
(MATSUDA & RAYAN, 1990).

Talvez o exemplo extremo de tolerdncia seja o das plantas de Crasterostigma monroi, da
Africa subtropical, que perdem toda a dgua existente nos tecidos em época da seca e quando

ha uma chuva de até 0,6mm a 10,0mm de Agua elas reidratam e retomam suas atividades
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(GAFF, 1977). No Brasil, ha no Estado da Bahia, uma regido com caracteristicas fisicas de
deserto, chamada de Raso da Catarina. Neste local, encontram-se alguns espécimes das
Velloziaceae adaptados a sobreviver 4 condicio de falta de agua. ROSSETO (1997)
trabalhando com a Velloziaceae Barbacenia elegans verificou que esta especie ficou
completamente dessecada e ap6s ser hidratada recuperou sua atividade metabélica.

Ha muitos estudos mostrando que etileno e acido abscisico podem estar relacionados
com organismos vegetais em condicio de falta de agua. Algumas informagdes sustentam a
hipotese de que acido abscisico, citocininas ¢ etileno estejam envolvidos em interagdes que
controlam © balango hidrico (HALE & ORCUTT, 1987).

Quando déficit hidrico se desenvolve devido 4 seca, ha aumento da producio de etileno
(HYODO, 1991). Todos os tecidos das plantas sio capazes de produzir etileno embora a
taxa de produgdo seja normalmente baixa (YANG & HOFFMAN, 1984).

A integridade da membrana celular pode ser um importante fator de regulagio da
biossintese de etileno (MATTOO & WHITE, 1991). Isto se tornou mais claro com os
experimentos com células de Malus, quando incubadas com uma mistura de enzimas que
especificamente digerem parede celular causaram perda da producio de etileno; e quando as
celulas regeneraram suas paredes celulares houve recuperagio da producio de etileno
(MATTOO & LIEBERMAN, 1977; MATTOO et al.,1977). Na via de sintese de etileno, a
enzima que converte o &cido I-aminociclopropano-1-carboxilico (ACC) a etileno, é
dependente da presenga de oxigénio (LIEBERMAN,1979; SARQUIS ez al., 1992). A sintese
de etileno pode ser induzida por condig¢des de distirbios como temperaturas extremas, seca e

hipoxia ou ferimento mecinico nas plantas (YU & YANG, 1980).
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Exemplo da influéncia da temperatura na produgio de etileno foi verificada em discos de
folhas de Phaseolus vulgaris que tiveram aumento da producio deste horménio quando
incubados em temperatura acima de 25°C (FIELD, 1981). A produgio de etileno por
embrides de FElalis guineensis também foi maior em temperatura de 27°C e permaneceu
reduzida em temperaturas baixas (12 ¢ 18°C) (CORBINEAU ef al., 1990).

A disponibilidade reduzida de 4gua no substrato tem sido evidenciada como um fator
desencadeador da produgio de etileno por tecidos vegetais. InGimeros sio os exemplos desta
relagdo. Como verificado em folhas destacadas ou nido de diferentes especies que tiveram
produgdo elevada de etileno quando submetidas a umidade relativa baixa (BEN-
YEHOSHUA & ALONI, 1974; AHARONI, 1978; APELBAUM & YANG, 1981). Trabalho
de EL-BELTAGY & HALL (1974) mostrou que plantas de Vicia Jaba em déficit de Agua
tiveram produgdo elevada de etileno. Isto também foi encontrado com uma espécie de
metabolismo 4cido Kalanchoe daigremontiana e uma hidrofita Caltha polypetala, em
condigio de excesso ou falta de agua (KAPUYA & HALL, 1984).

A liberagdo de etileno também pode ocorrer por via indireta, através de auxina. Isto foi
inicialmente visto por ZIMMERMAN & WILCOXON (1935) citado por YANG, (1987).
Esta observagio tem levado a descoberta de que alguns efeitos atribuidos ao etileno
poderiam ser em resposta ao tratamento com auxina. Auxina promove a formac3o de etileno,
por induzir a sintese de ACC sintase, que converte o intermediario S-adenosilmetionina para
ACC (McKEON & YANG, 1987). Alguns trabalhos ilustram o efeito de auxina na produgio
de etileno como: discos de folha de Lactuca (AHARONI, 1989), plantula estiolada de Vigna
radiata (KIM et al., 1992), fatias de fruto de Malus, Lycopersicum e Persea (LIEBERMAN

et al,1977), explantes de Nicotiana (SMULDERS, et al, 1990), coleoptiles de Oryza
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(HOSON et al., 1990), gemas de plantulas de Phaseolus (YEANG & HILLMAN, 1982),

segmentos de hipocétilo de Vigna radiata (YOSHII & IMASEKI, 1981; ARTECA et al.,
1988), discos de folhas de Nicotiana e Beta (AHARONI & YANG, 1983), raizes de
Lycopersicum (BRADFORD e al., 1982), flor de Annona hybrida (BLUMENFELD, 1975)
e plantas de tomate mutante diageotropica (BRADFORD & YANG, 1980).

CHANDLER (1988) esclarece que a entrada em estado de tolerincia a dessecagio
requer a sintese de alguns componentes celulares como acido abscisico. ABA tem sido
implicado no controle de iniimeros processos de plantas. Ha evidéncia, abundante, que ABA
também tem papel em mediar respostas de planta a estresse do ambiente (TREWAVAS,
1981; NEILL & HORGAN, 1984; NEILL e al., 1986 ; ZHANG & DAVIES, 1987).

Muitos sio os exemplos mostrando que o conteudo enddgeno de ABA pode aumentar
quando a planta ou um de seus 6rgios so expostos a falta de agua, por exemplo: plantas de
Salix viminalis (BARROS & NEILL, 1987), folhas de plantas de Craterostigma
plantagineum (BARTELS et al., 1990), plantulas de Glycine max (CREELMAN et al.,
1990), celulas de Solanum tuberosum (LEONE et al, 1994) e Fatsia Japonica (LOPEZ-
CARBONELL et al, 1994). WERNER ef al, (1991) também verificaram que O Mmusgo
Funaria hygrometrica foi capaz de tolerar a seca quando tratado com ABA. Ja Mmusgos pré-
tratados com 10uM de ABA, por duas semanas, foram capazes de tolerar a dessecagdo por
mais tempo (BOPP & WERNER, 1993). Quando folhas de plantas mesofiticas sio
submetidas a falta de 4gua o contetido de ABA pode aumentar de 10 a 50 vezes dentro de 4 a
8 horas, aparentemente devido ao aumento de sua sintese (WALTON, 1987).

CORNISH & RADIN (1990) discutem uma das possiveis vantagens da sintese intensa de

ABA que ocorre durante o estresse. Quando ABA ¢ aplicado as raizes, o volume de fluxo de
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agua atraveés destas é frequentemente aumentado, isto pode melhorar o balango hidrico da
planta.

Além da falta de dgua, as plantas também podem estar sujeitas as variagdes maximas e
minimas de temperatura que nic sio favoraveis. Apesar disto, algumas espécies conseguem
sobreviver por meio de mecanismos estruturais ou bioquimicos. A injiria de resfriamento
depende ndo s6 da espécie e tipo de tecido mas também da severidade e duragio de
exposi¢do a temperatura baixa. ABA pode ter um papel em methorar o nivel de agua interno
dos tecidos durante o resfriamento (LYNCH, 1990),

Muitos trabalhos tém demonstrado que o contetido enddgeno de ABA aumentou em
plantas que foram submetidas & temperatura baixa. Isto foi verificado em plantulas de
Phaseolus vulgaris (VERNIERI ef al., 1994) e frutos de Lycopersicum esculetum (KUBIK
et al, 1992). A tolerincia ao resfriamento por ABA também foi evidenciada indiretamente
pela sua aplicagio em plantulas de Vigna radiata (CHEN & LIN, 1993) e em suspensdo
celular de Zea mays (XIN & LI, 1992). Ha exemplos indicando que etileno também pode
estar envolvido com a resisténcia de algumas espécies ao resfriamento. O etileno foi
produzido quando o tecido resfriado foi colocado em temperatura mais alta (ABELES et al.,
1992). Quando frutos de Cucumis sativus ficaram em temperatura baixa de 2,5°C o contetido
endogeno de ACC e a produgio de etileno permaneceram baixos e apds a sua transferéncia

para 25°C houve aumento da concentragio de ambos (WANG & ADAMS, 1982).
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OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi caracterizar o érgdo subterraneo de Kohleria sp em relagdo a
sua anatomia € ao seu processo de brotacdo. Tentou-se ainda identificar alguns aspectos do

controle ambiental e hormonal da brotagdo destes 6rgdos subterraneos.
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MATERIAL E METODOS

MATERITAL

Foram utilizados, neste estudo, orgdos subterrineos de plantas de Kohleria sp,
cuidadosamente retirados da terra de canteiros do Departamento de Fisiologia Vegetal da
UNICAMP, com auxilio de uma pa. Apos foram lavados e escovados sob agua corrente para
remogdo de restos de terra e finalmente segmentados com auxilio de bisturi.

O material testemunho, espécime coletado por J.A S Almeida, nimero de coleta

27040, foi depositado no Herbario da UEC do Instituto de Biologia da Universidade

Estadual de Campinas.

METODOS
CULTIVO

A multiplicagio do orgio subterrineo de Kohleria sp foi obtida através de sua
segmentacdo em secgdes pequenas, colocadas para brotar em bandejas com vermiculita, em
temperatura de 30°C e em cimara de crescimento por seis dias. Apos este periodo foram
transferidas para umidicador até que suas brotacSes se estabelecessem e finalmente
transplantadas para canteiros, onde se desenvolveram até o estadio de planta adulta

produzindo novos Orgios subterraneos.
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1.0 - CARACTERIZACAO DO ORGAO SUBTERRANEO

L1- CARACTERIZACAO ANATOMICA DO ORGAO SUBTERRANEO
Segmentos do orgdo subterrineo foram fixados em solugfio de FAAS50 (formol, acido

acético e alcool etilico 50%) (JOHANSEN, 1940) por vinte e quatro horas e quando

necessario mantidos em etanol 70% (JENSEN, 1962). Foram feitos cortes do material

(transversais e longitudinais) 4 mao livre, corados com azul astra e fucsina e montados entre

lamina e 18minula com gelatina glicerinada derretida. Da visualizagdo destes cortes

anatdmicos em microscopio Optico foram feitos desenhos em cimara clara e micrografias.

1.2 - CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DAS CELULAS DO RIZOMA

Cortes anatdmicos do orgo subterrineo, obtidos como descrito no item anterior,
foram submetidos a testes histoquimicos. A identificagio de amido foi feita pela solugdo de
Lugol (SASS,1958), as substincias lipidicas (cuticula, cutina e suberina) foram evidenciadas
pelo Sudan IV (FOSTER, 1950), a presenga de lignina por floroglucina (JOHANSEN, 1940),
as paredes lignificadas foram detectadas pelo teste com cloreto de zinco férrico (NAGELI,
1863 citado por STRASBURGER & KOERNICKE, 1913) e os taninos identificados por
cloreto férrico (10%) (JOHANSEN, 1940). Os cortes anatdmicos ficaram imersos em cada
uma das solugGes por tempos diferentes conforme o teste, apos lavados com agua destilada
para remog&o do excesso dos reagentes e corantes e montados entre lamina e laminula para

sua visualizac¢do em microscopio aptico.
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Para cada teste utilizaram-se vinte cortes anatdmicos. Os graos de amido foram
visualizados por meio de luz polarizada, onde se adaptou um filme de polaréide na fonte de

luz do microscopio e outro na ocular.

1.3 - CARACTERIZACAO DAS RESERVAS DO RIZOMA

Na extragdo e dosagem de carboidratos foram verificados os conteados de agucares
soluveis, polissacarideos soliveis em 4gua e amido, conforme descrito por DUBOIS e? al.
(1956} (esquema 1). Estas determina¢des foram realizadas partindo de 1g de tecido fresco do
orgdo subterraneo jovem e adulto. O drgdo jovem tinha coloragdo clara e o orgio adulto
apresentava aspecto coriaceo e com coloracfio escura. Foram feitas seis repeticdes para cada
tipo de 6rgédo e cada uma destas analisadas com trés repeticdes. As leituras foram feitas em
espectrofotdmetro, sendo os aglcares soliveis em 620nm e os polissacarideos soliveis em

agua e o amido em 490nm.

1.4 - CARACTERIZACAO PRELIMINAR DE SUBSTANCIAS FENOLICAS

A extragio de substdncias fendlicas foi feita conforme o método descrito por SWAIN
& HILLS (1959). Para tanto, utilizaram-se segmentos do 6rgdo subterrdneo (10g), que foram
extraidas com etanol 70% por 12 horas. O extrato foi filtrado e depois seco sob pressdo
reduzida (40°C). Apds isto, o extrato foi ressuspendido em 2,0ml de agua destilada. A uma
aliquota de 10ul do extrato foram adicionados os volumes de 3,0mi de agua destilada, 0,25ml

de reagente de Folin Ciocalteau e 0,5ml de bicarbonato de sédio. A mistura foi centrifugada e



1g de material fresco

3
homogeneizar em 10ml de metanol, cloroférmio e dgua (12:5:3)
4
centrifugar (2000 1|~pm)/ 10 minutos

SOBRENADANTE PRECIPITADO
2 \
4ml de precipitado Extrair com etanol 10%
1,5ml de agua ' | |
1 ml de cloroformio Sobrenadante precipitado
\2 \2 2
Centrifugar 2000rpm/Sminutos Reagente de Antrona 4
\’ \2
Fase superior Dosagem de Extrair com
\2 polissacarideos acido
Secar solliveis em agua perclorico 30%
2 I 2
Ressuspender em agua (2,0ml) Leitura em 490nm 3
2 Reagente
J de antrona
| : 3
Reagente de Antrona Amido
\’ <
Acucares soluveis Leitura em 490nm
3
Leitura em 620nm

Esquema 1 - Extragdo e dosagem de carboidratos conforme o método de DUBOIS et al,

(1965).
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deixada reagir por uma hora. Logo apos fez-se a leitura em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 725nm.

Com uma aliquota de 10ul do extrato fez-se a caracterizagdo de fendis totais em
cromatografia de papel, através de corrida bidimensional. O solvente da primeira corrida foi
BAW (butanol, 4cido acético e agua) 4:1:5, sendo utilizando s a fase superior desta mistura
e da segunda corrida foi o 4cido acético ( 15%). Para a revelagio, as placas de papel foram
borrifadas com KOH (5%) e deixadas em estufa a 80°C por 30 segundos. Ap6s observou-se
as manchas através de luz ultra violeta.

Uma aliquota desse extrato foi testada também em cromatografia de camada delgada,
em placa de silica, de tamanho 20 x 20cm e espessura de 30um. Os solventes utilizados na

corrida foram BAW (6:1:2) e acido acético (2%) e como revelador utilizou-se KOH (5%).

2 - ESTUDO DO PROCESSO DE BROTACAO DAS SECCOES DO RIZOMA
2.1 - BROTACAOQO

Na maioria dos experimentos, deste estudo, as secgdes do rizoma foram colocadas
para brotar em placas de Petri com 9,0cm de didmetro, forradas com trés folhas papel de
filtro e umedecidas com agua destilada. As placas ficaram dentro de sacos plasticos
transparentes para evitar perda de umidade ¢ em cimara de crescimento. Quando os
tratamentos ficaram em luz branca continua, utilizaram-se lampadas fluorescentes com

intensidade de 320puW.cm™.
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2.2 - NUMERO DE FOLHAS MODIFICADAS POR SECCAO DO RIZOMA

Neste experimento utilizaram-se sec¢des do rizoma (figura 1) com uma ou seis folhas
modificadas que foram mantidas em temperaturas de 25 e 30°C e em luz continua. Cada
tratamento constou de quatro repeti¢des com dez secgdes em cada placa de Petri. As seccdes

foram avaliadas quanto 4 porcentagem de brotagio.

2.3 - TRATAMENTO DE LUZ E TEMPERATURA

Sec¢des do rizoma foram mantidas em temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35°C, com
1,0ml de agua no substrato e em luz continua.

As secgles do rizoma que ficaram nas temperaturas de 20 e 30°C também foram
submetidas ao escuro continuo. No tratamento de escuro as placas de Petri foram colocadas
dentro de sacos plasticos pretos e as observagdes feitas em sala escura com luz verde de
seguranga. Os tratamentos foram avaliados quanto a porcentagem de brotagdo das secgdes.

SecgOes também foram mantidas por trinta dias nas seguintes condigdes: temperaturas
de 20 ou 30°C, com 1,0 ou 12,0ml de agua destilada no substrato e em luz continua. Apos
este periodo, quando suas brotagdes ja estavam desenvolvidas, as secgdes que estavam em
temperatura de 20°C foram transferidas para 30°C e aquelas (ue estavam em temperatura de
30°C transferidas para 20°C e mantidas por mais trinta dias nestas condig¢des. Na segunda
parte deste experimento, devido ao tamanho das brotagdes, as secgdes foram deixadas em
caixa plastica GERBOX forradas com trés folhas de papel de filtro, em luz continua, em

volumes correspondentes a 1,0 e 12,0ml de agua no substrato. As secgdes foram avaliadas



Figura 1 - Orgfo subterraneo de Kohleria sp, junto ao caule (C) e sistema radicular (SR) da

planta-méde, mostrando suas folhas modificadas (FM).
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quanto ao tipo morfoldgico desenvolvido pelas suas brotacdes, apds 20 dias do inicio do
experimento.
Nos experimentos de luz e temperatura cada tratamento constou de quatro repeti¢des,

com dez secgbes em cada uma.

2.4 - TEOR DE HIDRATACAO DO SUBSTRATO

Secgdes do rizoma foram mantidas em placas de Petri com adicio de volumes
diferentes de 4gua destilada, sendo 1,0, 12,0 e 20,0ml e em temperatura de 30°C. Quando o
volume foi de 1,0ml de agua as folhas de papel de filtro ficaram levemente umedecidas, 0 que
fo1 considerado como uma condigio de disponibilidade reduzida de agua. Os volumes de 12,0
ou 20,0mi formaram uma ldmina de 4gua sobre o papel de filtro, que foram caracterizadas
como condigdo de disponibilidade alta de 4gua. O volume de 20,0ml foi considerado também
uma condi¢do de excesso de agua.

Testaram-se ainda os volumes de: 2, 3, 4 e 5ml de agua no substrato, nas
temperaturas de 20 € 30°C e em luz continua.

Avaliou-se também o niimero de raizes desenvolvidas pelas secgdes do rizoma que
ficaram em placas de Petri com 1,0 ou 12,0ml de agua, em temperatura de 30°C e em luz
continua. A massa seca das secgdes do rizoma e de suas brotagdes que ficaram nestas
condi¢Bes também foi avaliada. A determinagiio da massa seca foi realizada apos as secgdes
terem permanecido em estufa em temperatura de 80°C, por 72 horas.

A perda de umidade pelo sistema placa de Petri, papel de filtro e secgdes do rizoma

for verificada através da pesagem das placas de Petri 4 cada dois dias, durante dezenove dias.
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Foi adicionado em cada placa de Petri o volume de agua perdido, que foi determinado através
da diferenca entre a massa final ¢ a massa inicial dos sistemas. Esta perda de umidade foi
verificada em sistemas com 1,0 e 12.0ml de agua no susbtrato, nas temperaturas de 20 e 30°C

e que ficaram em luz continua.

3.0 - CARACTERIZACAO DAS BROTACOES DESENVOLVIDAS PELAS
SECCOES DO RIZOMA
3.1 - TRATAMENTO DE TEMPERATURA E LUZ

As brotagdes desenvolvidas pelas secces do rizoma foram avaliadas quanto ao
comprimento do caule e nimero de folhas formadas. Estas determinagdes foram feitas em
brotagdes com quinze dias de idade cujas sec¢Oes ficaram nas temperaturas de 20, 25 e 30°C,
na luz e no escuro. Para o tratamento de escuro as placas de Petri com as secgbes ficaram
dentro de trés sacos plasticos pretos. Cada tratamento constou de quatro repetigdes e cada

uma destas com cinco secgdes.

3.2 - TRATAMENTO FOTOPERIODICO

Brotag¢des desenvolvidas pelas secgbes do rizoma, quando estavam com 6 pares de
folhas, foram transplantadas para vasos com terra (1,3L) e cultivadas em fotoperiodos de oito
¢ dezoito horas de luz. Para o fotoperiodo de 8 horas, apos o periodo de luz as plantas foram
deixadas no escuro, através do uso de cortina de tecido negro. Quando estavam em

fotoperiodo de 18 horas de luz, o dia natural foi prolongado com iluminagio fornecida por
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ldmpadas incandescentes (0,53uW.cm™). Apos trés meses de cultivo, nestas condigdes, as
plantas foram analisadas quanto a formagdo de rizomas, comprimento de caule, nimero de
folhas formadas e 4rea e massa seca foliares. A 4rea e a massa seca foliares foram

determinadas do 3° par de folhas das plantas. As avaliagdes constaram sempre de dez

repetigdes.

4.0 - TRATAMENTO COM PEG

Secgdes do rizoma foram colocadas em solugbes de PEG, nas concentracdes de
161,2, 235,2 e 340,0g/L., que geraram respectivamente os potenciais de -3, -6 e -12 MPa. As
solugdes de PEG foram preparadas conforme MICHEL & KAUFMANN (1973). Cada uma
das solugdes foi usada em volume de 12,0ml e as secgdes controle ficaram em 1,0 ou 12.0ml
de dgua no substrato. O experimento foi conduzido em placas de Petri conforme explicado no
item 2.1, em temperatura de 30°C. Cada tratamento constou de quatro repeti¢cdes e cada uma
com dez secgdes.

Todos os tratamentos, testando a influéneia do teor de hidratacdo do substrato, foram
conduzidos em luz continua. Em todos os experimentos as secgbes do rizoma foram
avaliadas quanto a porcentagem de brotagio e quanto ao tipo morfologico desenvolvido por

suas brotagOes.
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5.0 - DOSAGEM DE PROLINA DAS SECCOES DO RIZOMA

A extrag@o e dosagem de prolina foram feitas conforme RENA & MASCIOTTI
(1976), (esquema 2). O extrato foi obtido a partir de 1g de secges do rizoma, que foram
maceradas em solugdo de metanol, cloroformio e agua ( 12:5:3) e centrifugadas a 2000rpm
por dez minutos. O precipitado foi descartado e ao sobrenadante (4ml) adicionou-se
cloroformio (1,0ml) e agua destilada (1,5ml). O sobrenadante foi centrifugado a 2000rpm por
10 minutos. A fase superior da mistura foi mantida em banho-maria (35°C) por 30 minutos
para evaporagdo do cloroformio. Em aliquotas de 0,1 ml da fase superior da mistura anterior
adicionou-se 0,1ml de glicina (12,6 umoles), agua destilada (2,8ml) para completar volume
de 3,0ml, 2.0ml de reagente de ninhidrina e 2,0ml de acido acético glacial. O reagente de
ninhidrina foi preparada a partir de 600mg de ninhidrina, 12ml de 4cido acético e 10ml de
acido ortofosforico (6M).

A solugio obtida anteriormente foi agitada e mantida em banho-maria (100°C) por
35 minutos, apds isto foi imediatamente resfriada em banho de gelo e também adicionado
4,0ml de tolueno. A partir do sobrenadante desta mistura fez-se a dosagem de prolina através
de leitura em espectrofotdmetro (515nm).

A extragdo de prolina foi feita de sec¢Ses do rizoma que ficaram em 1,0 ou 12,0ml
de agua no substrato, em temperatura de 30°C e em luz continua, por 14 dias. As secgdes
foram amostradas a cada dois dias, sendo que cada uma constou de trés repetigdes. Para a
lettura, o extrato de cada coleta constou de trés repetigOes. Para esta analise s6 foi utilizada a

seccdo, a brotagio foi descartada.
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aliquotas de 0,1 a 1,0ml
0,1ml de glicina
agua destilada até completar 3,0ml
2ml de reagente de ninhidrina
2ml de acido acético glacial
2
Agitar
\:
Banho maria 100°C - 35minutos

¥
choque de agua fria
\

4mli de tolueno
J
Agitar

fase inferior fase superior

(descartada) J
leitura a 515nm

Esquema 2 - Método para extragio e dosagem de prolina (RENA & MASCIOTTI, 1976).
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6.0 - TRATAMENTO COM ETREL

Secgdes do rizoma foram tratadas com solugio de ETREL (10°M). ETREL foi
aplicado na forma de gota (20ul) sobre as seccdes que ficaram com 12,0ml de 4gua no
substrato. As sec¢des foram tratadas durante dez dias, sendo uma aplicagdo a cada dois dias.

Como controle sec¢des sem tratamento ficaram em 1,0 e 12,0ml de agua no substrato.

7.0 - TRATAMENTO COM ABA

Solugdo de 4cido abscisico foi aplicada em secgdes do rizoma que ficaram com
12,0ml de agua no substrato. ABA (10°M) foi aplicado na forma de gota (25ul) sobre cada
uma, a cada dois dias, durante 10 dias. Como controle secgOes sem tratamento ficaram em

1,0 e 12,0ml de agua no substrato.

8.0 - TRATAMENTOS COM AUXINA E 6BA

Secg¢des do rizoma foram tratadas com as solucdes de acido indol-3-acético (ATA)
(10°M), 6-benziladenina (6BA) (10°M) ¢ uma mistura de AIA e 6BA (10°M). As solucdes
foram aplicadas em secgBes que estavam com 1,0 e 12,0ml de agua no substrato. Cada
solugdo foi aplicada na forma de gota (25pl) sobre cada secgdo, durante 10 dias, diariamente.

Como controle secgbes foram mantidas sem tratamento nestes mesmos volumes de agua.
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9.0 - TRATAMENTO COM ACC

Solugio de ACC foi aplicada nas secges do rizoma que ficaram em placas de Petri
com 12,0ml de agua. Cada secgio foi tratada com uma gota de 20ul de ACC (10“3M), a cada
dois dias, num periodo de 10 dias. Como controle secgOes sem tratamento ficaram em 1,0 e

12,0ml de agua no substrato.

10.0 - TRATAMENTO COM AgNO;

Solugéo de AgNO; foi aplicada em sec¢Bes do rizoma que ficaram em placas de
Petri com 1,0ml de agua. AgNOs foi utilizado nas concetragdes de 1, 10, 50, 100, 200 e
500mg.L"' e cada solugdo foi aplicada sobre cada secgdio, uma Gnica vez, na forma de gota
(50ul), no dia da montagem do experimento. Como controle secgOes sem tratamento ficaram
em placas de Petri com 1,0 e 12,0ml de 4gua no substrato.

Seccdes do rizoma também foram mantidas em placas de Petri com 12,0ml de
solugdo de PEG (-6MPa) e ainda tratadas com uma gota (50ul) de nitrato de prata de
500mg.L' que foi aplicado sobre cada secg@io, uma Unica vez. Nitrato de prata também foi
aplicado, uma tnica vez, em seccdes que ficaram com 1,0ml de agua no substrato e como

controle secgdes sem tratamento ficaram em 1,0 e 12,0ml de agua.
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11.0 - TRATAMENTO COM AVG

Secgdes do rizoma foram tratadas com AVG na concentragio de 10°M, que foi
aplicado na forma de gota (I15ul), no 1° e 3° dia do inicio do experimento. As sec¢des
tratadas ficaram em placas de Petri com 1,0ml de aguaea secgdes controle em 1,0 e 12,0ml.

Todos os tratamentos constaram de quatro repetigdes e cada uma destas com dez
secgoes.

Apos vinte dias as secgBes foram avaliadas quanto ao tipo morfolégico desenvolvido

pelas suas brotagbes.

12.0 - DOSAGEM DE ETILENO

Para a dosagem de etileno utilizaram-se frascos transparentes, com volume de
65,0ml que foi reduzido para 21,0ml com adigio de pedras de aquario (esquema 3). Sobre as
pedras foram colocadas trés folhas de papel de filtro e também um frasco pequeno de vidro
contendo trés pedras de KOH para redugio do nivel de CO, do meio (TAN & THIMANN,
1989). Secgdes do rizoma foram colocadas sobre o papet de filtro, previamente umedecido,
os frascos foram vedados com septos, mantidos em temperatura de 30°C e em luz continua.
Amostras de 1ml de gas foram coletadas dos frascos a cada 24 horas da montagem do
experimento, com o auxilio de uma seringa. Os tratamentos constaram de secgOes do rizoma
que ficaram em frascos com 3,0 e 15,0ml de agua no substrato, simulando as condigdes de
1,0 e 12,0ml de 4gua, nas placas de Petri, respectivamente. Cada tratamento, constou de
quatro repeti¢des e cada uma com 7 seccdes. Dosagens de etileno foram feitas em

cromatdgrafo a gas “VARIAN - modelo 24407 equipado com detetor de ionizagdo de chama.
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Septo

\ 1—
Sec¢io do rizoma r pastilhas de KOH

\ / Folhas de papel
B eaon (1] — e

EL

Pedras de aquério

Esquema 3 - Modelo do frasco utilizado para dosagens de etileno de secgOes do rizoma de

Kohleria sp. Os frascos foram vedados com septos, mantidos em temperatura de 30°C e em

luz continua.
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Utilizou-se coluna ‘Pyrex”de 6 x 1/4 , sendo a fase solida constituida de Porapak T com
malha de B0/100. Para a fase mével usou-se o gas nitrogénio. As temperaturas do aparelho
foram as seguintes: coluna, 100°C; injetor, 140°C e d;:tetor, 190°C. Como padrio foi
utilizado etileno (White Martins). A avaliago quantitativa do etileno nos frascos foi feita

comparando-se as alturas dos picos da amostra com o pico do padrio.

13.0 - DOSAGEM DE ACC

A extragio e dosagem de ACC foi feita conforme o método descrito por YOSHI &
IMASEKI (1981). O extrato foi obtido a partir de 1g de secgdes do rizoma, que foram
.maceradas com 4,0ml de acido sulfosalicilico (3%), que apés foi subdivido em quatro partes
de 1,0m! e cada uma centrifugada em Ependorf a 16000x, em minicentrifuga. O sobrenadante
de cada amostra centrifugada foi recolhido e o precipitado foi reextraido outras quatro vezes
com acido sulfosalicilico (3%). Todos os sobrenadantes recolhidos foram misturados, tendo-
se um unico volume, o qual foi passado em mini-coluna com 1.0ml de DOWEX 50W. A
coluna de DOWEX foi acidificada com HCI 2N (9,0ml) e depois lavada com agua destilada
até que o pH da agua que passava por esta coluna ficasse neutro. Para evitar o entupimento
da coluna DOWEX, devido & presen¢a de uma substancia gomosa de coloragio laranja no
sobrenadante recolhido, fez-se antes a filtragio do mesmo em fibra de vidro. Logo apés a
passagem do extrato na coluna DOWEX passou-se por ela uma solucio de hidroxido de
amonio (NH4OH) e recolheu- se o filtrado. O filtrado foi seco sob pressdo reduzida (40°C) e
ressuspendido com 1,0ml de 4gua destilada. Uma aliquota de 0,7ml do ressuspendido foi

colocada em tubo de ensaio de volume de 25ml. A seguir, foram acrescentados 0,Iml de agua
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e 0,lml de HgClL, (10mM) e o tubo foi vedado com septo, que ficou em banho de gelo por 5

minutos e a reagdo foi inibida com 0, 1ml de uma solugdo saturada de NaOH e NaOCl 5%
(1:2 em volume de 1,0ml). O tubo foi entdo agitado por cinco minutos e apos isto coletou-se
uma amostra de 1,0ml de ar que foi injetada em cromatografo a gas. A dosagem de etileno,
proveniente da degradagio quimica de ACC, foi realizada como descrita no item 12.0.

O extrato de ACC foi obtido de secgSes do rizoma que ficaram, previamente, em
placas de Petri com 1,0 ou 12,0ml de agua no substrato, em temperatura de 30°C e em luz
continua. As amostragens foram feitas de secgdes que foram mantidas por 2, 6, 8, 10 e 14
dias apo6s o inicio do experimento. Cada tratamento constou de trés repetigSes. As brotagdes

das secgOes do rizoma néo foram utilizadas para a obtengdo do extrato.

14.0 - CARACTERIZACAO ANATOMICA DO APICE MODIFICADO DAS
BROTACOES DAS SECCOES DO RIZOMA

No experimento de dosagem de etileno liberado das secgOes do rizoma estas foram
mantidas em frascos fechados, conforme visto anteriormente no esquema 3, para acumulagio
de etileno. As brotagdes desenvolvidas pelas secges apresentaram modifica¢Bes em seus
apices. Estes apices foram coletados e fixados em FAA50 por 24 horas e em seguida
estocados em etanol 70%. Apés foram desidratados pela série butilica (alcool butilico
terciario - ABT) e incluidas em parafina (SASS, 1958). As amostras incluidas em blocos de
parafina (orientadas nas posigdes vertical ou horizontal) foram cortadas em micrétomo
rotativo com espessura de 8um. O método de coloragio utilizado foi o da safranina (uma

hora) - ‘fast-green” (SASS, 1958) e posteriormente a coloragdo pelo azul astra (um minuto e
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meio). As laminas foram depois fixadas em Permont. Os cortes anatémicos foram observados

e caracterizados em microscopio optico e depois fotografados.

15.0 - EXTRACAO DE ABA DAS SECCOES DO RIZOMA

A extragio de ABA foi obtida de secgdes do rizoma ou de suas brotagBdes, com
idades diferentes apds a montagem dq experimento e em quantidades diferentes de tecidos,
sendo: 60 dias (2g de tecidos de secgiio ou de brotago), 30 dias (1g de tecidos de seccdo ou
de brotagdo) ¢ 10 dias (5g de tecido de secgdio). As secgBes utilizadas para a extracio de
ABA foram previamente mantidas em placas de Petri com 1,0 e 12,0ml de agua, em
temperatura de 30°C e em luz continua. Para a obtengfio do extrato, o tecido foi macerado
com metanol 80% (50ml) e deixado extrair por mais 24 horas. A seguir, o metanol foi
removido por presso reduzida (35°C) e a solugdio aquosa restante acidificada com HCI (1N)
a pH 3. Apos fez-se fracionamento com acetato de etila (3 vezes) obtendo-se a fragio
orgdnica L Esta fra¢do foi extraida trés vezes com NaHCO; (5%) ¢ a fragio aquosa obtida
acidificada a pH 3 com HCI puro e extraida 3 vezes com igual volume de acetato de etila,

obtendo-se a fragio acida.

16.0 - PURIFICACAO DA FRACAO ACIDA DOS EXTRATOS DAS SECCOES DO

RIZOMA
A fracfio 4cida do extrato, obtida anteriormente, foi seca por pressdo reduzida

(35°C) e ressuspendida em 2,0ml de metanol. No proximo passo da purificagdo o extrato
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ressuspendido foi passado em mini-coluna Sep pak e apds passou-se mais 8,0ml de metanol
que foi recolhido junto com o extrato. A coluna Sep-pak havia sido previamente estabilizada
com metanol. O filtrado recolhido foi seco novamente por pressio reduzida (35°C) e
ressuspendido em 1,0ml de metanol. Esta solugdo foi seca em nitrogénio e ressuspendida em
uma mistura de metanol e acido acético (0,5%) que foi centrifugada em uma minicentrifuga a
10.000rpm. A seguir o sobrenadante foi passado em um filtro com matha de 25um. Uma
solugdo de acido abscisico padrio (10°M) também foi purificada e uma aliquota de 25ul
desta solugfo foi injetada em cromatografo para cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC). Utilizou-se, em coluna C18 ODS-Hypersil (Sum, 250mm x Smm), gradiente de 40 a
85% de metanol, 30 minutos, em solugdo aquosa de acido acético 0,5%, com fluxo de
1ml/minuto e monitorado em 260nm. A seguir as fragdes acidas purificadas dos extratos das
secgdes também foram injetadas em HPLC, nas mesmas condigdes da solugfio padrio de
ABA. Os eluatos das fragSes acidas correspondentes ao tempo de retencio do isdmeros de

ABA padrio foram recolhidos.

17.0 - BIOTESTE DA GERMINACAO DE SEMENTE DE ALFACE

As fragBes 4cidas obtidas da extragdo e fracionamento dos extratos das seccdes do
rizoma foram colocadas em placas de Petri de 4,0cm de didmetro, forradas com duas folhas
de papel de filtro. A seguir a remogdo de todo o acetato de etila do papel de filtro por
evaporagdo, as placas foram umedecidas com 500pd de agua destilada e apos colocadas as
sementes de alface ‘Grands rapids”. As placas de Petri ficaram em cimara de crescimento,

em temperatura de 25°C e em luz continua. Apos 24 horas avaliou-se a porcentagem de
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germinagdo das sementes. Cada tratamento constou de quatro repetigdes com 20 sementes de

alface em cada uma.

18.0 - CARACTERIZACAO DE ABA POR GC/MS

Os eluatos das fragdes acidas dos extratos das seccdes do rizoma recolhidos em
HPLC, foram secos sob pressdo reduzida (35°C). A seguir, nos préprios balGes onde foram
secas, as amostras foram metiladas, com a adigiio de 10,0ml de solugdo de diazometano em
cada baldo. A solugio de diazometano foi preparada conforme SCHLENK & GELLERMAN
(1960). Apos a reagio de metilagdo, os extratos foram novamente secos sob pressdo reduzida
(35°C) e ressuspendidos em 500ul de metanol, o qual foi, em seguida, concentrado com
nitrogénio para volume de 200ul. Uma aliquota de 1pl de cada extrato foi injetada em
cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas (HP 5988A). Para o padriio, 1,0mg
de ABA (SIGMA) em p6 foi metilado com a adigdo de 1,0ml de solu¢do de diazometano,
que depois da reagéo foi seco sob pressio reduzida (35°C) e ressuspendido em 500l de
metanol, cujo volume também. fot reduzido para 200ul e uma aliquota de 1yl foi injetada em
cromatografo a gas acoplado a espectrémetro de massas. Utilizou-se a coluna ‘HP-1 fused
silica capillary - 25m x 0,2mm” As condi¢es de cromatografia foram: temperatura inicial do
forno do cromatdgrafo a gas de 50°C e a temperatura final de 230°C, taxa de aquecimento de
30°C /minuto, injetor a 230°C, detector a 280°C e faixa de varredura: 40-400uma (unidade de

massa atdmica).
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19.0 - ANALISE ESTATISTICA

Os experimentos que tiveram uma variavel foram analisados por Analise de
Varidncia (SNEDECOR, 1962), e a diferenca minima significativa foi calculada pelo Teste de
Tukey a nivel de 5% de probabilidade (PIMENTEL, 1985).

Quando os dados tiveram duas ou mais variaveis utilizou-se a analise fatorial e
quando o teste F foi significativo fez-se a comparagdo entre médias pelo teste de Tukey a
nivel de 5% (PIMENTEL, 1985).

Para os resultados em porcentagem, os dados foram transformados em arco seno

\Fai00 .
O calculo do tempo médio de brotagiio foi feito conforme LABOURIAU (1983):

Z (Gn . Dn) Gn: nimero médio de segdes que brotaram naquele dia

t ==
ZGn Dn: dia da brotagéo

A velocidade média de brotagio foi calculada por: V= 1/t

E para o célculo do desvio padriio utilizou-se a equagdo, conforme LABOURIAU

sa:\J(zm<ﬁ-oﬁ.01+sz

(1983),
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RESULTADOS

1.0 - CARACTERIZACAO DO ORGAO SUBTERRANEQ
1.1 - CARACTERIZACAO ANATOMICA DO ORGAO SUBTERRANEO

O estudo anatémico do érgido subterrineo de Kohieria Sp mostrou que este sistema
possui natureza mista, caulinar e foliar (figura 2). O eixo central é de estrutura caulinar,
caracterizado pelo xilema que fica na parte interna do cortex e floema para fora deste. Foi
encontrada também nas células das regides dos parénquimas cortical e medular a presenca
de esclerénquima.

As estruturas dispostas ao redor do caule do rizoma sio ‘folhas modificadas” e cada
uma se dispdem de forma a proteger uma gema. Nota-se na figura 2 que as folhas

modificadas também se apresentaram vascularizadas.

1.2 - CARACTERIZACAO HISTOQUIMICA DAS CELULAS DO RIZOMA

Cortes anatémicos da secgiio do rizoma de Kohleria sp, compreendendo as regides
do caule ¢ das folhas modificas, foram submetidos a testes histoquimicos. Na regido da
folha modificada verificou-se abundancia de grios de amido e completa auséncia na regido
do caule (figura 3A). Nos grios visualizou-se a presenga de ‘cruz de malta”, devido a sua
birrefringéncia, que é caracteristica de graos de amido (figura 3B). Esta observagdo foi

realizada através do uso de luz polarizada em microscopio Optico.



FV

Figura 2 - Diagrama de corte transversal do orgdo subterrineo de Kohleria sp
caracterizando sua natureza mista: caulinar e foliar. Regido do caule (RC), folha modificada

(FM), parénquima cortical (PC), esclerénquima (E), gema (G), floema (F), xilema (X), feixe
vascular (FV) e parénquima medular (PM). Barra= 0,3mm.
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Figura 3A - Micrografia de corte transversal da secgo do rizoma de Kohleria sp, obtida em

microscopio optico, mostrando: a regifio do caule (RC), folha modificada (FM), gema (G) e
grios de amido (GA). (Aumento de 10X).

Figura 3B - Detalhe de birrefringéncia dos grios de amido das células da folha modificada

do rizoma de Kohleria sp. Notam-se figuras tipicas em cruz-de-malta (CM). (Aumento de
20X).
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Quando os cortes anatdmicos foram tratados com solugiio de cloreto férrico nio se
identificou a presenca de tanino em suas células. J4, com o teste de floroglucina observou-
se a presenca de lignina (reforgo de parede celular) somente nas paredes das células da
regido do caule. Nas células dos parénquimas cortical e medular identificou-se a presenca de
esclerénquima. O teste com SUDAN IV caracterizou a presenca de cuticula tanto na
epiderme do caule quanto na epiderme das folhas modificadas do rizoma. Além disto,
através da coloragdo com SUDAN IV foi possivel observar a presenga de corplsculos que
também ficaram corados de vermelho. Os corpisculos estavam situados proximos as

paredes celulares tanto das células do caule quanto da folha modificada.

1.3 - CARACTERIZACAO DAS RESERVAS DO RIZOMA

A reserva predominante encontrada no rizoma de Kohleria sp foi o amido, que estava
em maior quantidade nos 6rgdos jovens do que nos adultos (tabela 1).

Foi verificada ainda a presenca de aglicares solaveis e polissacarideos soliveis em
agua, ambos em quantidades significativamente menores que do amido. A quantidade de
agiicares soliiveis encontrada nos 6rgdos adultos foi proxima do dobro da verificada nos
orgdos jovens. A quantidade verificada de polissacarideos soliveis em agua foi semelhante

tanto nos Orgéos jovens quanto nos adultos.
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Tabela 1 - Dosagem de amido, aglicares soliveis e polissacarideos solaveis em dgua de

tecidos frescos de secdes do rizoma de Kohleria sp (mg/g de tecido fresco).

Estadio de desenvolvimento Agucares Polissacarideos
do rizoma Amido solaveis soliveis em
agua
jovem 108,6 a 43 a 1,7a
adulto 45 7b 790 1.8a

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a
nivel de 5%.
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1.4 - CARACTERIZACAO PRELIMINAR DE SUBSTANCIAS FENOLICAS

A analise preliminar do extrato etanolico de segmentos do rizoma evidenciou a
presenca de substéncias fenolicas que foi de 12,5mg/ml. Através de cromatografia de papel
bidimensional, revelada com KOH (5%4), observou-se a presenca de manchas amarelas que
foram identificadas como pertencentes ao grupo das antraquinonas, de acordo com VAN
DEN BERG & LABADIE (1989). As manchas amarelas também foram encontradas

quando se utilizou cromatografia de camada delgada (silica) também revelada com KOH

(5%).

2 - REPRODUCAO VEGETATIVA DAS PLANTAS DE Kohleria sp

A reproducdo vegetativa de Kohleria sp ocorre principalmente por meio de seu
rizoma. Na figura 4A observa-se o rizoma com brotagGes na sua porgdo apical. No detalhe
do rizoma, na figura 4B, nota-se que a presenca das brotagSes deve-se ao desenvolvimento
das gemas localizadas nas axilas de cada folha modificada. Os rizomas eram aclorofilados e
quando foram expostos a luz tornavam-se verdes.

Observou-se também a multiplicacio de Kohleria sp por meio de estacas de seu caule
ou de suas folhas destacadas. As gemas das axilas das folhas das estacas do caule
comegaram a brotar apés o 7° dia que ficaram em vermiculita e no 13° dia iniciaram a
formagdo de raizes. J4, as folhas destacadas passaram a enraizar ap0s o 18° dia que estavam

em vermiculita (dados ndo apresentados).



Figura 4 - A. Orgdo subterrineo (OS) de Kohleria sp com brotagdes (B). B. Detalhe das

brotag¢Bes caracterizando a sua emergéncia entre as folhas modificadas.
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3.0 - ESTUDO DO PROCESSO DE BROTACAO DAS SECCOES DO RIZOMA

3.1- EFEITO DO NUMERO DE FOLHAS MODIFICADAS POR SECCAQ

Considerando a abundincia de folhas modificadas no rizoma, verificou-se,
inicialmente, se o nimero destas por sec¢do do rizoma poderia influenciar o processo de
brotag&o. Para tanto testaram-se a brotagdo de secgdes com uma ou seis folhas modificadas,
A figura 5 mostra que, quando o processo foi examinado ao longo do tempo, as secgdes
com seis folhas modificadas tiveram sempre porcentagens maiores de brota¢do que aquelas
com apenas uma folha, nas duas temperaturas testadas. Nas secgdes com uma folha
modificada a brotagdo apresentou porcentagem mais elevada na temperatura de 30°C. Ja,
para as secgOes com seis folhas, as temperaturas de 25 e 30°C levaram a porcentagens
semelhantes de brotagdo. Os resultados mostraram que a presenga de nimero maior de
folhas modificadas por secgdo favoreceu mais o processo de brotagdo do que apenas uma e
a temperatura de 30°C foi mais favoravel a brotacio das sec¢des sO com uma folha
modificada.

O tempo médio de brotagio foi significativamente maior nas secgdes que estavam em
temperatura de 25°C e s6 com uma folha modificada (tabela 2). Isto mostrou que a presenca
de sets folhas modificadas e a temperatura de 30°C também favoreceram as secgOes a terem
menor tempo médio de brotagio.

A partir dos resultados acima utilizaram-se secgBes do rizoma com seis folhas

modificadas durante a condugiio deste estudo.
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—l-~ 6 folhas - 25°C
~{1— 6 folhas - 30°C
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Figura 5 - Efeito do nlimero de fothas modificadas por sec¢do do rizoma de Kohleria
s$p no processo de brotagdo. As secgbes do rizoma ficaram em diferentes temperaturas
e em luz continua.

Letras maiGsculas: Comparam médias entre as temperaturas.

Letras minusculas: Comparam médias entre nimero de folhas.



53

Tabela 2 - Tempo médio de brotagdio das secgdes do rizoma de Kohleria Sp, com uma ou

seis folhas modificadas. As secgdes foram mantidas em temperaturas diferentes e em luz

continua.
Temperatura (°C) Numero de folhas/secgdo Tempo médio de brotagdo (dias)*

1 20,873

25
6 14,1+73
1 12,7 £ 6,6

30
6 11,6 +5,8

(*)Valores seguidos de desvio padrio.
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3.2 - EFEITO DE FATORES DO AMBIENTE NA BROTACAQ DAS SECCOES DO

RIZOMA
3.2.1 - EFEITO DE LUZ E TEMPERATURA

As secgBes do rizoma brotaram tanto na luz quanto no escuro, nas temperaturas de
20 e 30°C (figura 6). Quando as seccdes permaneceram em temperatura de 30°C atingiram
porcentagens maiores de brotacio em menor tempo do que aquelas que ficaram em 20°C.
Analisando-se o processo na temperatura de 30°C, nota-se que na presenga de luz as
sec¢des alcangaram mais cedo porcentagem maior de brotagdo que aquelas que estavam no
escuro. Na temperatura de 20°C a resposta ndo foi tdo acentuada quanto em 30°C, mas a
partir do 8° dia as secgdes na luz tiveram porcentagem maior de brotagio do que aquelas no
escuro. No entanto, no final do experimento as diferengas existentes entre os tratamentos
desapareceram, todos atingiram porcentagens semelhantes de brotagdo. As respostas
encontradas indicaram que as condigdes testadas causaram influéncia maior nos primeiros
dias da brotagdo das secgdes e que a presenca de luz e a temperatura de 30°C favoreceram
0 processo.

Na tabela 3 observa-se o tempo médio de brotacdo das sec¢Ges do rizoma que
ficaram em temperatura de 30°C, na luz e no escuro. O tempo médio de brotagio foi menor
nas secgdes que ficaram em 30°C e na presenca de luz, mostrando que estas condigdes
favoreceram a velocidade de brotagio.

A influéncia da temperatura no processo de brotagdo ficou melhor evidenciada
quando as secgdes do rizoma foram submetidas as temperaturas de 15, 20, 25, 30 e 35°C

(figura 7). Nas temperaturas de 25 e 30°C as secgles atingiram mais cedo as maiores
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Figura 6 - Efeito de diferentes temperaturas na porcentagem de brotagdo de secgdes
do rizoma de Kohleria sp, que ficaram na Iuz e no escuro.

Letras maiisculas: Comparam médias entre as temperaturas.

Letras mindsculas: Comparam médias entre os tratamentos de luz.
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Tabela 3 - Tempo médio de brotagio das secgbes do rizoma de Kohleria sp que ficaram em

temperaturas diferentes, na luz e no escuro.

Temperatura (°C) Condigio de luz Tempo médio de brotago (dias)*
luz 9.1+20
20
escuro 7.8+£372
luz 47+1,3
30
escuro 6,9+32

(*) Valores seguidos do desvio padrio.
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Figura 7 - Efeito de diferentes temperaturas na porcentagem de brotagio de secgdes
do rizoma de Kohleria sp, que ficaram com 1,0ml de agua no substrato e em luz
continua.

Letras diferentes dentro do mesmo dia de avaliagio indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey a nivel de 5%.
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porcentagens de brotagio e ainda observa-se que as respostas dos dois tratamentos foram
semelhantes ao longo de todo o experimento.

Na temperatura de 20°C as secgdes tiveram porcentagem menor de brotagdo do que
aquelas que ficaram em 25 e 30°C, até por volta do 10° dia do experimento, e a partir do
12° dia esta diferenca desapareceu entre os tratamentos. Isto mostrou que a temperatura de
20°C apenas atrasou o processo de brotagdo das secgdes em relagdo aquelas que ficaram em
temperaturas mais altas. J4, a temperatura de 15°C causou uma reducdo significativa da
brotagdo em relagdo as respostas das secgdes que ficaram a 20, 25 e 30°C, ndo atingindo
porcentagem de brotagfo acima de 30%, até o final do experimento. As secgdes que
permaneceram a 35°C ndo brotaram, mas quando foram transferidas para a temperatura de
30°C recuperaram a capacidade de brotaciio e atingiram 95% de brotagdo na luz e 30% no
escuro.

Na tabela 4 também se evidencia a sensibilidade das secgoes do rizoma a influénceia da
temperatura na sua brotagéo. Onde o tempo médio de brotagio foi significativamente maior
nas secgbes que ficaram a 15°C, mostrando que esta temperatura atrasou a brotagdo,
enquanto os tempos meédio de brotagdo daquelas que ficaram nas temperaturas de 25 e 30°C
foram menores ¢ ainda estatisticamente semelhantes.

Observa-se que as secgdes do rizoma quando estavam nas temperaturas 25 ou 30°C
atingiram porcentagem significativamente alta de brotagdo ja a partir do 4° dia do processo,
O que mostrou que as gemas das secgdes estavam sensiveis para brotarem assim que fossem

submetidas a condigGes favoraveis a brotagdo.
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Tabela 4 - Tempo médio de brotagdo das secgdes do rizoma de Kokleria sp que foram

submetidas & temperaturas diferentes e em luz continua,

Temperatura (°) Tempo médio de brotagio (dias)*
15 12,7+24
20 9,1+32
25 51+1,9
30 6,4+2.0
35 .

(--) Auséncia de brotagdo. (*) Valores seguidos de desvio padrdo.
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3.2.2 - EFEITO DO TEOR DE HIDRATACAO DO SUBSTRATO

Para testar a influéncia do teor de hidratagdo do substrato na brotagdo das secgdes do
rizoma estas foram colocadas em placas de Petri com volumes de 1,0, 12,0 ou 20,0ml de
agua (figura 8). As seccdes em presenca de 12,0ml de 4gua no substrato atingiram mais
cedo porcentagem significativamente maior de brotagdo que aquelas em apenas 1,0ml. No
entanto, esta diferanga n3o foi permanente, uma vez que ambos os tratamentos tiveram
porcentagens semelhantes de brotagio no final do experimento.

Embora o tempo médio de brotagfio ndo tenha sido estatisticamente diferente entre 0s
tratamentos (tabela 5), pode-se destacar que as secgdes foram sensiveis ao volume de 4gua
do substrato, considerando que o processo foi favorecido quando havia disponibilidade
maior de 4gua. A sensibilidade ao volume de agua disponivel no substrato, também ficou
evidenciada pela auséncia de brotagio quando as sec¢des ficaram em 20,0ml de agua.
Verificou-se, que em substrato com volume de agua superior a 12,0ml as sec¢des tendiam a
apodrecer. Isto mostrou que a brotacdo ocorreu satisfatoriamente quando as sec¢Oes
estavam em volume de até 12,0ml. Destaca-se também, deste experimento, que as secgOes
na presenga de 1,0ml de 4gua no substrato alcancaram porcentagem alta de brotag¢io numa
condigdo que representou disponibilidade bastante reduzida de umidade, uma vez que este
volume apenas umedeceu levemente o papel de filtro.

Nota-se ainda, dos resultados obtidos da influéncia do teor de hidratagdo, quando as
secgdes estavam em condigBes Otimas, que forém as temperaturas de 25 ou 30°C e em
substrato com disponibilidade maior de umidade, atingiram porcentagem alta de brotagdo

entre 0 3° e 4° dia do processo e por volta do 6° dia ja atingiram quase 100%. Isto mostrou
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Figura 8 - Porcentagem de brotagdo de secgdes do rizoma de Kohleria sp que foram
mantidas em diferentes volumes de agua no substrato, em temperatura de 30°C e em
luz continua.

Letras diferentes dentro do mesmo dia de avaliagdo indicam diferengas significativas
pelo teste de Tukey a nivel de 5%.



62

Tabela 5 - Efeito do volume de 4gua do substrato no tempo médio de brotagdo das secgdes

do rizoma de Kohleria sp, que foram mantidas em temperaturas diferentes ¢ em luz

continua.

Volume de dgua do substrato (mi) Tempo médio de brotagio (dias)*

1,O 5,0+ 1,7
12,0 4,1+1,0
20,0 -

3

-- Auséncia de brotagdo. (*) Valores seguidos de desvio padrio.
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que as gemas das secgdes do rizoma foram sensiveis a brotarem logo que fossem expostas

aos tratamentos e ainda que este processo foi bastante rapido.

4.0 - EFEITO DE SUBSTANCIAS REGULADORAS DE CRESCIMENTO NO
NUMERO DE BROTACOES POR SECCAO DO RIZOMA

Durante os experimentos anteriores de brotagio, notou-se que em geral em todas as
condigdes testadas de temperatura, umidade e luz, houve o desenvolvimento de apenas uma
brotagdo por sec¢do do rizoma. No entanto, quando as secgdes foram tratadas com
substincias reguladoras de crescimento o ntimero de brotagdo por secgfo foi maior.

O tratamento com ETREL (10°M) promoveu em média 4,3 brotagdes por secgiio do
rizoma e aquelas sem tratamento tiveram 1,3. No entanto, a resposta de promogdo de
brotagdo sé ocorreu nas secgdes mantidas em substrato com 12,0ml de agua. Nas secgdes
tratadas € sem tratamento em presenga de 1,0ml de 4gua as respostas foram semelhantes
(tabela 6).

As secg¢des do rizoma também responderam com numero maior de brotagio quando
tratadas com 6BA (10°M). Entretanto, neste caso, a promogdo ocorreu tanto nas secgdes
que ficaram em substrato com 1,0m! de 4gua quanto com 12,0ml (tabela 7). Nesta tabela,
também se observa que o tratamento das secgdes com AIA ndo causou efeito
estatisticamente significativo no niimero de brotagdes por sec¢io.

Quando as secgdes do rizoma foram tratadas com a solugdo de 6BA + AIA (10°M)
tiveram promogio estatisticamente significativa de brotagdo, e ainda nos dois teores de

umidade testados.
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Tabela 6 - Efeito da aplicagio de ETREL (10”°M) no niimero de gemas que brotaram por
secgdo do rizoma de Kohleria sp, que ficaram com 1,0 ou 12,0ml de agua no substrato.
ETREL foi aplicado na forma de gota (20pl), todos os dias, durante dez dias. As sec¢des
foram avaliadas vinte dias apos o inicio do experimento.

Volume de 4gua no substrato (mi)

1,0 12,0 1,0 + ETREL 12,0 + ETREL
Namero de
brotagdes por 1,0b 1,3b 1,9b 43a
seccdo

Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a nivel de 5%.

Tabela 7 - Efeito da aplicagdo de 6BA (10°M), AIA (10°M) e AIA + 6BA (10°M) no
namero de gemas que brotaram por secgio do rizoma de Kohleria sp, que ficaram com 1,0
ou 12,0mi de agua no substrato. Cada solugio foi aplicada na forma de gota (20ul), a cada
dois dias, durante dez dias. As sec¢des foram avaliadas vinte dias apos o inicio do
expenmento.

Volume de agua no

substrato (mi) CONTROLE ATA 6BA AIA+6B
A
1,0 1.,6b 1,8b 45a 45a
12,0 1L5b L8b 41a 43a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a
nivel de 5%.
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50 - CARACTERIZACAO DAS BROTACOES DESENVOLVIDAS PELAS

SECCOES DO RIZOMA
5.1 - EFEITO DE TEMPERATURA E LUZ

Caracterizou-se o comprimento do caule e o nimero de folhas das brotacdes
desenvolvidas pelas seccdes do rizoma, quando ficaram nas temperaturas de 20, 25 e 30°C,
na luz e no escuro (figura 9). Na figura 9A observa-se que o comprimento do caule foi
maior nas brotagdes das secgdes que estavam em 25°C, tanto na luz quanto no escuro. Por
outro lado, o comprimento de caule das brotagdes das secgdes que ficaram em 20 e 30°C
foi semelhante, na luz e no escuro.

Ja, o numero de folhas foi semelhante entre as brotagGes das secgdes que ficaram na
luz, em todas as temperaturas testadas. Entretanto, no escuro o nimero de folhas foi maior
s6 nas brotagdes em 25°C. Destes resultados, observa-se que dentre as temperaturas
testatadas, 25°C foi oOtima, favoreceu o comprimento de caule e nimero de folhas

desenvolvidas pelas brotagdes, tanto na luz quanto no escuro.

5.2 - EFEITO DO FOTOPERIODO

SecgOes do rizoma cujas brotagdes estavam com quinze dias de idade, que haviam
sido previamente desenvolvidas em temperatura de 25°C e em luz continua, foram
transplantadas para vasos com terra e mantidas em casa de vegetagdo, em condi¢es de dias
curtos e longos As brotagdes desenvolveram-se até o estadio de planta adulta nos dois

fotoperiodos testados.
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de folhas (B) formados pelas brotagdes das sec¢Bes do rizoma de Kohleria sp.
As secgdes foram avaliadas com quinze dias de idade.
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As plantas desenvolvidas nas duas condi¢des de luz formaram rizomas apos trés
meses de cultivo (tabela 8). Isto mostrou que a iniciagio dos rizomas em plantas de
Kohleria sp foi indiferente ao fotoperiodo. Porém, o tamanho dos rizomas desenvolvidos
foi bastante reduzido nas plantas de ambos os tratamentos.

Observou-se ainda que a condigdo de dia curto favoreceu o crescimento da parte
aérea das plantas. A altura do caule das plantas, em dia curto, foi o dobro da atingida pelo
caule das plantas em dia longo. A area foliar e a massa seca do 3° par de folhas das plantas
em dia curto foram maiores do que daquelas em dia longo. Isto evidenciou a influéncia do
dia curto no crescimento da parte aérea. O nimero de folhas foi semelhante entre as plantas
nos dois fotoperiodos. Finalmente, verificou-se também que as plantas floresceram nas duas

condi¢des fotoperiddicas (tabela 8).

6.0 - ESTUDO DO PADRAQ DE BROTACAO DAS SECCOES DO RIZOMA

As brotagBes das sec¢des do rizoma de Kohleria sp podem se desenvolver em dois
padrdes morfolégicos (figura 10). Na figura 10A observa-se o padrio parte aérea, onde a
brotagdo se desenvolveu como a parte aérea de Kohleria sp. No outro tipo, a brotagdo se
desenvolveu em um novo rizoma (figura 10B), que possui estrutura semelhante como a do

rizoma.
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Tabela 8 - Efeito do fotoperiodo no desenvolvimento vegetativo e floral de plantas de

Kohleria sp cultivadas em vasos por trés meses. As plantas foram obtidas a partir de

brotagbes desenvolvidas das secgdes do rizoma.

8 horas de luz 18 horas de luz

Presenca de rizoma + +

Massa seca de rizoma (g) 0,2a 0,25 a
Comprimento de caule (cm) 11,8 a 6,1b
Area foliar do 3° par de folha (cm?) 652 a 28,7b
Massa seca do 3° par de folha (g) 1,0a 0,7b
Numero de folhas/planta | 96a 7.8a
Presenca de flores + +

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas signifcativas pelo teste de Tukey a nivel

de 5%.
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Figura 10 - Padrdo de brotagio das sec¢des do rizoma de Kohleria sp. A: Brotagio do

padrdo parte aérea e B: Brotagfio do padrdo rizoma. Secgio do rizoma (SR), parte aérea

(PA) erizoma (R).
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6.1 - EFEITO DE FATORES DO AMBIENTE NO PADRAO DE BROTACAO

DENVOLVIDO PELAS SECCOES DO RIZOMA

Inicialmente, avaliaram-se nas condigdes experimentais utilizadas, para a brotagio das
secgdes do rizoma, de quanto poderia ser a perda de agua. Para tanto, observou-se a perda
de agua pelo sistema placa de Petri, fothas de papel de filtro e sec¢do nas presencas de 1,0 e
12,0ml de agua e ainda nas temperaturas de 20 e 30°C (tabela 9). A perda de 4gua pelo
sistema foi bastante reduzida tanto nas duas temperaturas testadas quanto com os volumes
de 1,0 ou 12,0ml ao longo de dezenove dias. Durante todas as avaliagGes o volume de agua
perdido foi adicionado novamente em cada placa de Petri. Esta observagio de perda
reduzida de agua mostrou que as condi¢Bes iniciais de hidratagdo, neste sistema, tiveram
alteragbes pequenas, ao longo da condugio dos experimentos.

O volume de 4gua do substrato determinou o padrio de brotagio desenvolvido pelas
secgOes do rizoma (figura 11). SecgSes que ficaram em substrato com 12,0ml de agua
desenvolveram o padrio parte aérea (figura 11A) e aquelas em 1,0ml de 4gua tiveram o tipo
rizoma (figura 11B). Notou-se também em todos os experimentos realizados, que as gemas
de aigumas sec¢des que brotaram permaneciam com crescimento reduzido durante todas as
observagGes feitas, o que foi quantitativamente menor que 10%. Isto impediu a
identificagdo do tipo de brotagdo desenvolvida e foram entio classificadas como indefinidas.
Para evidenciar se o volume reduzido de 4gua no substrato causaria alguma influéncia nas
massas fresca e seca, as seccBes foram deixadas em 1.0 e 12,0ml de dgua no substrato, por
96 dias. Na tabela 10, observa-se que a massa fresca das secgOes e das brotagdes que
ficaram em substrato com 12,0ml de agua foi maior que das secgBes em presenca de 1,0ml

de agua. No entanto, nio houve diferenca entre as massas seca das secgBes que
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Tabela 9 - Determinacdo da perda de umidade (%) pelo sistema placa de Petri, papel de
filtro e as secgdes do rizoma de Kohleria sp, que ficaram em volumes de 1,0 e 12,0ml de

agua no substrato, em temperaturas 20 e 30°C e em luz continua.

Temperatura
20°C 30°C

Dias apds a Volume de dgua Volume de agua

montagem do

experimento 1,0ml 12,0ml 1,0ml 12,0mi
3 0,3 0,4 0,2 0,1
6 0,6 0,6 0.1 0,1
9 0,4 0,3 0,2 0,1
11 0,3 0,3 0,2 0,02
13 0,2 0,3 0,1 0,04
15 0,04 0,6 0,1 0,1
17 0,03 0,1 0,2 0,1
19 0,01 0,04 0,1 0,1
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Figura 11- Efeito de diferentes volumes de agua no substrato, 1,0 ml(A)e 12,0ml (B),
no padrio de brotagdo das secgdes do rizoma de Kohleria sp, que foram mantidas em

temperatura de 30°C ¢ em luz continua. As secgBes foram avaliadas apos vinte dias do
micio do experimento.

Letras diferentes em cada figura indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a
nivel de 5%.
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Tabela 10 - Massas fresca (MF) e seca (MS) (g) de secgOes do rizoma de Kokleria sp e de
suas brotag¢des que foram mantidas por 96 dias em volumes diferentes de agua no substrato,
em temperatura de 30°C e em luz continua. Sendo que as brotagSes das sec¢Bes que ficaram

em 12,0mi de agua eram do tipo parte aérea e aquelas em 1,0ml tinham o padrio rizoma.

Volume de agua Sec¢do Brotagio
no substrato do rizoma da seccio
(mi) MF MS MF MS
1,0 05b 0,1a 0,1b 0,009b
12,0 08a 0,1a 0,5a 0,028 a

Letra diferentes dentro de cada coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
a nivel de 5%.
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permaneceram em 1.0 e 12,0ml de d4gua no substrato. Quanto a massa seca das brotacdes
esta foi maior nas secgdes que ficaram em substrato com 12,0mi de agua que naquelas em
1,0ml.

Num outro experimento, observa se, de um modo geral, que a massa seca das secgBes
em presenca de 1,0ml de agua ndo foi muito diferente das secgdes que permaneceram em
12,0ml de agua, ao longo dos quatorze dias (tabela 11). Isto mostrou que as seccdes em
substrato com 1,0ml de 4gua ndo perderam muito de sua reserva,

Qutra caracteristica observada nas sec¢des do rizoma foi quanto a presencga de raizes.
Quando as secgdes estavam com 1,0ml de agua no substrato tiveram nimero menor de
raizes do que as secgbes em 12,0ml (figura 12). As raizes que se desenvolveram nas secc¢des
em 12,0ml de agua também apresentaram maior comprimento que das secches em 1,0ml.
As raizes se formaram na prépria secgdio entre as folhas modificadas e também em suas
brotacdes.

O desenvolvimento de brotagdo do padrio rizoma esteve associado ao volume de até
1,0ml de agua no substrato. Considerando que esta condigdo representou disponibilidade
reduzida de dgua para as sec¢des do rizoma, testou-se se esta resposta ocorreria em seccdes
que fossem deixadas em solugdo de concentragio osmética baixa, simulando condigdo de
potencial hidrico baixo. Para tanto, as secgdes foram mantidas em solugio de
polietilenoglicol em volume de 12,0ml, simulando a condigio de excesso de agua (figura
13). Utilizaram-se solugbes de PEG que geraram os potenciais -3, -6 e -12MPa. As secgdes
em todas as solugdes de PEG desenvolveram brotagdes do padrdo rizoma em porcentagem
alta como as secgdes que estavam com 1,0ml de agua no substrato (figura 13B). Na figura

13C observa-se que a porcentagem de brotacio do tipo parte aérea foi significativamente
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Tabela 11 - Massa seca de sec¢des do rizoma de Kohleria sp, cuja massa fresca inicial foi

sempre de 1g, mantidas em 1,0 e 12,0ml de 4gua no substrato, em temperatura de 30°C e

em luz continua, durante 14 dias.

Massa seca das sec¢des do rizoma (g)

Dias ap©s o inicio

Volume de 4gua do substrato

tratacrl::ento 1,0ml 12,0mi
2 0,2a 0,1b
4 0,2a 0,1a
6 0,2a 0,1b
8 0,2a 0,2a
10 0,2a 02a
12 0,2a 0,1b
14 0,2a 0,1b

2

1

Letras diferentes em cada linha indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a nivel

de 5%,
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Figura 12 - Nimero de raizes formadas pelas sec¢bes do rizoma de Kohleria
Sp € por suas brotagSes quando mantidas em substrato com 1,0 e 12,0ml de
agua, em temperatura de 30°C ¢ em luz continua.

Letras diferentes indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a nivel
de 5%.
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Figura 13 - Efeito de PEG no padro de brotagdo desenvolvida pelas secgbes do
rizoma de Kohleria sp, que ficaram em temperatura de 30°C e em luz continua.
Secgdes controle ficaram em 1,0 ¢ 12.0ml de agua no substrato. Cada solugio de
PEG foi utilizada em volume de 12,0ml. As secgdes foram avaliadas vinte dias apos
o inicio do experimento.

Letras diferentes em cada figura indicam diferencas significativas pelo teste de
Tukey a nivel de 5%.
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maior nas secgdes que ficaram com 12,0mi de Agua no substrato do que nos outros
tratamentos. Embora as secgBes em presenga de solugio de PEG de -12MPa tenham
desenvolvido brotagdo, apos vinte dias a maioria delas apodreceu, mostrando portanto, ser
esta uma concentragio elevada. Com o efeito de PEG e a resposta das seccdes do rizoma
com 1,0ml de agua no substrato, pode-se relacionar o desenvolvimento de brotagdes do
padrdo rizoma a presenga de potencial hidrico baixo, j4 que este tipo de brotagio ocorreu
nas duas condigdes.

Conhecendo-se que 1,0ml de 4gua no substrato representou disponibilidade reduzida
de agua, foi verificado se esta condi¢do poderia causar algum tipo de ajustamento osmotico
nas secgOes do rizoma. Para tanto foi feita a dosagem de prolina de secgdes do rizoma que
ficaram em substratos com volumes de agua de 1,0 e 12,0ml (figura 14). A prolina foi
encontrada nos dois tratamentos e ainda em quantidades bastante reduzidas e semelhantes.

Para se identificar, nas condigdes experimentais deste estudo, até que volume de agua
as secgbes do rizoma de Kohleria sp desenvolveriam o padriio rizoma, testaram-se
diferentes teores de umidade do substrato, nas temperaturas de 20 e 30°C. Verificou-se que
a resposta do padrdo de brotagdo desenvolvida pelas seccdes foi influenciada também por
variagbes pequenas do volume de 4gua do substrato (figura 15). Na figura 15B, nota-se que
as secgOes que ficaram nos menores volumes, 1 e 2ml, desenvolveram brotagSes do padrio
rizoma em porcentagem significativamente alta, tanto em temperatura de 20°C gquanto em
30°C. A medida que o volume de agua aumentou houve reducdo no desenvolvimento do
tipo rizoma, principalmente nas sec¢des que estavam em 30°C. J4, nas secgdes em 20°C,
embora também tenham tido redugfio, ainda mantiveram a formagdo do padrio rizoma.

Considerando o padrio parte aérea, nas figuras 15C e 15D, a sua ocorréncia foi
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anivel de 5%.



81

significativamente maior nas secgdes que ficaram em 4 ¢ 5ml de 4gua na temperatura de
30°C. Quando a temperatura foi de 20°C a ocorréncia do tipo parte aérea foi menor. Por
outro lado, nos volumes inferiores a 3mt de dgua a ocorréncia de brotagdes do padrio parte
aérea foi reduzida, tanto em 20°C quanto em 30°C. Os resultados da figura 15 evidenciaram
novamente que o tipo de brotagdo desenvolvida pelas secgdes do rizoma foi fortemente
influenciado pelo teor de umidade do substrato. Outro aspecto observado foi que as secgdes
foram sensiveis a variagdes pequenas no volume de agua disponivel no substrato. Assim,
observa-se dos resultados que além do teor de umidade do substrato, a temperatura também
influenciou o tipo de brotacio desenvolvida pela secgdo. As secgdes em presenga de volume
maior de agua (4 e Sml) em 30°C desenvolveram o tipo parte aérea, € no mesmo volume de
agua mas em 20°C tiveram o padrio rizoma.

Num outro experimento, testou-se a influéncia da temperatura no padrio de brotagio
quando as sec¢des do rizoma ficaram em 1,0 e 12,0ml de 4gua no substrato. Brotagdes do
padréo rizoma ocorreram em porcentagem significativamente maior nas secgdes que ficaram
em 1,0ml de agua, tanto em 20°C quanto em 30°C e ainda naquelas que estavam em 12 0ml
de 4gua, mas somente em 20°C (figura 16B). A figura 16C mostra a ocorréncia de
brotagdes do padrio parte aérea, em porcentagem alta somente nas secgdes que ficaram em
12,0ml de 4agua e em temperatura de 30°C. Os resultados encontrados confirmaram a
influéncia da temperatura de 20°C no desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma.

A influéncia da temperatura de 20°C no desenvolvimento de brotagdes do padrio
rizoma fol confirmada novamente quando as seccdes do rizoma ficaram s6 com 12,0ml de
agua no substrato (figura 17). Através das figuras 17B ¢ 17C nota-se que as secgBes em

20°C desenvolveram em porcentagem alta o tipo rizoma, e em 30°C tiveram maior
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Figura 16 - Efeito das temperaturas de 20 ¢ 30°C no padriio de brotagdo desenvolvida
pelas secgdes do rizoma de Kohleria sp. As secgbes foram mantidas em substrato com
1,0 e 12,0ml de d4gua e em luz continua. A Avaliagdo das brotagdes foi feita apos vinte
dias do iicio do experimento.

Letras maiusculas: Comparam tratamento de volume de 4gua.

Letras mintsculas: Comparam tratamento de temperatura.
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porcentagem do padrdo parte aérea, respectivamente. Isto evidenciou (que a temperatura de
20°C pode exercer alguma influéncia na formagdo de brotagSes do padrio rizoma e que a
ocorréncia do tipo parte aérea esta ligada a disponibilidade maior de 4gua no substrato e a
temperatura de 30°C. |

Outra evidéncia da influéncia da temperatura no padrdo de brotagdo foi encontrada
quando se transferiram secgdes mantidas por trinta dias em temperatura de 30°C para 20°C
e seceBes de 20°C para 30°C, que estavam em 1,0 e 12,0m] de agua (tabela 12). As seccdes
que estavam inicialmente em temperatura de 30°C e em 12,0ml de &gua tinham 100% de
parte aérea e quando transferidas para 20°C os apices de 20% destas brotagdes passaram a
desenvolver o padrdo rizoma. As secgdes que inicialmente ficaram em 20°C e também em
12,0ml de 4gua tiveram 87,5% do padrio rizoma e quando foram transferidas para 30°C, o
apice de 55% destas brotagdes passaram a desenvolver o padrio parte aérea. J4, as seccdes
em 1,0ml de agua no substrato, nas duas temperaturas testadas, desenvolveram brotacdes
do padrio rizoma. Neste caso, a transferéncia de temperatura causou mudanga somente nos
apices das brotagbes que estavam inicialmente em 20°C e quando transferidas para 30°C,
40% das brotagSes do padrio rizoma passaram a desenvolver o tipo parte aérea. Os
resultados do experimento de transferéncia de temperatura, ressaltaram a sua influéncia no
tipo de brotagio desenvolvida pelas secgdes do rizoma.

A presenga ou auséncia de luz nio causou influéncia no tipo de brota¢do desenvolvida
pelas sec¢des do rizoma, quando nas temperaturas de 20 e 30°C (figura 18). Na figura 18B,
nota-se que as sec¢des que ficaram na temperatura de 20°C tiveram maior porcentagem de
de brotagdo do padrdo rizoma do que as secgdes que ficaram em 30°C. No entanto, nas

duas temperaturas testadas a presenga de luz favoreceu porcentagem maior de brotagio.
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Tabela 12 - Efeito da transferéncia de sec¢des do rizoma de Kohleria sp, das temperaturas
de 30 e 20°C, para as de 20 e 30°C, respectivamente, no padrio de brotagio desenvolvida

por estas. As secgdes estavam em 1,0 ou 12,0ml de agua, em luz continua e ficaram por 30

dias em cada temperatura

Temperaturas (°C)
Volume de agua no
substrato (ml) 30— 20 20 — 30
100,0% de rizoma 100,0% de rizoma
1,0
2 1
100,0% de rizoma 40,0% de parte aérea
100,0% de parte aérea 87,5% rizoma
12,0 l v
20,0% de rizoma 55,0% parte aérea

A seta indica o padrio de brotagdo formado na temperatura inicial e o padrio de brotagio
formado apés sua transferéncia para a outra temperatura.
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7.0 - ENVOLVIMENTO DE SUBSTANCIAS DE CRESCIMENTO COM O

DESEN VOLVIMENTO DO PADRAO RIZOMA PELAS SECCOES DO RIZOMA

Do estudo do padrio de brotagfo caracterizou-se que, independentemente da
temperatura utilizada, quando as sec¢des do rizoma estavam em 1,0ml de 4gua no substrato
tiveram o desenvolvimento do padrio rizoma. O mesmo padrio também se desenvolveu
quando as secges estavam em solugdes de polietilenoglicol, que geraram os potenciais
hidrico de -3, -6 e -12 MPa.

Etileno e acido abscisico sdo substancias de crescimento conhecidas por mediarem as
respostas das plantas em condigio de falta de agua e as solugdes de PEG (-3, -6 ¢ -12 MPa)
causaram uma situagdo de disponibilidade reduzida de agua para as secgles do rizoma de
Kohleria sp. A partir das consideragSes acima verificou-se o envolvimento de etileno e
ABA com o controle do desenvolvimento de brotagio do padréio rizoma pelas secgdes do

rizoma.

7.1 - EFEITO DE ETREL NA BROTACAO DO PADRAQ RIZOMA

ETREL ¢ uma substncia conhecida por liberar etileno. Secgdes do rizoma quando
em substrato com 12,0ml de agua e tratadas com ETREL ( 10‘3M) desenvolveram brotagdes
do padrdo rizoma em porcentagem significativamente maior que aquelas sem tratamento, no
mesmo volume de 4gua (figura 19B). Por outro lado, esta resposta foi semelhante & das
secgbes sem tratamento que estavam em 1,0ml de 4gua. J4, na figura 19C, nota-se que as
sec¢des em 12,0ml de agua, sem tratamento, tiveram porcentagem alta de brotagSes do

padrio parte aérea.
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Figura 19 - Efeito de ETREL (10°M) no padrio de brotagdo desenvolvida pelas secgdes
do rizoma de Kohleria sp. As secgdes ficaram em substrato com 1,0e 12,0ml de agua,
em temperatura de 30°C e em luz continua. ETREL foi aplicado na forma de gota (20u1),
a cada dois dias, durante dez dias. As sec¢des foram avaliadas vinte dias apos o inicio do
experimento.

Letras diferentes em cada figura indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
a nivel de 5%.
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7.2 - EFEITO DE NITRATO DE PRATA (AgNO;) NA BROTACAO DO PADRAO

RIZOM A

Nitrato de prata é conhecido por inibir a aclo de etileno em tecido vegetal. AgNO; foi
aplicado uma Unica vez, nas concentragdes de 1, 10, 50, 100, 200 ou 500mg.L! em secgles
do rizoma que ficaram em substrato com 1,0ml de agua (figura 20). Quando se comparam
os resultados das sec¢des que ficaram com 1,0ml de agua no substrato sem tratamento com
as tratadas, nota-se que AgNO; inibiu significativamente o desenvolvimento de brotagdes
do tipo rizoma (figura 20B). O efeito de inibicdo do AgNO; foi mais intenso nas
concentragoes mais altas, de 50 a 500 mg.L™. J4 na figura 20C, observa-se que as secgdes
tratadas com AgNO; que estavam em 1,0mi de 4gua, passaram a desenvolver em
porcentagem significativamente alta 0 padrio parte aérea como aquelas sem tratamento que
estavam em 12,0ml de 4gua no substrato. As concentragdes menores (1,0 e 10mg. L") de
AgNO; foram menos eficiente em inibir o desenvolvimento de brotagGes do padrio rizoma.

As respostas das secgBes do rizoma aos tratamentos com ETREL e AgNO,
evidenciaram que etileno poderia estar associado ao controle do desenvolvimento de
brotagdo do padrio rizoma.

A maioria das brotages das secgdes do rizoma tratadas com nitrato de prata
desenvolveu um botdo floral no seu éapice (figura 21). O botdo floral estava ligado a
brotagio através de um pedinculo. A flor se desenvolveu completamente até a antese e
tinha caracteristicas semelhantes 4 flor de uma planta adulta de Kohleria sp, tanto em
tamanho quanto em coloragio. O desenvolvimento desta flor ocorreu apds 60 dias do inicio

do experimento.
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continua e foram avaliados 20 dias apés o inicio do experimento. AgNO, foi
aplicado na forma de gota (50ul) em cada sec¢o, uma Gnica vez.

Letras diferentes em cada figura indicam diferencas significativas pelo teste
de Tukey a nivel de 5%.
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Figura 21 - Flor desenvolvida no apice da brotagio de secgdes de rizoma de Kohleria sp
tratadas com nitrato de prata (200mg.L™"). A observagao foi feita apds 60 dias da montagem

do experimento. Sec¢fio do rizoma (SR), flor (F), brotagdo do tipo parte aérea (PA).
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7.3 - EFEITO DE AUXINA E 6BA NA BROTACAO DO PADRAO RIZOMA

Alguns estudos indicam que auxinas e citocininas podem estimular, por via indireta, a
producdo de etileno em tecido vegetal. Verificou-se se esta relagdo poderia ter ocorrido e
influenciado o desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma pelas secgdes do rizoma. As
secgdes tratadas com as solugSes de ATA (10°M), 6BA (10°M) e AIA + 6BA (10°°M),
ficaram em substrato com 1,0 ou 12,0ml de agua (tabela 13). Estas substincias nio
causaram qualquer efeito no padrio de brotagio desenvolvida pelas sec¢des que estavam
em 12,0ml de agua. No entanto, quando o teor de umidade do substrato foi de 1,0ml de
agua as secgdes tratadas desenvolveram brotagdes do padrio parte aérea, enquanto aquelas

sem tratamento desenvolveram o tipo rizoma.

7.4 - EFEITO DE ACC NA BROTACAO DO PADRAOQ RIZOMA

ACC ¢ o precursor imediato da sintese de etileno. A aplicagio de ACC (10°M), na
forma de gota, nas secgdes do rizoma que ficaram em 12,0mi de agua no substrato ndo
causou qualquer efeito no tipo de brotagdo desenvolvida (figura 22). As secgdes que
ficaram em 1,0ml de agua no substrato desenvolveram brotagdes do tipo rizoma (figura
22B) e o tipo parte aérea ocorreu nas secgdes que estavam em 12,0ml de agua no substrato,

tanto nas controle quanto nas tratadas (figura 22C).
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Tabela 13 - Efeito da aplicagio de 6BA (10°M), AIA (10°M) e 6BA + AIA (10°M) no

padrioc de brotagdo desenvolvida pelas secgbes do rizoma de Kohleria $p, que ficaram em

1,0 ou 12,0ml de agua no substrato e em temperatura de 30°C. Cada solugdo foi aplicada na

forma de gota (25ul) a cada dia, em cada secgdo, durante dez dias. As secgOes foram

avaliadas apos vinte dias da montagem do experimento.

Tipo de brotagdo desenvolvida pela seccio (%)

Volume de agua Substincia Parte
no substrato aplicada aeérea Rizoma Indefinido
(ml)
Agua 15,0b 75,0 a 10,0 a
AIA 100,0a 0,0b 0,0b
1,0
6BA 100,0 a 0,0b 0,0b
AIA + 6BA 100,0 a 0,0b 0,0b
Agua 100,0 2 0,0b 0,0b
AIA 925a 750 0,0b
12,0
6BA 80,0 a 20,0b 0,0b
AIA + 6BA 97,5a 75b 0,0b

Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey a

nivel de 5%.
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e 12,0ml. Todos os tratamentos ficaram em temperatura de 30°C, em luz continua e
foram avaltados 20 dias apos o inicio do experimento. ACC foi aplicado na forma de

gota (20vl) a cada dois dias, durante dez dias.

Letras diferentes no mesmo gréfico indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey

anivel de 5%.
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7.5 - EFEITO DE AVG NA BROTACAO DO PADRAO RIZOMA

Aminoetoxivinilglicina é inibidor da sintese de etileno. O tratamento de secgles do
rizoma com AVG impediu o desenvolvimento de brotacdes do padrdo rizoma (figura 23).
Comparando-se as sec¢Bes que estavam em 1,0ml de agua no substrato, tratadas e sem
tratamento, nota-se que AVG impediu o desenvolvimento de brotagdes do padrdo rizoma,
ja que aquelas sem tratamento tiveram porcentagem alta do tipo rizoma (figura 23B). A
resposta das sec¢Ses ao AVG evidenciou que talvez etileno seja uma das substincias de
crescimento associada com o controle do desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma.
Na figura 23C, verifica-se que as sec¢Bes em 1,0ml de agua e tratadas com AVG
desenvolveram brotagdes do padrio parte aérea em porcentagem alta em relagio aquelas
sem tratamento. Por outro lado, as secgdes em 12,0ml de dgua, sem tratamento

desenvolveram o tipo parte aérea em porcentagem alta.

7.6 - EFEITO DE PEG + AgNO; NA BROTACAO DO PADRAO RIZOMA

Os resultados do experimento da figura 24 caracterizaram, novamente, que etileno
pode estar fortemente associado ao controle do desenvolvimento de brotagdo do padrido
rizoma e também & condigio de potencial hidrico baixo do substrato. Observa-se na figura
24B que as secgdes do rizoma que ficaram em substrato com solu¢iio de PEG ou com 1,0mi
de agua tiveram porcentagem alta de brotagdes do padrdo rizoma. Entretanto, pelos
resultados da figura 24C, observa-se que as secgbes quando estavam também em solugio de
PEG ou em 1,0ml de dgua e foram tratadas com AgNO; passaram desenvolver brota¢Ges

do padrdo parte aérea. Este resultado mostrou que AgNO; foi capaz de impedir o
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Letras diferentes no mesmo grifico indicam diferencas significativas pelo teste de Tukey
anivel de 5%.



97

100
A Padrio Indefinido
80
==
& 604
-
Un
= a0
S o
&=
o
20 4
ol b
12,0 PEG (-6MPa) 1,0+ NP PEC(-6MPa) + NP
100 - .
B Padrio Rizoma
. 8O
B
12 60
51
=
S 40 4
g 40
B
20
¢ c
0 — IR ¢
12,6 PEG (-6MPs) 1.0 + NP PEG{-6MPz) + NP
10 C Padrio Parte Aérea
® 80~
o
ta 60 .
=
S 40
=
20
o e -
1.0 12,0 PRG (-6MPa) 1.6+ NP PEG(-6MPaz) -+ NP
Volume de agua (ml)

Figura 24 - Efeito de nitrato de prata (NP) (500mg.kg™!) no padriio de brotagdo desenvolvido
pelas secgdes do rizoma de Kohleria sp em substrato com 12.0mi de solugiio PEG (-6 MPa).
Como controle secgdes ficaram em substrato com 1,0 ¢ 12.0mi de dgua ¢ em PEG {12,0ml).
As secgdes ficaram em temperatura de 30°C ¢ em luz continua e foram avaliadas apos 20
dias do inicio do experimento.

Letras diferentes na mesma figura indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey
anivel de 5%.
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desenvolvimento de brotagdes do tipo rizoma. A resposta das sec¢Oes tratadas com AgNO;
for semelhante & das sec¢des sem tratamento em presenga de 12,0ml de 4gua, que
desenvolveram o tipo parte aérea. Desta forma, a resposta das secgdes a0 PEG mostrou
novamente que as condi¢bes de disponibilidade reduzida de 4gua ou de potencial hidrico
baixo favoreceram o desenvolvimento de brotagio do padrio rizoma pelas secgdes do

rzoma

7.7 - EFEITO DE ABA NA BROTACAO DO PADRAO RIZOMA

A figura 25B mostra que as secgdes do rizoma que estavam em 12.0ml de agua no
substrato e tratadas com ABA (10°M) desenvolveram brotagdes do padrio rizoma, como
ocorreu com as secgOes em 1,0ml de dgua sem tratamento. O padrio parte aérea sb ocorreu
nas seccbes que ficaram em 12,0mi de 4gua, sem ABA (25C). A resposta das secgdes do
rizoma a0 ABA indicou indiretamente que esta substincia também pode estar participando

do controle do desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma.

8.0 - DOSAGEM DE ETILENO DAS SECCOES DO RIZOMA

Foram feitas dosagens de etileno liberado pelas secgbes do rizoma que ficaram em
frascos vedados, com volumes de 3,0 ou 150ml de agua no substrato (figura 26).
Verificou-se que houve liberagio de etileno pelas secgdes do dois tratamentos. No entanto,
a concentracao do horménio foi maior nas sec¢des que estavam com disponibilidade menor

de agua no substrato que naquelas com disponibilidade maior.
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Figura 25 - Efeito de ABA (1(}'3 M) no padrio de brotagdo desenvolvido pelas secges
do rizoma de Kokleria sp em substrato com 12,0ml de agua e secgBes controle em 1,0
e 12,0ml. Todos os tratamentos ficaram em temperatura de 30°C, em luz continua e
foram avaliados 20 dias apés o inicio do experimento. ABA foi aplicado na forma de
gota (20ul) a cada dois dias, durante 10 dias.

L.etras diferentes em cada grafico indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey
a nivel de 5%.
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Figura 26 - Etileno liberado pelas secgdes do rizoma de Kohleria sp em substrato
com 3,0 ou 15,0ml de dgua. As secgdes ficaram em frascos fechados, em temperatura
de 30°C e em luz continua. Cada frasco tinha sete secgdes.

Letras diferentes no dia da observag#o indicam diferengas significativas pelo teste de
Tukey a nivel de 5%.
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9.0 - DOSAGEM DE ACC DAS SECCOES DO RIZOMA

ACC € o precursor imediato da sintese de etileno. O objetivo deste experimento foi
verificar se houve diferenga na producio de ACC entre as secgoes que ficaram em 1,0 ou
12,0ml de agua no substrato. Assim, evidenciando indiretamente a presenca de etileno nas
secgOes do rizoma quando estavam nestas condigdes. A avaliagiio de ACC foi feita através
da medida de etileno proveniente da degradagio quimica do ACC existente nos extratos das
secgdes do rizoma (figura 27). A liberagfio de etileno, via ACC, foi maior nos extratos das
seccOes que ficaram em 1,0ml de agua no substrato do que nos extratos daquelas que
ficaram em 12,0ml. Observa-se ainda que a liberagdo de etileno foi maior do 2° a0 6° dia, da

conducdo do experimento, nas sec¢des que ficaram em 1,0ml de agua no substrato.

10.0 - ESTUDO PRELIMINAR ANATOMICO DO APICE MODIFICADO DA
BROTACAO DA SECCAO DO RIZOMA

Secgdes do rizoma quando ficaram nos frascos para a dosagem de etileno (esquema
3) desenvolveram brotagdes que apds cerca de 20 dias apresentaram alteragdes estruturais
em seus apices (figura 28A). Os 4pices se desenvolveram numa forma arredondada, de
tamanho macroscopico e aclorofilados. A avaliagdo de cortes anatdmicos dos apices
modificados em microscopio Optico mostrou se tratar de uma estrutura com tecidos
parenquimatico, meristematico e vascular (figura 28B). A estrutura em forma de cabega ou
calo apresentou epiderme de uma camada que envolveu o tecido parenquimatico onde

estavam os tecidos vasculares em diferenciagdo. O tecido vascular primario correspondeu &
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Figura 27 - Dosagem de ACC através de etileno liberado pela degradagdo quimica de
ACC de extrato de secgdes do rizoma de Kohleria sp. que ficaram em substrato com
1.0 ¢ 12,0ml de 4guano substrato. As secgdes ficaram previamente em temperatura
de 30°C e em luz continua,
Letras diferentes no mesmo dia da observagdo indicam diferengas significativas pelo
teste de Tukey a nivel de 5%.
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Figura 28 - Caracterizagdo do apice modificado das brotagBes de secgdes do rizoma de Kohleria sp.
A. Apice modificado da brotagdo. B. Corte transversal do apice modificado da brotagio (aumento de
6,3 x 1,25). C. Detalhe da regifio vascular do apice modificado da brotagio (aumento 2.5 x 1,25). D.
Corte longitudinal do apice da brotagdo (aumento de 1,6 x 1,25). Apice modificado (AM), secgdo do
rizoma (SR), feixe vascular (FV), xilema (X), floema (F), parénquima medular (PM), parénquima
cortical (PC), lacuna foliar (LF), epiderme (E) ¢ regido vascular (RV).



104

estrutura de caule ji que apresentou xilema na parte interna do cortex e floema para fora

deste.

11.0 - DETERMINACAO DE ACIDO ABSCISICO ENDOGENO DAS SECCOES
DO RIZOMA
11.1 - BIOENSAIO DE GERMINACAOQO DE SEMENTE DE ALFACE

Preliminarmente, para a verificagfio da possivel presenga de ABA com o controle do
desenvolvimento do padrio rizoma, foram obtidos extratos metanolicos das secgdes ou de
suas brotagdes, previamente deixadas com 1,0 e 12,0ml de 4gua no substrato. Os extratos
foram obtidos de secgbes e brotagdes, com 10, 30 e 60 dias apos a montagem do
experimento. As fragbes acidas obtidas dos extratos foram testadas na germinagdo de
sementes de alface Grand Rapids.

Na tabela 14 verifica-se que as fragBes 4cidas das sec¢des que ficaram com 1,0ml de
agua no substrato, causaram inibi¢o significativa da germinagiio quando comparado com o
controle. Ja, as sementes nas fracbes acidas das secgdes que ficaram em 12,0ml de agua no
substrato tiveram resposta semelhante ao controle. Por outro lado, as respostas de
germinagdo das sementes nas fragdes acidas das secgBes com 30 e 60 dias, nas duas
condigdes de umidade também foram semelhantes.

As sementes na presenca das fragdes acidas das brotagfes tiveram a mesma resposta
encontrada anteriormente pelas fragdes 4cidas das secgBes com 30 e 60 dias (tabela 14).
Estes resultados evidenciaram a presenga de um inibidor nas fragdes acidas tanto das

secgOes quanto das brotagdes que ficaram em 1,0ml de agua no substrato.
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Tabela 14 - Efeito da fragio acida de extrato metandlico de secgoes do rizoma de Kohleria
sp e de suas brotagdes na germinacio de sementes de alfice “Grand Rapids”, em
temperatura de 25°C e em luz continua. O extratos foram obtidos de sec¢Oes com diferentes
tempos de tratamento. As secgdes do rizoma ficaram previamente em substrato com 1,0 ou
12,0ml de agua, em temperatura de 30°C e em luz continua.

EXTRATO DA SECCAO DO RIZOMA

Dias ap6s o Massa de FRACAQO FRACAO
inicio do tecido ACIDA ACIDA Controle
tratamento (2) A B
60 2 33,8b 65,0 ab 96,3 a
30 1 70,0 b 72,5 ab 95,0a
10 5 66,3 b 92,5a 96,3 a
EXTRATO DA BROTACAO
Dias apos o Massa de FRACAO FRACAO
inicio do tecido ACIDA ACIDA Controle
tratamento (g) A B
60 2 76,3 b 91,3 ab 96,3 a
30 ] 86,3 b 81,3 ab 95,0 a

Letras diferentes na mesma linha indicam diferengas significativas pelo teste de Tukey a
nivel de 5%.

A - Fragdo acida das secgBes ou de suas brotagfes que ficaram com 1,0ml de agua no
substrato.

B - Fragao acida das secgGes ou de suas brotagdes que ficaram com 12,0ml de agua no
substrato.
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11.2 - CARACTERIZACAO DE ABA DAS FRACOES ACIDAS DE EXTRATOS

DAS SECCOES DO RIZOMA POR CROMATOGRAFIA GASOSA ACOPLADA A
ESPECTOMETRO DE MASSAS (GC/MS)

Verificou-se a possivel presenca de acido abscisico nas fragBes acidas obtidas dos
extratos das secgBes do rizoma com dez dias de idade. As secgOes foram previamente
mantidas em substratos com 1,0 e 12.0ml de agua.

Inicialmente, na caracterizacio, determinou-se o tempo de retengdo dos isbmeros (cis
e trans) de uma solugdo de ABA padrdio por meio de cromatografia liquida de alta eficiéncia
(HPLC), que foram de 26,2 e 27,8 minutos do tempo de corrida do gradiente,
respectivamente (figura 29). As fracdes 4cidas purificadas dos extratos das sec¢des foram
injetadas também em HPLC e recolheram-se as fragdes correspondentes ao tempo de
retencdo dos isdmeros da solugio de ABA padrio.

As fragdes recolhidas, apos terem sido metiladas, foram injetadas em cromatografo a
gas acoplado a espectrdmetro de massas (figura 30). Na figura 30A ¢ mostrado o espectro
do padrdo, onde se observa os sinais caracteristicos dos seus dois isOmeros e 0s seus
respectivos espectros de massas (figura 30A2 e 30A3), com a predominéncia do fragmento
de m/z 190. Nas figuras 30B e 30C se observa os espectros das fra¢Ses acidas dos extratos
injetadas, onde com o objetivo de aumentar a sensibilidade da analise foi monitorado o ion
de m/z 190. O ion de m/z 190 foi detectado no cromatograma das frages acidas dos
extratos das secgGes em presencgas de 1 e 12mi de agua no substrato conforme as figuras
30B1, 30B2 e 30C1 e 30C2, respectivamente. Embora o ion de m/z 190 tenha sido
encontrado nas duas amostras, a injegdo do mesmo volume de amostra de lul e o emprego

das mesmas condi¢es de anélise permitem dizer que a abundéancia deste foi maior no
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Figura 29 - Cromatograma da mistura dos isdmeros (cis e trans) da solugio de ABA padrio
(10°M), que foram separados por cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC),
utilizando coluna C18 ODS- Hypersil (5um, 250mm x 5mm), gradiente de 30 minutos de
40 a 85% de metanol em solugdo aquosa de 4cido acético a 0,5%, com fluxo de

1ml/minuto.
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Figura 30 - Espectros de GC/MS massas de impacto de ¢létrons de acido abscisico padrdo e espectro
do ion selecionado de m/z 190 das amostras da fragio acida de extrato de secgdes do rizoma de

Kohleria sp.

A. Espectro de GC/MS de ABA padrio apés analisc em HPLC. Al. Espectro de massas de
particula desconhecida, A2 e A3. Espectro de massas dos isémeros cis ¢ trans de ABA.

B. Espectro de GC/MS utilizando o ion selecionado de m/z 190 de ABA da fragdo 4cida de extrato
de secgbes que ficaram em substrato com 1,0ml de 4gua. Bl e B2. Espectro de massas dos isbmeros

cis e trans de ABA encontrados no extrato.

C. Espectro de GC/MS utilizando o ion selecionado m/z 190 de ABA da fragdo acida de extrato de
secgbes que ficaram em substrato com 12,0ml de 4gua. C1 e C2. Espectro de massas dos isémeros

cis ¢ trans de ABA encontrados no extrato.
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cromato grama da fragio acida do extrato das secgSes que estavam em 1 mi de agua (figura

30B) que na frag@o do extrato das secgdes em 12ml de agua (figura 30C). De um modo
geral, as respostas de inibigdo da germinacio de sementes de alface, encontrada pelas
fragdes acidas dos extratos das secgdes e de suas brotagSes em 1,0 e 12,0ml de agua estio

de acordo com os resultados da andlise das fragSes acidas em espectrometro de massas.
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DISCUSSAO

Na classificagdo das plantas utilizadas, neste trabalho, em género e principalmente em
espécie encontrou-se certa dificuldade, as referéncias disponiveis para sua identificacio
apresentaram diversos nomes. Isto confirmou as observagdes de KVIST & SKOG (1992) de
que ainda ha confusio em relagio a classificagio destas plantas ou seja outras denominagdes
tém sido atribuidas a Kohleria sp. BATCHELLER ( 1985) apresentou uma relagio de nomes
extintos, cotrentes, erréneos e corretos de cultivares de espécies de Kokleria, evidenciando a
dificuldade encontrada para sua classificacéio.

J.SEMIR (comunicagdo pessoal, 1992) identificou as plantas deste estudo como
pertencentes ao género Kohleria, o que também foi caracterizado por A. CHAUTEMS
(comunicagdo pessoal, 1993). No entanto, A.CHAUTEMS examinou o material J ALS.
Almeida 27040 localizado no Herbario UEC do Instituto de Biologia da UNICAMP ¢
sugeriu que as plantas deste estudo sdo um hibrido de Kohleria. Esta informagio confirmou
também as observagdes de BOGGAN & KVIST (1993a) de que as plantas do género
Kohleria possuem facilidade para formar hibridos. A existéncia, atualmente, de grande
numero de hibridos de Kohleria também foi evidenciada pelo trabalho de BOGGAN (1993b)
em que o autor lista os hibridos novos e os seus parentais. Recentemente, KVIST & SKOG
(1996) reafirmaram a existéncia de forte hibridizagdo no género Kohleria, e ainda que isto
enfraquece © esforgo para sua identificagdo em espécie. Desta forma, neste estudo as plantas
foram classificadas somente em género, como Kohleria sp.

As plantas de Kohleria sp apresentam flores pequenas, em forma de tubo de cor

vermelha e a face interna das pétalas possui manchas pequenas de coloragiio amarela.
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Considerando a sua beleza e delicadeza, pode-se sugerir que as plantas de Kohleria sp
possuem potencial como ornamental,

Através de estudo anatdmico, caracterizou-se o 0rgdo subterrineo de Kohleria sp
como um caule envolto por folhas modificadas, que protegem delicadamente suas gemas.
KVIST & SKOG (1992) denominaram o érgdo subterrineo de Kokleria Sp como rizoma
escamoso. Entretanto, neste trabalho, observando as suas caracteristicas morfologicas,
sugere-se  que este orgdo poderia ser denominado de “rizoma bulboso”. Rizoma,
considerando que o 6rgdo apresentou natureza caulinar conforme denominado pelos autores.
Bulboso, pela observagio do arranjo de suas folhas modificadas, que estdo dispostas de
forma embricada e ¢ nelas que se acumulam as reservas, o que caracteriza a estrutura de um
bulbo. A denominagio de rizoma escamoso ndo pareceu ser a mais adequada, considerando
ainda que a escama constitui-se numa folha modificada cuja fungdo € a de protegdo de gemas
ou meristemas e que ndo possui reserva.

Os testes histoquimicos realizados, com cortes anatdmicos do rizoma de Kohleria sp
mostraram que as substéncias encontradas em suas células ocorrem, em geral, na parte aérea
das plantas. As folhas modificadas sdo vascularizadas, o caule possui rigidez devido a
presenca de esclerénquima. As epidermes do caule e da folha modificada possuem abundéncia
de tricomas que podem ter a fungdo de manter espagos para trocas gasosas, considerando
que 0s rizomas estdo sob a terra, ou ainda, que sirvam como protegiio contra o atrito com as
particulas da terra. Verificou-se também a saida de raizes adventicias do cilindro vascular do
caule do oOrgdo subterrineo de Kohleria sp. Nio se observou a presenga de taninos nas

células dos cortes anatdmico do orgio subterraneo, embora esta substincia tenha sido
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encontrada amplamente em tecidos vegetais e seja de importancia ecoldgica como protegio
contra predadores (HABERLANDT, 1965).

Quando o rizoma de Kohleria sp estava na terra era pouco susceptivel ao ataque de
microorganismos, em geral, mantinha-se bem preservado. Talvez a caracteristica de
preservacdo encontrada esteja associada a presenca das substincias fenolicas, que foram
detectadas no rizoma e preliminarmente identificadas como quinonas pertencentes ao grupo
das antraquinonas. Quinonas frequentemente exercem efeitos bactericidas conforme VAN
DER BERG & LABADIE (1989). THOMSON (1978) ainda comenta que a presenga das
quinonas em plantas lenhosas tropicais as protege contra decomposicio fiingica e ataque de
cupins.

A reserva principal encontrada no rizoma de Kohleria sp foi o amido. Os grios de
amido foram observados, através de cortes anatémico, somente na regido da folha modificada
do rizoma. Estes também foram evidenciados pela presenca da “cruz de malta” que ¢
caracteristica de graos de amido quando examinados em luz polarizada (KAHL, 1974).

Da caracterizagiio do drgdo subterrineo de Kohleria sp se conclui que o rizoma é um
sistema bastante organizado devido a quantidade alta de reservas em suas folhas modificadas
e a abundéncia de gemas presentes em seu caule, que ficam eficientemente protegidas pelas
folhas modificadas.

As plantas de Kohleria sp apresentam grande capacidade regenerativa por meio da
reproducdo vegetativa, através de seu rizoma que possui atividade continua de formagéo de
folhas modificadas. Na terra as gemas do rizoma podem brotar e quando destacado da planta
mie também emitem brotagdes novas, formando individuos novos. Segmentos destacados do

rizoma representam formas de dispersdo das plantas de Kohleria sp. GRIME (1983)
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classificou as estratégias regenerativas das plantas em cinco tipos e dentre estas, a estratégia
utilizada pelas plantas de Kohferia sp foi a expansio vegetativa. Segundo o autor, esta
estratégia envolve a expansdo e subsequente fragmentagio da planta vegetativa através da
formagdo de rizomas, estoldes ou broto de raiz persistente. Em Kohleria sp, além da
multiplicag@o pelo rizoma, estacas de seu caule e folhas também representam meios de
formagdo de individuos novos. Ainda, em relagio a reproducdo vegetativa pelo rizoma,
verificou-se que quando um segmento destacado da planta mée foi mantido sem qualquer
adi¢do de agua ¢/ ou nutrientes no substrato teve capacidade de brotar e desenvolver a sua
brotagdo, utilizando somente suas reservas. Destas observagdes pode-se afirmar que o rizoma
de Kohleria sp possui eficiéncia alta de multiplicagio, mesmo em condigcbes adversas.
MENEZES et al., (1979) verificaram comportamento semelhante em rizoforos de Vernonia,
que apos dois meses sem nenhum suprimento de 4gua ou nutrientes todas as gemas brotaram,
originando ramos aéreos. Os autores reconheceram o rizoforo como um possivel orgio de
resisténcia. FISCHER et al, (1995) também verificaram que pedagos de tubérculos de
Cyperus rotundus brotaram sem qualquer adigio de nitrogénio. No entanto, as suas
brotagdes s conseguiram sobreviver por duas semanas, nestas condigdes.

O evento de dorméncia de gemas € caracteristico de orgos de reserva. RANALLLI et
al., (1994) observaram que microtubérculos de Solanum tuberosum, obtidos por meio de
cultura in wvifro, tiveram dorméncia que foi quebrada pelo seu armazenamento em
temperatura baixa e no escuro. O rizoma de Kohleria sp ndo apresentou qualquer dorméncia.
Apos a coleta, em geral, uma de suas gemas brotou imediatamente, sem haver necessidade de
qualquer tratamento de quebra de dorméncia. Segundo KVIST & SKOG (1992} as plantas

de Kohleria possuem uma estagdo de dorméncia, mas os autores nio definem qual € a
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estagdo. INeste trabalho, observou-se que as reservas do rizoma de Kohleria Sp se esgotavam
em época de inverno (temperatura baixa), provavelmente para a manuten¢do da planta. No
final do invemo as plantas apresentavam brota¢des novas e de tamanho reduzido, durante a
primavera as brotagcSes se desenvolviam e na época de verio estavam totalmente
desenvolvidas.

A resposta de brotagio foi favorecida quando as secgdes do rizoma de Kohleria sp
tinham seis folhas modificadas do que com apenas uma. Talvez a diferenca na porcentagem
de brotagdo se deva a disponibilidade maior de gemas nas secgdes com seis folhas, o que
aumentaria a chance de brotagio.

Embora a brotagio das sec¢des do rizoma de Kohleria sp tenha ocorrido indiferente a
condi¢io de luz, a sua presenga favoreceu mais o processo do que a sua auséncia. Tal
resposta esta de acordo com o comportamento do rizoma na natureza, que também brota sob
a terra em auséncia de luz.

As temperaturas testadas, neste estudo, exerceram controle da brotacio das secgdes
do rizoma, principalmente quanto & velocidade do processo. As seccgOes atingiram
porcentagens elevadas de brotagdo (proximo de 100%), mais cedo, nas temperaturas mais
altas do que nas mais baixas. De um modo geral, este tipo de comportamento ¢ verificado em
o6rglos subterraneos de outras espécies. Exemplo disto foi encontrado por ALEIXO &
VALIO (1976) em tubérculos de Cyperus rotundus, que alcangaram porcentagens maiores de
brotagdo nas temperaturas mais altas (25°C e 30°C) e nas mais baixas (15°C e 20°C) tiveram
redugdo de brotago. Por outro lado, as secgbes do rizoma também se mostraram intolerantes

‘a temperaturas elevadas, ja que em 35°C as secgdes ndo brotaram.
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Secgles do rizoma de Kohleria sp foram capazes de brotar em substrato com
disponibitidade reduzida de agua ou em sua auséncia total. Destaca-se também que, na
condigdo de disponibilidade reduzida de idgua, as secgdes além de brotarem desenvolveram
plenamente suas brotagdes. No entanto, as sec¢des ndo foram tolerantes ao excesso de dgua.
As secgdes brotaram plenamente em volume de até 12,0ml de 4gua no substrato e quando o
volume foi superior tenderam a apodrecer. Conforme verificado quando as secgles ficaram
em 20,0ml de agua no substrato, provavelmente isto se deva 2 disponibilidade reduzida de
oxigénio. A ocorréncia de brotacio do rizoma de Kohleria sp em substrato com
disponibilidade reduzida de agua, parece estar de acordo com o seu comportamento na
natureza. Segundo as informagdes disponiveis, o rizoma de Kohleria sp consegue se manter
em época de inverno que corresponde & estagiio de seca e no final deste periodo observa-se
neste 6rgdo a presenga de brotagdes novas e pequenas.

O estudo da brotagdo mostrou que o rizoma de Kohleria sp pode se manter em
condi¢des bastante amplas de luz, temperatura e umidade do substrato. Finalmente, com a
observagdo da tolerdncia das sec¢des do rizoma de manter-se em substrato com
disponibilidade reduzida de agua e ainda simultaneamente responder com o desenvolvimento
de uma brotagdo, mostrou que o rizoma deve ter mecanismos internos que permitem a sua
manutencdo nesta condigio.

O nizoma de Kohleria sp possui relagio de dominancia apical forte. As secedes do
rizoma utilizadas, neste estudo, tinham seis folhas modificadas isto implicou em seis gemas
por sec¢do e, em geral, s6 uma gema brotou em cada uma, as demais ficaram dormentes. A
resposta de domindncia apical é classica. O apice do caule principal de uma planta exerce

dominio sobre as demais gemas existentes. Sabe-se que a dominincia apical se deve a
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presenca de auxina em concentracio alta na gema mais apical e na liberagio das gemas
laterais ha aumento da concentracio de citocinina (KRISHNAMOORTHY, 1981; TAMAS,
1987). A liberacfo da brotacdo das gemas laterais da dominincia apical pode ser superada
pela remog&o do apice ou pelo tratamento destas gemas com citocinina (MOORE, 1979).
GLINE (1991) relaciona a dominancia apical ndo sé ao antagonismo entre auxina e
citocinina, mas a um balango entre as substancias de crescimento de planta.

Embora os fatores do ambiente tenham influenciado o processo de brotagdo das
secgbes do rizoma de Kohleria sp, nio causaram qualquer efeito no niimero de gemas que se
expressaram por secgdo, que foi de uma brotagio. No entanto, os tratamentos com 6BA e
ETREL causaram niimero maior de brotagio por seccdo do rizoma. Destaca-se ainda que a
promogdo de brotagdo por 6BA ocorreu nas secgdes que ficaram com disponibilidade
reduzida ou alta de 4gua no substrato. J4, o tratamento com ETREL s6 causou promogio no
nimero de brotagdes das secgdes que ficaram em disponibilidade alta de agua no substrato.
Sabe-se que etileno e citocinina podem influenciar a brotacdo de gemas de orgfos
subterrdneos. Foi verificado por ALEIXO & VALIO (1976) que benziladenina promoveu a
brotagio de tubérculos de Cyperus rotundus L. RYLSKI ef al., (1974) obtiveram promogao
da brotagdo de gemas de tubérculos de Solanum tuberosum quando foram tratados com
etileno. Considerando os exemplos anteriores e o resultado do rizoma de Kohleria sp pode-se
supor que o efeito de 6BA e etileno em promover niimero maior de brotagdes por orgdo
subterraneo, ocorra pelos mesmos mecanismos, independente da espécie.

O desenvolvimento das brotagdes das seccdes do rizoma de Kohleria sp foi
influenciado pela temperatura. A temperatura de 25°C foi 6tima para o desenvolvimento das

brotagdes que atingiram maior altura de caule e ndmero de folhas. Observa-se ainda que a
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temperatura de 30°C que foi 6tima para o processo de brotagdo das secghes, ndo o foi para o
desenvolvimento de suas brotages.

Considerando o desenvolvimento das brotagdes até o estadio de planta adulta,
verificou-se que o fotoperiodo influenciou fortemente o crescimento de sua parte aérea. As
plantas que ficaram em dia curto tiveram maior altura de caule e area foliar que aquelas em
presenga de dia longo. Por outro lado, foi verificado que a formagio do rizoma de Kohleria
sp foi indiferente ao fotoperiodo. Embora seja conhecido que o fotoperiodo pode controlar a
iniciagdo de orgdos subterrdneos em outras espécies. AAMLID (1992) verificou que dia
longo contribuiu para a formagio de mimero maior de rizomas em plantas de Poa pratensis.
Ja, as estacas de plantas de Solanum tuberosum tuberizaram quando foram submetidas a
fotoperiodo de 8 horas de luz (EWING & WAREING, 1978). Talvez em Kohleria sp ©
controle da formagdo de seu rizoma se deva ao balanco entre as substincias de crescimento
promotoras e inibidoras, uma vez que o fotoperiodo nio teve efeito. Em plantas de Solanum
fuberosum € conhecido que o estimulo para a tuberizagio ¢ proveniente da parte aérea.
EWING (1987) discute que a formacio do tubérculo de batata é mediada pelos horménios
vegetais e quando as plantas s3o submetidas ao fotoperiodo curto ha declinio da atividade das
substancias giberelinicas.

Quando a gema de uma secgdo do rizoma de Kohleria sp brotou esta poderia se
desenvolver em dois tipos morfolégicos: brotagio do padrio parte aérea que tinha caule e
folhas expandidas semelhante 4 parte aérea das plantas de Kohleria sp ou brotagio do padrio
rizoma semelhante a secgdo do rizoma que a originou. A diferenciagio entre um dos padrdes
de brotagdo ocorreu no meristema da gema da secgio que brotou. A regiio do meristema das

plantas € o sitio de processos morfogenéticos (STEEVES & SUSSEX, 1989). Na
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diferenciag@o morfologica, 0 meristema passa por atividade bioquimica intensa, suas células
se dividern e as novas se diferenciam e se especializam. As alterag@es bioquimicas invisiveis
sempre precedem as alteragdes morfologicas visiveis (CUTTER, 1986). Considerando o
processo de brotagio das secgdes do rizoma de Kohleria sp pode-se dizer que o
estabelectmento entre um dos padrdes de brotacio foi bastante ripido. Quando as seccdes
estavam em condi¢des Otimas atingiram porcentagem significativamente alta de brotagdo a
partir do 4° dia e ja no 6° dia foi possivel identificar o tipo de brotagio. Desta forma, nos trés
primeiros dias apds a embebigio das secges, deve ocorrer o estabelecimento entre um dos
tipos de brotagfo. Isto mostrou que o meristema da gema foi competente a desenvolver um
dos tipos de brotagio, assim que a seccdio do rizoma foi exposta a situagdo indutora. Para
McDANIEL. (1984) a competéncia pode ser exibida se uma célula/tecido/orgdo/ € exposto a
um sinal e a este responde da forma esperada. Associada a competéncia esta a determinagio,
isto ¢, uma célula ou um grupo de células é determinado quando exibe 0 mesmo caminho de
desenvolvimento se crescido in situ, isolado, ou num lugar novo, ou no organismo
(McDANIEL, 1984). Assim, a competéncia e a determinagdo respondem a um sinal (fator de
ambiente) € a sua tradugdo numa resposta.

O estudo do controle da ocorréncia dos padrdes de brotacio desenvolvidos pelas
secgbes do rizoma, mostrou que nenhum dos tipos foi influenciado pela luz. Entretanto, a
diferenciagdo entre um dos padrdes de brotagdo foi fortemente controlada pelo volume de
agua do substrato. A brotagdo do padrio rizoma se desenvolveu em secgOes que ficaram com
disponibilidade reduzida de agua, enquanto a brotagio do padrio parte aérea ocorreu

naquelas que ficaram em disponibilidade alta. Outra observagio foi que as secgdes foram
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bastante sensiveis a alteragdes pequenas no volume de agua do substrato para a resposta do
tipo morfolégico desenvolvido por suas brotagdes.

A temperatura exerceu influéncia forte no padrio de brotagio desenvolvido pelas
sec¢des do rizoma. O efeito da temperatura também estave associado ao volume de agua do
substrato em que as secgbes ficaram. Quando as secgOes estavam em substrato com
disponibilidade alta de agua e em presenca de temperatura de 30°C desenvolveram brotagdes
do padrdo parte aérea e quando em 20°C tenderam a desenvolver brotagdes do padrio
rizoma. Por outro lado, quando a condigio foi de disponibilidade reduzida de agua no
substrato, as secgdes desenvolveram brotagdes do padrio rizoma, independente da
temperatura (20 e 30°C). Estes resultados mostraram que as gemas das sec¢des do rizoma de
Kohleria sp possuem alto grau de plasticidade. A resposta expressiva de plasticidade das
gemas foi confirmada quando se fez o experimento de transferéncia das sec¢des do rizoma,
entre as temperaturas de 20 e 30°C. As secgdes que ficaram com disponibilidade maior de
agua no substrato e em temperatura de 30°C desenvolveram brotagdes do padrdo parte aérea
e quando transferidas para 20°C o 4pice de uma parte das brotages passou a desenvolver o
padrdo rizoma. As secges que inicialmente ficaram em temperatura de 20°C e também com
disponibilidade alta de 4gua tiveram brotagBes do tipo rizoma e quando transferidas para
30°C o apice de algumas destas brotagSes passou a desenvolver o padrio parte aérea. J4, as
secgdes com disponibilidade reduzida de 4gua no substrato, em temperatura de 20°C,
desenvolveram o tipo rizoma e quando transferidas para 30°C o apice de parte destas
brotagGes passou a desenvolver o tipo parte aérea. Isto mostrou que o fator temperatura teve
mfluéncia forte na defini¢do do padrio morfologico desenvolvido pelas brotagdes das sec¢des

do rizoma, pois quando transferidas de temperatura, os apices de suas brotagdes se
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mostraram sensiveis 4 nova condicdo e passaram a responder com outro padrio de brotagio.
Assim, além das gemas das secgdes do rizoma apresentarem alto grau de plasticidade, o apice
de suas brotagdes também apresentou comportamento semelhante. De acordo com BUVAT
(1989) o desenvolvimento das plantas & caracterizado por um alto grau de plasticidade em
resposta aos sinais do ambiente. Como organismos sésseis as plantas nio podem se mover
ativamente das fontes de estresse, nem podem procurar local com fontes de luz e nutrientes
otimos. Pelo contrario, elas devem tecer um modelo de desenvolvimento de tal forma que
maximize suas chances de sobrevivéncia e reprodugio. Segundo TAYLOR & AARSSEN
(1988) a plasticidade em plantas & fator importante de adaptacio a fatores de estresse do
ambiente e as suas alteragdes imprevisiveis. Assim, cada um dos padrdes de brotacdo
desenvolvidos pelas secgdes do rizoma de Kohleria sp deve possuir caracteristicas especiais
tanto bioquimicas quanto morfologicas para sobreviver as influéncias do meio.

Observou-se ainda a influéncia da temperatura de 20°C no desenvolvimento de
brotagdes do padrio rizoma e relacionando isto com o processo de brotagdo das secgdes do
rizoma, que foi mais lento nesta condi¢fo, pode-se sugerir que 20°C néo foi otima para as
secgdes. Algumas espécies de plantas s&o sensiveis a temperatura baixa de nio congelamento,
que ¢ chamada de temperatura de resfriamento e esta na faixa de 0 a 15°C. Quando as plantas
sdo expostas a esta condi¢do podem desenvolver mecanismos internos que aumentam sua
resisténcia (LYNCH, 1990). Embora, 20°C esteja fora da faixa de temperatura de
resfriamento citada por LYNCH (1990) e nio se tenha feito estudo mais detalhado de sua
influéncia, pode-se sugerir que talvez 20°C tenha causado algum efeito semelhante ao da
temperatura de resfriamento. Neste caso, em resposta a esta condicio as seccdes

responderam com brotagdes do padrdo rizoma. Desta forma, o padrio rizoma poderia ser
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uma forma morfolégica de “resisténcia” que a secgio do rizoma de Kohleria Sp passou a
expressar quando as condi¢Ses do meio ndo foram favoraveis para o seu estabelecimento.
Estudos t€m associado a presenga de etileno e acido abscisico a resisténcia das plantas a
temperatura baixa. WANG & ADAMS (1982) verificaram aumento na produgdo de etileno
em frutos de Cucumis sativus submetidos & temperatura alta, ap6s terem permanecido em
temperatura baixa. SALISBURY & ROSS (1992) comentam que hé evidéncias que sugerem
que os niveis de ABA também aumentam nas plantas quando s3o submetidas a temperatura
de resfriamento ou congelamento.

Quando as secgdes do rizoma de Kohleria sp ficaram em substrato com solugdes de
PEG (-3, -6 e -12 MPa) desenvolveram brotagSes do padrio rizoma, como aquelas em
presenca de disponibilidade reduzida de agua. Isto mostrou que a condigdo de disponibilidade
reduzida de 4gua no substrato poderia ser ou estar proxima a situagio de potencial hidrico
baixo para as sec¢des e como resposta desenvolveram brotagSes do padrio rizoma. As
plantas tém desenvolvido mecanismos para se acomodar i perda de agua para o ambiente e
muitas escapam da seca através do desenvolvimento de atributos morfolégicos e ou
fisiologicos que limitam a perda de 4gua (BEWLEY et al, 1993).

Outra observagio relacionada a esta condigio, foi que a massa seca das brotagbes das
secgdes do rizoma que ficaram em substrato com disponibilidade reduzida de agua foi menor
do que das brotagdes das secgdes que estavam em disponibilidade alta. Esta resposta
reforcou a hipétese de que a condigdo de disponibilidade reduzida de agua no substrato
poderia causar situagdo de déficit hidrico para as secgdes do rizoma e suas brotagdes, pois
uma das manisfestagGes de um tecido vegetal sob condigo de falta de agua ¢ a reducio de

crescimento. Segundo LEVITT (1980) a inibigio de alongamento celular deve ser a
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resposta mais sensivel da planta ao estresse hidrico, desde que o crescimento celular esta
relacionado a turgescéncia celular ¢ a turgescéncia celular diminui com a desidratacio.
KRAMER (1983) explica que o alongamento celular, geralmente, comeca a ser inibido nas
plantas que estdo em potencial hidrico de apenas -0,2 a -0,4 MPa. Entretanto, o valor do
potencial hidrico que leva 4 inibigio de crescimento ndo ¢ fixo, isto & pode ser diferente
conforme a espécie da planta e em funcfo de suas caracteristicas estruturais. Por exemplo,
em Triticum foi de 0,5 MPa (BARLOW et al., 1977), em Helianthus annuus L. de -4 MPa
(BOYER, 1970) e cevada esteve entre -0,5 a - 0,9MPa (MATSUDA & RIAZI, 1981). Desta
forma, relacionando a redugio de crescimento das brotagdes a utilizagdo de PEG que gerou
potenciais baixos, pode-se supor que a condigiio de disponibilidade reduzida de agua no
substrato tenha causado deficiencia hidrica ou situagio proxima a esta para as secgdes do
rizoma de Kohleria sp.

Observou-se, ainda, que a massa seca das secgBes do rizoma que ficaram em
substrato com disponibilidade reduzida de 4gua foi maior ou igual a das sec¢des em volume
maior de agua. Esta resposta foi diferente da verificada anteriormente com as brotagdes, cuja
massa seca foi maior nas brotagdes das secgdes que ficaram em substrato com maior
disponibilidade de agua. Talvez as secgdes em presenca de disponibilidade reduzida agua
tenham economizado a dgua de seus tecidos e para tanto tiveram metabolismo menor,
consumindo menos as suas reservas. Considerando ainda que as secgOes, nesta condigio,
conseguiram desenvolver suas brotagdes, pode-se classificar o rizoma de Kohleria Sp como
6rgdo resistente a falta de 4gua. Outra evidéncia da resposta de resisténcia foi que as secgdes
sO apresentaram sinal de murcha apds 120 dias sem qualquer adigio de dgua e ainda

desenvolveram brotagdo nesta condigdo (dados nio apresentados). Ha espécies que



123

conseguemn  sobreviver a dessecagio total. Exemplo disto sio as plantas africanas
Craterostigma nanum e Craterostigma monroi Engl. que conseguem passar por dessecagio
total por 3 a 5 anos e restauram sua atividade metabdlica quando reidratadas lentamente
(GAFF, 1977). As secgdes do rizoma de Kohleria sp ndo atingiram este grau de tolerancia a
dessecagdo, mas pode-se sugerir que possuem tolerancia alta & dessecagdo, pelo menos da
ordem de meses. Muitos organismos no estado tolerante & dessecagdo contém quantidade
grande de agucares sollveis e sacarose, geralmente acompanhada por oligossacarideos
maiores rafinose e estaquiose. A acumulacdo destas substincias poderia prover componentes
hidrofilicos, que poderiam recolocar a agua celular. Estas observagdes mostram que os
aglicares sd0 essenciais para a sobrevivéncia de tecidos vegetais em estado de dessecaciio.
Disto, pode-se supor que as secgdes do rizoma de Kohleria sp talvez tenham usado os
agucares nesta situacio de falta de agua, considerando ainda que a sua reserva principal ¢ o
amido. KOSTER & LEQPOLD (1988) verificaram que o conteudo de sacarose e
oligossacarideos nos eixos embrionarios de sementes de Glycine max L., Pisum sativum L. e
Zea mays L., aumentaram durante o estadio de tolerdncia i dessecagfio e na auséncia das
substincias a tolerincia desapareceu.

Sabe-se que plantas em condiciio de falta de agua utilizam-se dos solutos para
adquirirem a situagio de ajustamento osmético e um dos solutos conhecidos é o aminoacido
prolina. Entretanto, a prolina nio foi o soluto utilizado pelas secces do rizoma de Kohleria
sp. A quantidade encontrada de prolina foi reduzida e ainda verificada tanto nas secgdes que
ficaram em substrato com disponibilidade reduzida de agua quanto naquelas em volume
maior. Talvez a concentragfio de prolina sé venha aumentar mais tarde, isto é, em sec¢des

que ficassem por mais tempo nesta condigdo. Pode-se ainda SUpOr que agucares possam estar
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envolvidos 1o ajustamento osmoético das secgdes do rizoma nesta condigio, levando em
conta que sua reserva principal € o amido. MATSUDA & RAYAN (1990) mostraram que em
estudos cinéticos de curta duragdo houve aumento de glicose em tecidos submetidos a
potencial osmotico baixo.

Outra observagio foi que as sec¢des do rizoma em substrato com disponibilidade
reduzida de agua tiveram nimero menor de raizes que aquelas em disponibilidade maior. Este
resultado difere das observagdes mais gerais verificadas em outras espécies, quando
submetidas a falta de 4gua, que tiveram numero maior de raizes para aumentar a superficie de
assimilagdo de 4gua, como observado nas espécies de Lolium perene (JUPP & NEWMAN,
1987) e Zea mays (CIAMPOROVA, 1987). O crescimento maior de raizes ¢ particularmente
importante para o estabelecimento da plantula devido 4 facilidade das camadas da superficie
do solo secarem (SHARP ef al., 1988). No entanto, talvez a redugiio de raizes encontrada
nas secgdes do rizoma de Kohleria sp que ficaram em disponibilidade reduzida de agua no
substrato tenha sido uma estratégia para economizar energia e o consumo de agua. De
acordo com HALL (1981) um sistema de raiz bem desenvolvido pode explorar
substancialmente o ambiente do solo, mas os custos de energia associado com o
desenvolvimento e a sua manutencio podem ser excessivos. Por outro lado, a redugdo de
crescimento de raizes em plantas em condigio de falta de dgua pode estar associada as
substdncias reguladoras de crescimento. WATTS et al., (1981) discutem que um efeito
comum de estresse hidrico ¢ o aumento da taxa raiz/parte aérea e esta relagdo pode ser
mediada pela concentragio enddgena de ABA. No entanto, também ha evidéncias de que
etileno pode inibir o desenvolvimento de raizes, por inibir o transporte polar de auxina no

caule e isto por sua vez causaria inibigio do desenvolvimento das raizes. O tratamento de
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estacas de Pisum sativum L. com ACC reduziu o niimero de ratzes formadas. Este efeito foi
atribuido ao etileno proveniente do ACC, que mibiu o transporte polar de auxina
(NORDSTROM & ELIASSON, 1993). Resposta de inibigio do transporte polar de auxina
por etileno também foi encontrada em outras espécies; em estoldes de Solanum tuberosum
(MINGO-CASTEL et al, 1974) e em segmentos internodais de Pisum sativum (SUTTLE,
1988).

Assim, com a caracterizacio do efeito da condi¢do de 1,0ml de agua no substrato
pode-se sugerir que as secg¢des do rizoma de Kohleria sp foram capazes de brotar e
desenvolver suas brotagies com econdmia de agua, por apresentarem resisténcia a perda de
agua. As secgdes do rizoma nesta situagfo funcionaram como uma reserva perfeita de agua e
nutrientes para o desenvolvimento de sua brotagio.

Do estudo dos fatores do ambiente verificou-se que a temperatura e o volume de
agua do substrato influenciaram fortemente o padrio de brotagio desenvolvida pelas sec¢des
do rizoma de Kohleria sp. A brotagio do padriio parte aérea ocorreu em secgdes em
substrato com disponibilidade alta de 4gua e em temperatura de 30°C e o tipo rizoma em
secgdes que ficaram com disponibilidade reduzida de agua, nas temperaturas de 20 e 30°C.

A plasticidade das gemas das secgdes do rizoma de Kohleria sp em desenvolver se no
padréo rizoma também foi verificada ser fortemente controlada pelo etileno e 4cido abscisico.

O estudo do controle do desenvolvimento de brotagdes do padrdo rizoma mostrou
que o etileno esteve fortemente envolvido com a sua ocorréncia em secgOes do rizoma de
Kohleria sp que ficaram em disponibilidade reduzida de agua no substrato. Isto foi
inicialmente evidenciado pelo tratamento com ETREL, que promoveu o desenvolvimento de

brotagdes do padrdo rizoma nas secgbes com maior disponibilidade de agua no substrato,
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enquanto  as secgdes sem tratamento e em disponibilidade reduzida de 4gua também
formaram o mesmo padrfio de brotagio. Esta evidéncia foi confirmada com o tratamento das
secgOes com inibidores de etileno. Nitrato de prata é conhecido por inibir a¢do de etileno
(BEYER, 1976; VEEN, 1987, ABELES e¢f al, 1992). O tratamento das secgdes do rizoma
de Kohleria sp com AgNO; que estavam em situaciio de disponibilidade reduzida de 4gua no
substrato, causou o desenvolvimento de brotagdes do tipo parte aérea. O efeito de AgNO,
em inibir a agdo de etileno ¢ bastante conhecido e ja foi visto em Lycopersicon esculentum
(DAVIES et al., 1988), Brassica campestris (CHI et al., 1991), Brassica juncea (PUA &
CHI, 1993) e citrus (GOLDSCHMIDT e al., 1993).

Secgdes do rizoma que ficaram em substrato com solugdo de PEG, simulando
condigdo de potencial hidrico baixo e tratadas simultaneamente com nitrato de prata,
desenvolveram brotagdes do padrio parte aérea e aquelas s6 com PEG tiveram o tipo rizoma.
Este experimento mostrou que em condigio de disponibilidade reduzida de agua, o etileno
pode exercer ou ser uma das substincias que controlam o desenvolvimento de brotagdes do
padrio rizoma, ja que o nitrato de prata foi capaz de impedir o desenvolvimento do tipo
rizoma.

AVG ¢ inibidor da sintese de etileno (WANG, 1987). O tratamento de secgbes do
rizoma com AVG constitui-se em outra evidéncia do envolvimento de etileno com o
desenvolvimento de brotagSes do padrio rizoma. AVG promoveu o desenvolvimento de
brotagdo do padrio parte aérea em secgdes com disponibilidade reduzida de 4gua no
substrato, inibindo a formagio de brotag¢des do tipo rizoma, provavelmente por inibir a
sintese de etileno. BERGLUND & OHLSSON (1992) trataram com AVG tecido de Digitalis

lanata que estava em meio de cultura e obtiveram actimulo da substincia cardenolida, através
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da inibigAo da sintese de etileno. O efeito de inibigio da sintese de etileno por AVG foi visto
também em Lycopersicum esculentum Mill (FUGINO et al., 1989) ¢ em explantes de folhas
de citrus (GOREN et al., 1993). Considerando que a ocorréncia de brotagdes do padrio
rizoma esteve fortemente associada a disponibilidade reduzida de 4gua no substrato e ao uso
de PEG para redu¢do do potencial hidrico utilizado, pode-se sugerir que o padrio rizoma
seria uma resposta morfologica das secgdes do rizoma de Kohleria sp  condicio de déficit
hidrico e seu controle ¢ exercido pelo etileno. De acordo com HALE & ORCUTT, (1987) a
condi¢io de estresse de agua promove a produgio de etileno em tecido vegetal.

Além de inibir o desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma, AgNOQO; também
influenciou o apice das brotagdes a desenvolverem um botdo floral. O botdo floral da
brotagiio atingiu o estidio de antese completa. Provavelmente, a auséncia da acdo de etileno
ou outra substancia influenciada pelo etileno possa ser um dos fatores que estdo relacionados
com o controle do processo de floragdo das plantas de Kohleria sp. O nitrato de prata
inibindo a ag@o de etileno pode ter alterado a sensibilidade das gemas das secgdes do rizoma
tratadas e este fator talvez tenha sido posteriormente transmitido também para as brotacdes e
as suas gemas apicais devem ter adquirido estado de competéncia e determinagiio que
conduziu a diferenciagdo floral.

Tratamentos com auxina ou citocinina podem promover a producio de etileno, por
via indireta, em tecidos vegetais, como verificada em Oriza sativa (GROSSMANN &
KWIATROWSKI, 1993a) e Helianthus annuus (GROSSMANN ef al., 1993b). No entanto,
o tratamento das seccSes do rizoma de Kohleria sp com auxina efou citocinina nio
promoveu a produgio de etileno como se esperava, causando o desenvolvimento de brotagio

do padrio rizoma. Talvez 6BA e auxina na concentragio usada nio promoveram o



128

desenvolvimento do tipo rizoma, porque a quantidade de etileno produzida foi insuficiente ou
ainda porque o etileno envolvido com a formagio do padrio rizoma seja formado de outra
maneira.

Embora, o ACC exégeno ndo tenha influenciado o padrio de brotagfo, foi detectado
em extratos de secgSes do rizoma que ficaram em disponibilidade reduzida de agua no
substrato, caracterizando de forma indireta a presenca de etileno. ACC é o intermediario da
via de sintese de etileno ¢ a sua determinag3o endOgena € usada para identificar a produgiio
de etileno (SAFTNER, 1992; ROTHAN & NICOLAS, 1994).

A dosagem de etileno mostrou que a sua liberagio foi significativamente maior nas
secgdes do rizoma de Kohleria sp que ficaram em disponibilidade reduzida de agua no
substrato que naquelas em disponibilidade maior. A liberagio de etileno encontrada
comprovou diretamente o seu envolvimento com o desenvolvimento de brotacio do padrio
rizoma e ainda estd de acordo com os resultados obtidos indiretamente através dos
tratamentos das secgBes do rizoma com ETREL, AgNO; e AVG. Assim, indicando que o
etileno teve agfo moduladora nas gemas do rizoma de Kohleria sp em condigdo de falta de
agua. A presenga de etileno em tecido vegetal em falta de agua tem sido evidenciada em
outras espécies. Folhas destacadas de Lycopersicon esculentum Mill. e Triticum aestivum
quando foram submetidas 4 murcha produziram mais etileno do que aquelas mantidas
umedecidas (NEILL et al., 1986, WRIGHT (1977).

Analisando-se a resposta de padrio de brotagio das secgdes do rizoma de Kohleria
sp, sugere se que a gema da cada secgdo que brotou possuia competéncia e determinagio
conforme MCcDANIEL (1984) para responder logo que foram submetidas a uma das

condi¢des de umidade do substrato. Isto pode ser comprovado também pelo processo de
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brotagio que atingiu porcentagem alta no 4° dia, e por volta do 6° dia a morfologia das
brotagdes ja era identificada. Com o resultado de liberagio de etileno, que ocorreu no 2° dia,
pelas secgOes em substrato com disponibilidade reduzida de agua, pode-se sugerir que a
competéncia e determinagio das gemas em se diferenciarem no padriio rizoma foi modulada
pela presenga de etileno. Pode-se ainda sugerir que talvez a definigio padrio rizoma pode ter
ocorrido j& no 2° dia que as secgdes foram deixadas em disponibilidade reduzida de agua.

Portanto, logo apos o inicio do experimento, nos primeiros dias, o padriio
morfologico da brotagdo foi definido e muito provavelmete etileno participou do seu
controle.

Caracterizado que as sec¢bes do rizoma de Kohleria sp em disponibilidade reduzida
de dgua no substrato produziram etileno, pode-se ainda relacionar esta evidéncia ao nimero
reduzido de raizes formadas quando as sec¢3es estavam, nesta condigio. Talvez a produgio
de etileno nas secgdes em disponibilidade reduzidade de 4gua tenha impedido que auxina
fosse destinada a formagdo de raizes. Isto estaria de acordo com as observacgdes levantadas
anteriormente nos experimentos, onde etileno inibiu o transporte polar de auxina causando a
mibigdo da formagio de raizes.

A analise do apice modificado das brotagdes, das secgdes do rizoma de Kohleria sp
que ficaram nos frascos para dosagem de etileno, sugere a hipotese de que o apice “em forma
de cabega”, poderia ser na verdade o caule da brotagio que continuou a ser formado mas nio
se alongou. Isto em fungfo que no apice modificado a disposicio do cilindro vascular deixou
um espago que poderia corresponder a uma lacuna foliar e as células do tecido
parenquimatico serem pouco diferenciadas devido a4 presenca de meatos aeriferos.

Finalmente, também pela presenca de grupos de células parenquimaticas pequenas, que
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parecem ter potencial para se diferenciarem em gemas e que talvez-viessem a ser as gemas
laterais do caule da brotagdo. Observou-se, neste caso, novamente a caracteristica forte de
plasticidade que o meristema destas brotagGes possui.

Verificou-se que acido abscisico promoveu o desenvolvimento de brotagio do padrio
rizoma nas sec¢des do rizoma de Kohleria sp que ficaram em substrato com disponibilidade
maior de agua. Esta resposta das seccdes mostrou que 0 ABA também pode participar do
controle do desenvolvimento de brotagio do padrio rizoma. ABA é conhecido por modular
as respostas das plantas em condigdo de falta de agua. Segundo CORNISH & RADIN (1994)
um dos efeitos da presenga de ABA poderia ser em integrar respostas das plantas ao estresse
hidrico. Quando ABA ¢ aplicado em raizes o volume de fluxo de agua através destas ¢
frequentemente maior, melhorando o balango hidrico da planta. Qutra evidéncia de sua acio
mediadora foi obtida quando embrides de Dawcus carota tratados com 4cido abscisico
tiveram toleréncia a dessecago (LDA ez al., 1992; TETTEROO et al., 1995).

Para se caracterizar o possivel envolvimento de ABA endégeno com o controle do
desenvolvimento do padrio rizoma foram avaliados extratos metanélicos das sec¢des do
rizoma de Kohleria sp. Para tanto as secg¢des do rizoma foram previamente deixadas em
substrato com disponibilidade alta ou reduzida de agua. Nos bioensaios das fragdes acidas
dos extratos caracterizou-se a presenca significativa de atividade inibidora, principalmente
nos extratos das secgdes que ficaram com 1,0ml de 4gua no substrato,

Identificou-se também a presenga de inibigio da germinaciio das sementes pelas
fragdes acidas dos extratos das brotacdes. O teste de germinagio de sementes ¢ um bioensaio
utilizado para detectar a presenca de substincias inibidoras de germinacdo. HIRAI (1986)

explica que a germinagio de sementes como as de Lepidium sativum, Lactuca e Raphanus é
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mibida por ABA. Mas, este efeito inibidor nfio ¢ especifico para ABA. muitos outros
compostos, como derivados fendlicos e toxinas patogénicas fiingicas podem causar inibigdo
de crescimento e germinagdo. Talvez a presenca do inibidor em todas as frages acidas das
brotagdes possa ser devido 4 presenca de outros compostos como as substéncias fendlicas, ja
que, neste trabalho, identificou-se a presenga destas substancias no rizoma de Kohleria sp.

A atividade de inibi¢do da germinagdo das sementes pela fragio acida das secgOes do
rizoma que ficaram em 1,0m! de 4gua no substrato pode ser associada & possivel presenca de
um inibidor que poderia ser ABA.

O resultado indicativo de atividade de ABA pela fracdo 4cida do extrato das secgles
do rizoma de Kohleria sp foi confirmado também com a sua analise por cromatografo a gas
acoplado a espectrdmetro de massas (GC/MS). O ABA padrio utilizado nesta analise foi de
uma mistura de isdmeros (cis ¢ trans), que foram caracterizados por HPLC.

Para tanto monitorou-se o ion de m/z 190 que é o pico base nos espectros de massas
de ABA. NEILL & HORGAN (1984) observaram que a caracterizagio de ABA por GC/MS
mostrou que, no espectro de massas de impacto de elétrons, os ions que ocorreram foram de
m/z 222, 190, 162, 134, 106 e 91. O ion de m/z 190 foi o pico base, 0 mais abundante no
espectro e foi caracterizado como tendo quatro atomos de oxigénio originalmente presentes
na molécula da solugio de ABA padriio.

Na analise do extrato das secgdes do rizoma com dez dias de idade também foram
encontrados componentes que apresentaram picos de m/z 190. Estes componentes foram
observados em tempos de retengdo de 11,6 a 12,6 minutos, o que foi igual aos tempos
observados para os isdmeros de ABA padrdo. A abundéncia dos ions de m/z 190 foi maior na

fragdo acida do extrato das secgdes do rizoma que estavam em 1,0ml de agua no substrato
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que na fragdo do extrato daquelas em 12,0ml. Monitoramentos baseados no ion de m/z 190
foram também aplicados aos extratos de ABA purificados de tecido vegetais de outras
espécies, como em exocarpo de Citrus sinensis (COWAN & RICHARDSON, 1993),
embrides somaticos de Larix decidua (LABEL & LELU, 1994), sementes de Malus
domestica Bokh (SUBBAIAH & POWELL, 1987) e cariopsis de Zea mays L. (RIVIER et
al., 1977).

Desta forma, os resultados dos bioensaios e a caracterizagio por espectrometria de
massas evidenciaram que ABA também deve participar do controle do desenvolvimento de
brotagdes do padriio rizoma, em secgdes do rizoma de Kohleria sp em disponibilidade
reduzida de agua no substrato.

Caracterizadas as presengas de etileno e ABA em secgBes do rizoma de Kohleria sp
em presenca de substrato com disponibilidade reduzida de 4gua pode-se inicialmente sugerir
que estas substéncias estavam diretamente associadas a resisténcia do rizoma a falta de agua.
Talvez ao etileno e ABA também se possa atribuir a capacidade das secges do rizoma de
Kohleria sp permanecerem em temperatura de 20°C, uma vez que nesta condigdo também
desenvolveram o padrio rizoma.

Considerando as evidéncias indiretas dos efeitos de etileno e ABA em promoverem o
desenvolvimento de brotagdes do padrio rizoma nas secgdes com os resultados da
caracterizagdo endogena, pode-se sugerir que etileno e ABA participaram dos eventos do
controle do desenvolvimento do padrio rizoma em secgdes do rizoma de Kohleria sp quando
submetidas a baixa disponibilidade de dgua no substrato. Talvez etileno e ABA exergam
controle no desenvolvimento do padrfio rizoma por caminhos diferentes isto ¢, cada um

poderia atuar por uma via ou poderia haver uma interagio entre ambos para atingir o
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desenvolvimento deste tipo de brotagdo. Ha evidéncias indicando que ABA, em condi¢do de
estresse hidrico, promoveria a produggo de etileno. Assim, sugere-se que esta relagio poderia
ter ocorrido com o controle do desenvolvimento do padrio rizoma em secgOes do rizoma que
ficaram em substrato com disponibilidade reduzida de agua. A producdo de etileno pelo ABA
foi verificada em explantes de Gossypium hirsutum L.(CRACKER & ABELES, 1969), de
Phaseolus vulgaris JACKSON & OSBORNE, 1975} e de Citrus sinensis (GOREN et al.,
1979) e ainda folhas de Oriza sativa (YEH, et al., 1995).

Pelas observagBes de que as plantas de Kohleria sp sobrevivem & esta¢do de inverno
atraves de seu Orgdo subterrneo, podemos fazer as seguintes consideracdes. Esta estacio,
cuja temperatura ¢ baixa, também ¢ a estagdo de seca. O desenvolvimento de brotagdo do
padrio rizoma ocorreu quando as secgbes do rizoma estavam em substrato com
disponibilidade reduzida de agua ou em temperatura de 20°C. Pode-se sugerir que, nas
plantas de Kohleria sp, o controle da formacio de seu orgéo subterrdneo esta associado além
da disponibilidade baixa de dgua e temperatura baixa, também as substincias de crescimento

etileno e AB A, conforme verificado, neste estudo, com as sec¢des do rizoma.
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CONCLUSOES

Do estudo realizado com o rizoma de Kohleria sp pode-se concluir:

Ha a necessidade de maiores estudos para que se possa identificar as plantas de Kohleria
sp a nivel de espécie.

O rizoma de Kohleria sp ¢ um sistema bastante organizado. Trata-se de um caule, devido
a disposigio de xilema para o interior do cértex e floema para fora, que é envolto por
folhas modificadas que armazenam amido.

Sugere-se, ainda pelo estudo anatdmico feito neste trabalho, que o rizoma de Kohleria sp
poderia ser denominado de “rizoma bulboso”.

Detectou-se, preliminarmente, a presenca de substincias fenolicas, que podem estar
associadas a preservagio do rizoma contra o ataque de microorganismos na terra.

A formagido do rizoma de Kohleria sp ocorreu indiferente a condigdo fotoperiédica em
que as plantas ficaram.

O rizoma possui niimero abundante de gemas que lhe confere um alto grau de capacidade
regenerativa.

O rizoma de Kohleria sp ndo apresentou dorméncia, brotou imediatamente apos sua
coleta. Este 6rgdo possue relagio de dominincia apical forte ocorrendo, em geral, uma
brotagdo por segmento.

A brotagio de secgdes do rizoma ocorreu tanto na luz quanto no escuro, ¢ ainda nas
temperaturas de 15, 20, 25 e 30°C, sendo que as mais altas favoreceram a velocidade do

processo.
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As seccgdes do rizoma brotaram em substrato com teor de hidratagdo baixo ou em sua
auséncia e ainda desenvolveram suas brotacdes nestas condi¢des. No entanto, as secgdes
apresentaram limite de tolerincia ao excesso de 4gua, onde apodreceram,

A gema das secgbes do rizoma, apds brotar, poderia se desenvolver no padrio parte
aerea Ou no padréo rizoma. A definigio da gema em se desenvolver entre um dos tipos
ocorreu rapidamente, por volta do 3° dia que as secgOes foram submetidas s condigdes
indutoras.

Observou-se que as gemas do rizoma de Kokleria sp possuem alto grau de plasticidade.
As gemas responderam, imediatamente, com o desenvolvimento de um dos padrdes de
brotagdo. O meristema apical de suas brotagdes desenvolvidas também apresentou alto
grau de plasticidade.

O padréo rizoma ocorreu em secgdes que ficaram com disponibilidade reduzida de agua
no substrato, nas temperaturas de 20 e 30°C. O padrdo parte aérea ocorreu em secgbes
do rizoma que ficaram com disponibilidade alta de agua no substrato e em temperatura de
30°C. Entretanto, quando estavam em teor alto de hidratag@io e em temperatura de 20°C
tenderam a desenvolver o padrio rizoma.

As secgdes do rizoma que ficaram em substrato com solugdo de PEG, correspondentes
aos potenciais de -3, -6 e -12 MPa, também desenvolveram brotagdes do padrfio rizoma,
como aquelas que ficaram com disponibilidade reduzida de agua no substrato.

As sec¢Oes do rizoma que estavam com disponibilidade reduzida de agua no substrato ou
em sua auséncia mantinham se integras e ainda desenvolveram suas brotagdes nestas
condi¢cdes. Esta resposta das sec¢des mostrou que o rizoma ¢ bastante resistente 4 perda

de agua.
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* Verificou-se o envolvimento de etileno € acido abscisico no controle do desenvolvimento
de brotagdes do padrio rizoma pelas secgdes do rnizoma, quando estavam com
disponibilidade reduzida de agua no substrato.

» Considerando que a brotago do padriio rizoma ocorreu nas secgdes que estavam com
disponibilidade reduzida de 4gua no substrato e que na natureza o rizoma é capaz de se
manter em estagio seca, pode-se sugerir dos resultados obtidos que o controle da
iniciagdo deste orgio nas plantas de Kohleria sp estd associada ao etileno e acido

abscisico.
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