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I - INTRODUGAD

A recuperacao de uma planta inteira a par
tir do cultivo de partes iscoladas  da mecma e de grande im
portancia para a agricultura porgue torna possivel a producao
em grande escala de plantas geneticamenlte uniformes, descenden
tes de um unico individuo selecionado. Estia nratica, conhecida
como estaguia, e tambem ideal para certos estudos fisielOgicos
nos quais o uso de plantas inteiras € inconvenienie e/ou impossivel
apresentando além da vantagem da uniformidade, a obtencdo de
grande numero de repeticoes gue podem facilmente ser submeti-
das as condiges smbientais controladas.

No processo de estacuia, varjas partes da

planta sao utilizadas: caule, hipocotile, epicotilo, raiz, co

4

tiledone, folha, etec. Tanto cotiladone como folhas se destiacam

O

come materiais ideals para muitos estudos fisiologices por cons
tituirem sistemas completos com uma fonte de produgao de fotlos
sintatos e uma fase final de utilizaciao dos assimiletoes.

0 fenomeno de regeneracdao de novas partes

de uma planta a partir de uma estaca esta condicionado a Sua

capacidade de proeduzir raizes adventicias,

"azao pela aqual a
rizogenese vem sendo intensamente estudada. Para estudo dos fa

tores guimices, endogenos, bem como de falores ambientais en

o~ ]

volvidos na formageo de raizes adventicias ha necessidede de u

kS g

tilizacao de enseios especificos pelos quais seja poss

RS
i

tectar as influencies de zgentes promolores ¢ inibidares. Fete

estudo requer continuemente grande numero de estac

[t
i
oo
i s
=
fac}
=
g
LY



-0

i P

0 uso de estacas pr entes de plantas propagadas por semen
tes torna-se entao muito fTaveoravel pela Tacilidade de obtencdo
de muitas plantas morfologicas e Tisiologicamente uniformes em

gualquer epoca do ano.

No estudo da rizogenese os pescuisadores tém vt
Tizadeo plantas de diversos generos, como por exemplo:FPraum (WENT,
1929 JVETERSKOV et al., 1976, Impatiens (EOUILLENNE e WENT, 1933
in FERNQVIST, 1966), Salixw (KAWASSE,1964), Sinapie & FRaphanus

(LOVELL et al., 1871} 4belmoschos [(BHATTACHARYA et al., 1978),

Phaseolus (FERNQVIST, 18966), Lycopersicon (COLEMAN e GREYSON

1976) Panicum (FELIPPE, 1979), ete. A utilizacio do

S
Tus  tem sido das mais Trequentes e as pesquisas foram realiza-
das em estacas de diversas porgoes do corpe da plantula. HESS
{1864) utilizou hipocotilo de plantules de P, vuloeris e FP. au
reps crescidas no escuvo, enguanto STUART (1938) trabalhou com
hipocotilos de feijdo anio crescidos na luz. HAMBLRG(19571;1952
1954} em seus estudos de formacao de raizes advent
tacas de hipocotilo com folhes primarias e este método foi pos

teriormente Introduzido come “teste de envaizamento do fel

e
LA

Wi

o

SHEUERMAN (1952 in FERNQVIST, 1866) estudou o efeito de vitami-

nas no crescimente ”er1<f“md13 e rizooenese em epicotilos es
tiolados de Flagseolus g. Em Proseolus vulgaria, as To

Thas primarias tem side um sistema fregueniemente

fon
1
o
fe
]
e
[sH]
-3
ot
o

estudo da Tormagdo da raizes adventicias (VARGA e HUMPHRIES,1974 -

OPPERNOCRTH, 1978, 1979, 1980; HEWITT e HILLMAN,1980 a).

¢ " o T - i} p—,
s Oifias grimarias ae F g0 se movem

para beixo e para cima com um ritmo c¢ircadiano, conirolado por

relogio" endogeno e gue se mantém, mesme a lemperatura e/ou



sob condigoes de Tuz e escure contTnuss. Este movimento da To
Tha resulta de alieracgbes de ‘furgescencia em lados opostos do pul

vino apical (BUNNING, 1973: SATTER, 1980Y, 0s estudos de KIYDSA

WA e TANAKA , 1876} revelaram gue duvante as alteracies de VO

- . . oL \
tume das celulas pulvinares o ion K foi encontrado emn concen

tracces mais altes do cue ©s outros e qgue, a deformacao do
pulvino occorre por expansao e contrecao das celulas do seu Ta
do superior e interior, estando esta VQriaga de thgescéﬂcia
em correlagao poesitiva com as a??&ragﬁas na distribuicéo a0
potessio. Continueando estes estudos KIYOSAWA (1979) mosirou, a
traves das analise das concentracdes de ions e sacarideos, nas

partes superior e inferior do pulvino apical, que o “"relogic" en

dogeno controla a distribuicdo desigual de k", €17, Fcidos orga
nicos {ou H+) e NDE“ no putvine, podendo ser esta & forca para
o mevimenlo circadiano.

KRIEGER ©1978), observou gue a aplicacao de
auxina no tado superior do pulvino apical da folha primaria de
Phaseolus vulgaerve , faz com que esta se dobre em direcio con
traria 20 ponte de aplicacéo. Fste efeito foi apenas obsorvedo

com aplicecao de auxinas conhecides como ativas, mas nao por a

- ) fl

plicageo de anzlogos ineatives das suxinas, scndo 2.4-D e
L~2,4-D considerados como indutores de ativicdade intermediaria
A promogso de dobramento foi reservivel e precsumivelmente cau-

sada por aumento de fturgesceéncia das celulas tratedss.

SE {(1941) e GREGCORY e SEMANTARAT (1950)

hasal afeta o eoraizamento de folhas de



entretanto tecer consideracoes a respeito ds validade e nature
za desta inibigdo. Testes preliminares com algumas cultivares
desta espédcie comprovam o comportamento inibidor do pulvino no

enraizamento de felhas primarias. Folhes com pulvino nse enrai

5
i

zam e a eliminagio desta estrulura restabe

Tl
[
3]

a rapacicade de
enraizamento do peciolo. HEWITT e HILLMAN (1881), analisando es
ta inibic3o observaram que ela poderia estar relacionada com a
dessecacac rapida e severa observada em Tolhas com pulvino, 24
horas apos serem colocadas em condicgoes de enraizamento. Argu-
mentaram, entretanto, que a inibicao causada pele pulvine nao
poderia ser explicada somente em termos de relagoes hidricas,
embora ela pudesse ser um efeito secundario desta dessecagao.
E existéncia de material biologico propicio
(estaca de folha), contendo duas regites proximas com efeito
fisiolvogico téﬁ diferente en relagiéo a rizogenese (peciolo e
pulvino), parece um sistema adeguado para pesquisar 0 Processo
de enraizamento e em particular estudar os fTatos metabolicos

que levam ao comportamento fisiclogico diferencial em .relaczo

-
[

i

[aE]
[N

a formacao de raizes venticias.



I1 - DADOS BIBLIOGERAFICOS
A formacdo de reizes adventicias & o mais im

portante dos processoes gue levam ao estzbelecimento de uma plan
ta, a partir de um Orgao isolsdo, uma vez gue s3o elas Gue
absorvem agua e nutrientes, tornsndo possivel o intenso cresci
mento do caule. 0s processos de iniciagao e desenvolvimentio das
raizes adventicias sao influencisdos por muitos fatores, tanto
endogenos como ambientais.

Muitas investigagoes foram realizadas no  sen

tido de determinar as condigtes de fTormacéc de raizes e 0s re
sultados aparecem em varias revisces, principalmente as de

DORE (1968), TORREY {1965), FERNQVIST (1966) e RESS (1969},

As pesquisas, neste selor, incluem o estudo da

scio de Tatores ndo guimicos, considerados externos (&gua, aera
czo, temperatura, luz e pH) e interncs {estado nutricional do
tecido, polaridade etc.). Tawbeém tem sido analisada & agao de

fatores guimicos como vitaminas, giberelinas e principalmente au
xinas na Tormacao deste orgdo. Varios pesguisadores tem estudado
em deialhe as relacces fitohormonais neste fentmeno e  sugerido
alguns esquemas pavra COmMpresnsao dos pessos metabolicos gue le
vam a formacao das raizes adventicias(SKOOE e MILLER, 1957; TOR
REY, 1956 in TORREY, 19655 LIBBERT, 1864 in GAUTHERET, 1268 BOUL
LENNE, 1952, 1964, BOUILLENNE e BOUJLLENNE-WALRAND, 1847 in GI
ROUARD, 1969).

A pesquisa a respeito de uma substancia espe

cifica, formadora de raiz, comegou em 1979 quando WENT nolou cue



difusados de Tolha de Acopipha podiam induzir a formacao de rafi
iy %

zes adventificas eom folhas de decelipra e Cariea (WENT,1929). A

i

hipotese de rizocalina foi spresentada por BEOUILLENNE e WENT em
1933 (in FERNQVIST, 1966):a rizocalina era considerads um hormd

nio especifico formador de raizes, sem carater nutricional, pro

duzido nas folhas sob acao da Tuz, podendo ser zrmazenada nos

cotiledones, de natureza termolabil e sendo trenslocada em di

recao basipeta. 0 desenvolvimento de testes especificos para for
macao de raizes facilitou o estudo da rizocalina, que passou  a
ser considerada por WENT e THIMANN (1937) como mats uma auxina.
Para BOUTLLENNE e seus colaboradores a rizocalinag continuava sen
do uma substancia especifica formedora de raizes (in CHAMPAGNAT ,

1961) gque para eles era "movel-fixada", Segundo o novo postule-
do da hipotese, a suxina ativeva uma "rizocaline movel", aue

era sintetizada nas folhas, pelas acao de uma enzima periencente

a0 grupo das polifenoleses. A auxina foncicnava entaoc como Lm
co~Tator na formacao da "rizeocalina-Tixada", & gual se Tformava

ag
1
'

nos tecidos onde a polifenolase era encontrada. Na ultimea modi

bt
e
{"i
“r.j
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-

ficagao desta hipotese, BOUILLENNE (in GI 1809 )Y descreveu

& rizocalina como um complexe de tres falores: um altamente es

pecifico, movel, com grupos ortofendiicos que & sintetizede nas

folhas expostes a luz; outro, uma esvxina, um fator nio especifi

co movel, presente em concentracces fisiologicas e o terceiro,u

ma enzima que reguer oxigenio, localizada em células e tecidos

especificos. fste conceito fol parciaimentie modificado por LIB
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téncia de uwa enzima presente somente em determinadas celulas
e tecidos, gue reagiria com a rizocalina livre, mas aceitando
apenas, que uma parte deste fator se combinaria com & =zuxina
e gue este complexo formado induziriaza a Tormagao de raizes ad
venticias (in GIROUARD, 1969). Em 1957, HESS {in HESS,1969)4n
troduziu o concelto do cofator de enraizamento. Fstes cofato-
res denominados de 1T a 4, com base no seu comportamento croma
tografico, foram considerados substancias endbgenas capazes de
atuar sinergisticamente com a auxina no enraijzamento de esta
cas de plantulas de feijao mungo. Foi verificado que SOmEn-
te terpencides promoviam a formaczo de rafzes nas estacas de
feijao mungo. Para atividade maxima neste bicencaio era reque
rida uma estrutura molecular com pelo menos deis grupos hidro
xilicos na posicao crto e uma posigao para tivre. Recentemen-
te, os covatores de muitas piantas foram aznalisados, entre e
tes de Hedera helix (GIRGUERRD, 1869}, Phaseolus cureus (JAKSON
e HARNEY, 1269) e Rhododendron (FOONG e BARNES, 1981).

E hoje de ampla aceitacio o papel importan-
te gue as auxinas desempenham na Tormacgo de raizes adventici
3s. 0 efeito promotor deste hormonio e algumas vezes influan-

~

ciedo por fatores que sao limitantes para formacéo de rajzes.

i

Alguns destes, tem efeito nuiricional.como carboidratos e subs

tancies nitrogenadas.Outros, entretanto ,podem ser considerados

-

cofatores de crescimento e sinergistas do hormonio (VAN OVERBEEK

o)

el al., 1246 HESS,1969) .0Observacoes sobre a atuscio de acido

indolil-3-acetico (AIA) na fTorwacio de raizes {( NARDA et a7.



1977 ALTMAN ¢ WAREING,1975) sugerem gue o aumento endbgenc des
te hormbnio na base de uma estsca ou um ifratawento com aplica-
¢as exogena poderia afelar imediatemente o acumulo de outros fa
tores que sae necessarios a rizogenese. A importancia das folhas
(ALTMAN e WAREING, 1975) e das gewmas (ERIKSEN,1973) na promo-
¢io de iniciacdo de raTzes em estacas Toi verificada pelo efei
to de eliminacao destes Orgaos no enraizawento., A expressido do
efeito de AIA na inducao de formacao de rajzes, € dependente da
area foliar, sendo tanto maior o nimero de raizes, guanto major
o numero de folhas mantidas na estaca. Apds & excisao foliar,os
agﬁcarés passam a se acumuliar lentamente na base das estacas. A
plicacao de AIR aumenta a velocidade deste transporte basineto
de assimilatos e ceonsequentemente o seu acumulo.Este acimulo de
ve estar relascionsdo com a grande mobilizacac de assimilatos das
partes superiores observado em estacas tratedas com AIA. Experti
mentos envolvendo pre-tralamento com ALA e transporte de assimi
latos em estacas com primordios em formecao,sugerem um duplo e

feito de AIA: um efeito direto sobre o transporte e um indireto
no aumento do "sink" da raiz. A conclusao & que ambos podem es
tar influenciando a inducao do acimulo basipeto de assimilatos.
ITsto sugere gue uma das propriedades do AIA na promocio do en
raizamento de estacas e sumentar a utilizacio de aclcar no To

cal de formsczo de raizes.

pa

VON GUTTEMBERG e ZETSCHE {1956) wmostraram que

v
;

a sintese de carboidratos & necessaria para o transporte de AI1A

no escuro.  tstacas Toliares de Fhaseolus vulgaris provenien-

X,



tes de plantas mantidas no escuro por & dias, quando tratadas
com sacarose e AIA apresentaram um aumento do nimero de raizes
formadas, bem como no comprimento da parte do peciolo gue en
raizava, principalmente guando o AIA foi aplicado apos a saca-
rose. Estes resultados indicam, tambem, gue a sacarose deve
ter promovido a ent#ada de AIA nas estacas (OPPENOORTH,TG980).

bstacas de caules estiolados de Fopulus for-
meram mais raizes apds aplicacdo de sacarose {NANDA e JAIN,1972)
Entretanto, enraizamento de estacas caulinares verdes,desta es
peécie nao se mostraram dependentes do nivel de sacarose, mas
sim, do conteudo de citocininas (OKORO e GRACE,1876, 1878} . Por
tanto, o papel da sacarose exogena no enraizamento de estacas,
parece estar restrito ao de fonte de energia metabolica em
substituicao a fotossintese.

Ho entanto, o aumento da dntensidade Jumino-
sa Tornecida as plantes doadoras de estaca, diminui o nuinero
bem como o peso seco das raizes formadas nes estacas. Ha indi-

£

cagoes de gue o tratamento tem mais efeito na diminuicdo da ve

tocidade de crescimento do gue propriamente na iniciagao de

o
i

raizes adventicias, (HANSEN e LRIKSEN, 1874, HANSEN, 1976 WELAN
DER, 1978: CGPPENOORTH,T280). LAMBERS e POSTHUMUS (12980,1in OPPE
ROORTH, 1980) sugerem que a velocidade elevada de transpiracdo
aumenta a velocidade de transporte de reculadores de crescimen
to sintetizados nas raizes em direcdo ds folhas. Citocininas e
acido abscisico inibem o crescimentio de ra
REY,1976}; assim uma alta concentracdo deste hormonio

a
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na lamina foliar, poderis causar uma diminuicac da velocidade
de formacao de raizes adventicias em estacas foliares, Alem
disso mais acido abscisico poderia ser sintetizado na folha
devide a diminuicdo do potencial de Zgua da lamina, causada
pela forte iluminacio (WRIGHT e HIRON,1872).

Ha sugestoes de que a produgac de raizes,ad
venticias seja influenciada tambem pela gualidade da Tuz, a gual
exerce seu feito por meioc de fTatores regulatorios nutricio
nais (GUPTA et al., 1977).As estacas de Phaseolus mungo obti
das de plantulas crescidas em vermelho extremo, nao enraizam
em adgua, AIA ou acido indolil butirico {AIB) sozinhos, porem,
enraizam quandc sao cultivadas em sacarose ou em solugoes des
tes reguladores combinadas com sacarcse. Quando as plantulas
crescem no escure, s¢b luz branca ou vermeiha as estacas enra
izam. Neste ceso, as estaces enraizam mais guando a planta mee
cresceu no escuro e a qguantidede de raizes decresce nos trata
mentos com luzes vermelna e branca

0 etilenc e um regulader de crescimento na

0 de raizes e trans

tural com comproveda atividade na forma

WY

porte de auxines (ZIMMERMAN e HITCHCOCK, 1933: PRATT e GOESCHL,

cltarea a ext

oy
b

1669). Entretanto, nzo est Nsao 4o Seu envolvimen

to em enraizamento,sendo que alguns investigadores mencionam-
no come promotor (KAWASSE, 1971}, outros como nzo tendo efei
to (SHARNKS, 1969} e ainda cutros como inibidor (MULLINS,1G72 )
da formacao de raizes adventicias.

BATTEN e MULLINS {1978) verificaram respos~-
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tas de enyaizam&mto e produgdo de etilenc em segmentos de hipo
cotilo de Teijao mungo estiolados tratados com varios tipos de
suxinas. Entretanto, nao foi encontrada uma relacso entre a ca
pacidade da suxina induziv formacao de raizes e sua capacidade
de induzir a prcdugém de etileno. Estudos com misturas de AlA

(um fraco estimulador de envaizamento, mas efelivo na indugac
de produgac de etileno) e AIB (um estimulente de enraizamento,
mas fraco estimulador de producao de etileno), e exposicao de
estacas a dioxido de carbono{C0,),em comparagao com estacas tra
tadas com etileno ou a acido 2-cloroetil fosf onico (etefon) in
dicaram que etileno nao esta diretamente envolyido na inicia
¢ao de raizes adventicias em feijao mungo. Conclui-se que con
centracoes nao fisiologicaes de etileno s&o necessarias para
causar um efeito na Tormagao de ﬁa?zes sdventicias e que o© e
Teito das auxinas no enraizementc nao € resultade de sua habi-
lidade de produzir este gas. Fara OPPENOORTH{1980) o etileno L
tuaria na iniciacao radicular, na fase imediatemente apos a pri

meira divisgo celular quando so um pequeno grupo de celulas en
contra-se ativado neste sentido.

A respesta do enraizamento pode ser  tawbém
modificada por outros hoermonios, como as giberelinas. Dados bi
bliograficos resta area sao ate certo ponto conflitentes.haven
do trabalhos gue descrevem uma inibigao(BRIAN et 2l.,%1260;C0LE
MAN e GREYSON, 1976),outros uma promocso (COLEMAN e GREYSON,
1977a; ANAND et al.,1972; VARGA e KUMPHRIES,1974; NANDA et a)

"

1967, 1972), ¢ outroes ainda,cescrevendo uma inibicao e/ou promo

zes por este hormonio (HANSEN, 1976:COLEMAN
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e GREYSON, 1977b).

0 efeito inibidor de giberelinas, cemo o aci
do giberelico {GAE), diminuido pela aplicacéo de auxina esta-
ria relacionado com a inibicao da sintese loecalizada de amido.
Fsta inibicao provocaria a 1imitacao da disponibilidade local
de carboidratos na forma osmbbiicamente fnativa, impedindo cque
fossem usados como fonte de energia metabolica ou para sintese
répida de parede celular por via dos agucares fosforilados (CO
LEMAN e GREYSON, 1976, 1977a).

For outro lado, o efeito promotor de GAB no
enraizamento esta ligado ao seu efeito no aumente da sintese de
auxina. A atvacao de GAB neste caso estaria relacionada com ©
aumento da disponibilidade dos precursores especificos da BUxX1
na come triptofano, triptamina e acide 3 indol-latico {  ANAND
et al.,1972Z; COLEMAN e GREYSCN, 1977a}. A aplicacao conjunta de
GAB e triptoefano, mostrou uma possivel atuscao da giberelina na
bicssintese de auxina, pela promocao da utilizacao do triptofa
ne. Fmoum sistema natural, GAB atuaria promovendo a utilizacao
do triptofano Tiberade das proteinas. Este observagéo corrobo
ra os resultados de pre-tratamento com citocininas, hormonios
que provocam a inibigao da formacao da raizes. fstes Ultimos
hormonios retardando a decomposicao de proteinas, diminuvem &
disponibilidade de triptofano pare sintese de suxina, alteran-
do & taxa auxina/citocinina, provecende formaczo de calo e  im
pecdinde a diferenciacio de raizes (VARGA e RUKPHRILS, 1974).

A formacao de raizes advent

e folhas isoladas tem sido analisada anatomicemente, atraves do
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acompanhamento das alteracoes histoquimicas observadas na génese
des divisoes celulares que ddo origem acs primbrdios radiculares
KAMINEK {1967) cobservou que em caules de ervilha estioladas os e
ventos inijciais da rizogeénese compreendiam duas fases: a primei-
ra, 64 horas apos o inicio do experimento, caracierizada pela for

magao de celulas meristematicas na regido do periciclo e a seoun

o

ﬁa,apEs sutras 04 horas comop crescimento e diferanciacao dos tecidos
da raiz em formacao. Observou ainda gue cinetina inibia a insta-
lacao do meristema inicial e ativava o desenvelvimento de teci

dos secundarios. LOVELL et al. (1971) encontraram fases seme

Thantes no processo de enraizamento de cotiledones de Sinapsis al
ba Ly e HRaphanus sativum, observando ainda, que fatores que afetam a
formagao de raizes exercem efeitos diferentes nestes potidios .08
efeitos de GA3e cinetina na inibigao de raizes induzidas por AIA
gcorrem somente quando estas substancias sao aplicadss durante as
primeiras 27 a 72 horas apts o inicio do cultivo de epicotilos de
ervilha,isto &, antes de estar completo ¢ primeivro meristema { KA
MINEK, 1967). Aplicacsgo de auxina e cinetina em varios periodos
ap0s o estaqueamento, mostrou que o AIA era mais efetivo quando a
plicado algumas horas ap0s estaqueemento, passando a ter efeito
inibidor guando aplicado mais tardiamente, enguanto que a cinetina
inibia enraizamento independentiemente do periodo de aplicacio (KA
MINEK, 1967; ERIKSEN e MOHAMED, 1974; MOHAMED e ERIKSEN, 18674} A
influencia premotora de AIA, quando aplicado 16 horas apdso esta

queamento, indica que & inducao da desdiferenciagdo celular, que

da inicio a formacdo da inicial meristematica radicular,nze ocor
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re imediatamente apos o estaqueamento. Devido a alta instabilidade do
ATA, guando sua aplicacido & feita ﬂakm{aze~agw>m@m@ﬁto em que as
celulas estao induziveis, sua concentragac ja checou a um nivel muito
baixo, razao pela qual o numero de raizes Tormadas neste trata
mento @ bastante reduzido (OPPENOCRTH, 1980).

Muitos trabalhos  foram realizados no sen
tido de mostrar a relacao enire enzimas e enraizamento. Dentre e
las, as peroxidases ccupam lugar de destaque e Sua agao nNo Cres-
cimento e diferenciacao celular foi estudada por varios au
tores (GALSTONe DALBERG, 1954; SIEGEL e GALSTON, 1967). As perc-
xidases existentes nas plantas possuem formas moleculares mﬂiti
plas,as guais variam em conteudo de acordo com a especie,tecido,
estadic de desenvolvimento, presenca de infeccOes patogenicas e
aplicacao de substancias de crescimento (SHANON, 1968). 0 efeito
de substancias de crescimento e de especial interesse,peis sabe-
se gue as peroxidases catatlizam a oxidacao do AIA, o que sugere
um importante papel desta enzima na reculacao do crescimento de uma
ntanta (LEE, 1972). foi tambem observado que o0s varios orgaos de
ervitha possuem padroes de isoperoxidases eletroforeticamente dis
tintose gue a auxina pode induzir um aumento ou inibi¢ao na forma
¢ao de uma isoenzima especifica ( OKORSE et. al., 1966; SIEGEL e
GALSTON, 1267; LAVEE e GALSTON, 1968). As alteracoes no padrao
das peroxidases relacionadas com © enraizawento foram estudadas
por CHANDRA e colsboradores (1971), enquanto que a constatacao
histoguimica do aparecimente de isoperoxidases nas celulas inici

1

ais do primordio radicular, bem como no proprio primor
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alizada por MOLNAR e LA CROIX{1972). Fstudando a stusgso de

substancias promoteras de crescimento{citocininas, auxinas e g¢i
berelinas), no padrao de peroxidases, LEE(1972) wmostrou gue & &
tuagdo da peroxidese total nio ests necessariamente licads @ i

nibicac do crescimento; assim um tecido crescendo répidamente

=
;

tambem pode ter um alto nivel de peroxidase total. Este autor,su
gere ainda,que o nivel de isocenzimes esta mais relacionade com
o crescimento do que com o nivel de peroxidase total. As polife
nol-oxidases também desempenham papel importante no metabolismo
dos fencis. A bibliografia indica gque o controle e regulacgdo des
tas enzimas estao ligados &s modificagoes fisiologicas das celu
las vegetais. HABBAGUEHI {1977} encontrou um aumento da ativi-

dade da polifenol-oxidase antes ou simultaneamwenie com a forma-

¢cao de raizes em calo de cenoura. Neste sistema, & aplicacac de

v

substancias ativadoras da rizogénese promoveu um sumento da ati
vidade cdas polifenol-oxideses, enguanto gue as inibidoras bio
guearam a atividade desta enzima.

Foi mostrada recentemente, a existencia de es

trogenos estervcidais em plantas de Phoseclue vulgaris ( YOUNG

j]

et al., 1977, 1978, 1979}. Alem disso, varios pesguisadores tem
comprovado o efeito destes estrogencs em muitos processos de
crescimento e diferenciacao, inclusive na formacao de raizes ad

venticias em estacas (GEUNS, 1978; HEWITT & HILLMAN, 1980 a,b).
Segundo WENT e THIMARN (1937).a estrona aumenta a promocdc de en
ratzamento induzida por auxina. 0 esiradiocl estimula o enreizamen

to em estacas brocoli, émbore somente nas concentracoes mals alvas & mais



baixas que foram usadas (LESHEM, 1967}, HEWITT e HILLMAN (18280 a)
mencionam gue sulfatos de estrona e estradiol inibem significa-
tivamente o enraizamento de hipocotiles de Phaseolus vulgaris
sendo & inibicdo nuase total guendo eplicados em epicotilos e
folhas primarias. Entretante, fosfatos destes estrbgenos,bem co
mo estrogenos puros causam modificacao do padrao de enraizamen-
te. Para estes pesguisadores, ¢ efeito causado pelos esteroides
sulfatados pode estar relacionado com o fato de sevem eles mais
Tivremente transportados no interior das celulas e tecidos do
que quande sob a forma de fosfatos, gue sao rapidamente metabo-
Tizados pelo grande numero de enzimas capazes de auebrar as 14

gacoes fosfato, ocu pures, por serem insocluveis em agus ficando
mais retidos nos sistemas lipoides das membranas.

Como foi visto, ate o presente, o problema da
rizogenese nao esta elucidado. E possivel gue & multiplicagao de
teorias propostas pare explicar a fTormacgéo de raizes adventici-
as seja resultado do use de materiais muito varisdos: estacas
segmentos de caule, folhas ou raizes fcoladas. O Tato e que e

xistem pontos obscuros que devem ser cuidadosamente ~analisadoes

pera gue se possa compreender melhor este fenomeno.
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ITT - MATERIAL E METODOS

1 - MATERTAL BOTANICO

0 material botanico experimental usado

P

na presente pesquisa foi o par de folhas primarias de plantas

&y

arie L. cv. carioca, obtidas de sementes pro

o

de Phaseclus vu
venientes da Secac de Leguminocsas do Instituto Agrondmico de

Cempinas, Campinas, SP.
2 - CULTIVO BAS PLANTAS

Para obtencao das folhas primarias desti
hadas tanto para testes de enraizamento, como para fornecimento
de pulvinos para extracao de substancias, as sementes foram plan
tadas em caixas plasticas mantidas em casa de vegetacio ou dire
tamente em canteires ao ar iivre, com terra adubada. Em ambos os
tipes de cultive as plantas ficaram expostas aos foto e termope

ricdos ambientads.

-

Em caso de testes especiais, como aCao

e

do fotoperiodo, as plantas cresceram em caixas plasticas subme-
tides & dias longes de 18 horas e dias curtos de 8 horas de fo
toperiodo. Os dias longos forvam conseguidoes complementando a

tuz natural do dia com luz de lampadas incandescentes, suspen-

sas a 80 cm de distancia dag plantas; ©s dias curios, cobrindeo

-

es plantas com caixa de pano preto opaco, reduzinde assim o ne

riodo de luz natural para um total de 8 horas.
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B CRESCIMENTO DAS FOLHAS

Aozrnalise de crescimento das folhas{fo



-18-

Thas primarias)foi realizada em nlantas crescendo em casa de vege
tagao,atraves de medidas didrias do comprimento da nervura media
do Timbo foliar e do comprimento total do peciolo. As medidas i
nicisis foram feitas em amostras de 20 primordios foliares de se
mentes nao embebidas. Nos & primeiros dias de crescimento, as fo
thas primarias ainda se encontravam cobertas pelos cotilédones e

as plantulas eram eliminades ap0s as medidas. A pariir de entio,

as medidas foram feitas nas mesmas plantas ate o 160 di

o)
jal
3
o
w

o

plantio.
4 - ANELISE ANATOMICA

A anizlise anatomica des pulvinos e da

£

parte basal do peciolo foi realizada em folhas com e sem pulvino,

com 0,6,12,18 ¢ 24 horas de condigoes de enraizamento. 0 material

foi tratado com as tecnicas histologicas usuais (JOHANSEN,1240)de

fixacao (FAA - 50%), desidratacio etandlica e infiltracido para i
nica com auxilio de xilcl. Os blocos de parafina Toram cortados

transversal e longitudinalmente com microtomo rotetorio e as  fi

tes de 8 um de espessura montadas em Taminas histologicas em vre

sina sintetica. Para facilitar & analise, foi usada & dupla colo
recao safrenine e "Tast-green”, combinada com a técnics de FOSTER

" —

934} para evidenciacao de paredes de celulas meristematicss,pe

L

le precipitacee do cloreto ferrico.Pulvinos e pecifolos [&mm be
sais) de folhas recem colhides, bem come de folhes com & dias de

£ e

enraizamento foram tambem fixadas com gluteraldeido a 3% e embe

bidas em resina Epon/hraldite, sendo eas secches de 3 um de es

-
.
N
-
£

pessura coradas com gzul de to
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5 - COLETA DE MATERIAL

ARs estacas feliares usadas ne presenie tra-
balho constituiram-se sempre de uma uUnice folha primaris comple
ta, destacada das plantas com auxilic de lamina de barbear. As
folhas eram cortadas na regizo basal (zbaixo ou acima do pulvi
no basal) sob agua para prevenir interrupcao da continuidade da
corrente de agua no xilema. A figura 1 mostra um esquema des fo-

lhas primarias.

& -~ TESTLS DE ENRALZABENTO

Fstes testes foram realizados em camaras com
fotoperiodo de 12 horas {lampadas fluorescentes e incandescen -
tes) com intensidade luminoss meédia de 0,1 Ly/min e temperatura
de 75 a 28 “C. As folhas em enraizemento, em nimero de 10 a 20
por tratamento, foram mantides emw cubas plasticas cobertas com
plastico transparente, revestidas inifernamente com papel de fil
tro umedecide, formando uma camara umida. 0 sisiema de manuten-
cao das folhas em enraizemento variou de acordo com o tratamen-
to aplicado. Em testes iniciais, as folhas ficaram suspensas em
placas de isopor (0,5 cm de espessura) perfuradas, com os pecio
los imersos no meio de enraizamento e as laminas sobre o isopon
isolades do meio para evitar deteriorecao. Neste sistema, foram

-
=
H

realizados testes de aeracao continua do meio de enraizemento

com auxilio de tubos plastices ligedeos & um compressor. Na maio

ria dos testes, entretanto, os pecicies des folhas eram imersos no

()

meio de enraizamenio, colocades em peguencs vidros,com canscidade de B a12mi



FIGURA 1 - Aspecto geral des Tolhas primerias de Fhaseolus
g
vulgaris L. cv. cariocca, mestrando os pulvinos
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mantidos na camara umida descrita acima ou em camara com umidade

controlada a 80%, fotoperiodo de 12 horas a 25 °

C. Foi ainda uti
lTizado o sistema de "camaras individuais" formadas por frascos
tipo Wheaton de boca larga com capacidade de 280 ml contendo na
base, mecha de algodao bem embebida em aqua, onde se sustantava

a base do peciclo ou da lamina foliar (figura 2). Neste sistema,

o contacto da lamina com as paredes do frasco permitia a susten-

tacao da folha com melhor exposicao a luz. Como meio de enraiza-
mento, foram usados solucao de HOAGLAND e ARNCON {1938) diluida
a 1/5 {pH 6.,5), agua de torneira, extratos ou solucbes de regula

dores de crescimento, de acordo com o estudo em curso.
6.1 - VERIFICACAQD DO ENRAIZAMENTO

A verificacao do enraizamento foi reali
zada pela contagem das raizes que conseguiram romper a epiderme.
Em alguns experimentos, os primordios radiculares nao chegavam a
protrair totalmente, sendo visiveis como pequenas "verrugas®. 0
numero das verrugas nao foi contado e o peciclo foi denominado
"enrrugado”. A frequente formacdo de calo na extremidade cortada
do peciolo tambeém ndo foi determinada como enraizamento a menos
gue apresentasse um primordio radicular diferenciado. Exceto nos
casos especificamente mencicnados, a duragaoc do experimento Toi

de 8 dias, sendo cenraizamento verificado no final deste periodo.

6.2 - IDADE DA FOLHA

Como em Phaseolus vulgaris as folhas pri

marias ja ocorvem no embrido, a idade foi determinada convencd



FIGURA 2 - FEsquema da "camara individual de enraiza
mento”
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onalmente pelo dia da semeadura. Assim, folhas com um dia de i-
dade estdo na piumula da semente semeada ha um dia.

Para se verificar o efeito da idade da folha
no eﬂtaézamento foram hea?izados testes de enraizamento de To
Thas.com e sem pulvino nas idades de 6,7,8,9 e 15 dias apos a

semeadura. Nestes experimentos o numero de raizes por Tolha Toi

contado diariamente.

6.3 - TECIDO DO PULVINO

A extensao do tecido do pulvino .capaz
de atuar sobre o enraizamento foi verificada tanto no pulvino sy
perior cemoc no inferior, cs guais se localizam respectivamente no
apice e na base do peciolo (figura 1). Com relagao ao pulvino su
perior, foram usadas folhas semeste pulvino,folhas com 100,50 e
25% do pulvino e ainda com 2 e 4mm do peciolo abaixo do pulvino.
Em relacao ao pulvino inferior foi comparado o comportamento de
folhas com 106, 75, 50, 25 e 0% deste pulvino, por eliminacao par
ciais com cortes transversais, bem como 50% por eliminagso parci
al com corte longitudinal, deixando neste caso metade, da adrea
de conceccdo do peciolo com ¢ pulvino,livre desta estrutura.

0 efeite do fator mecanice no enraizamento,foi
testado por eliminagao da epiderme do pulvino basal.

A acao do tecido vivo do pulvino foi verifica
da matando as celulas desta estrutura com corrente capilar de va
por de agua, mantendo-o prese ao peciclo. 0 mesmo sistema esque-
matizedo na (figura 3), Toi usado para fazer o anelamento do pe
ciolo, logo acima da sua insetgéo com o pulvino,.interrompendo a

continuidade do tecido vivo entre as duas estruturas.

»



FIGURA 3 - Esquema do sfstema de producao de corrente ca
' pilar de vapor de égua..
a. rolha de borracha
b. funil de seguranca para manutencao do
nivel de agua. :
tubo de vidro
tubo de borracha
pipeta Pasteur
vapor de agua
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7 - TRANSLOCACAOQ DE FOTOSSINTATOS

0 efeito do pulvino na translocacao de
fotossintates foi analisada em folhas com 0,1.2 e 4 dias de en-
raizamento, alimentadas com 14602. As folhas, em numero de 5,com
e sem pulvino, tinham os peciclos imersos em agua num Sistema de

enraizamento no qual o meio era isolado da atmosfera circundante

por parafilme, o qual era apenas perfurado para penetragao  dos
peciolos das folhas. Este sistema de enraizamento era mantido den
tro de campamula de vidro transparente. com base vaselinada em con
tacto com uma placa de vidro de superficie esmerilhada para per
mitir completa vedagao (figura 4). A abertura superior da campa-
nula era fechada por folha de berracha com tres perfuragdes onde
se adaptavam dois tubos de vidro, um loengo para entrada de ar e
outro curtec para saida do mesme, e uma seringa plastica de 1 ml
com agulha voltada para o interior de um pequeno frasco de boca
1ahga preso por arame a2 rolha. 0s tubos de vidro estavam conecta
dos por tubes de borracha a tres frascos de seguranca contendo 17

14

quido de cintilacao para captura de CGZ’ Tigados & uma bomba

de circulacgao de ar. Um deles esteva localizado na entrada @
dois na saida de ar da campamula., Presa a parede interna da cam

pamula uma peguena ventoinha, mantida 3 pilha, ajudava a movimen

tagao interna do ar, provocando mais rapida dispersdo do ?4C02.

Presiihas nos tubos de entrada e saida de ar da campamula permi-

14

tiam o fechamento do sistema no periodo de fixagao do o 0

x
sistema era iluminado por duess Tampadas incandescentes de 40 e

100 Watt , mantidas a 60 cm de distancia das folhas. Para funcio-



.

FIGURA 4 - Esquema do sistema usado para alimentacao d

estacas de folha com ?4602
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namento, as presilhas eram Techadas e no sistema iluminado, eram

14

aplicados cérca de 30 pCi de " "C-Na,CO,, pela seringa, até 0

14

frasco contendo 1 ml de acido latico, para Tiberacio de' CO De

2" =
corridos 30 minutos, as Tuzes eram apagadas, as presiithas abertas
e a bomba circulagao de ar ligada pelo periodo de duas horas. A
pos este periodo, as luzes eram novamente acesas € o sistema man
tido em funcionamento por mais 30 minutes, permitindo assim a as

similacdo de ggs carbonico natural. As folhas eram entdo retira
das e amostradas para oxidacao e contagem de MC nas sequintes
seccoes: pulvino inferior, as partes inferior, intermedia inferi
or, mediana (1 cm) e superior ao peciolo, pulvino superior e la

mina. A guantidade de radicatividade (140

) das secgoes menciona
das foram determinadas por espectrometria de cintilacao no
"Packard Scintillation Spectrometer Model 3380", apds oxidacao
das amostras no "Intertechnique I1N401 Tiquid Scintillation Sampie
Oxidisek“.

8 -~ DIFUSADO DO PULVINO

A coleta do difusado de pulvino foi fei

ta em Tina camada de agar a 1% em placas de Petri, sobre a cqual
eram colocados pulvinos recem coletados, na posicao vertical,com
a base assentada no agar. 0 difusado era coletado por 4 horas e
as placas mantidas a uma temperatura de 25 °C em Tuz difusa. A
pos a coleta, os pulvincs eram eliminados e o egar cortado em pe
quenos cubos perfurados na regiao mediana e encaixados na base

do peciolo de folhas sempulvinos, mantidas sobre algodao umedeci

do em condic¢oes de enraizamento em "cimaras individuais®.




-7 8-

9 - TRANSPIRACAQ

A transpiracao foil verificada comparando
a quantidade de agua perdida em folhas com 0, 1, 2, 3 e 4 dias
de enraizamento. A mesma amostra de 5 folhas {(com e sem pulvi
noj, era retirada nos periodos mencionados, das condi¢bes de en
raizamento, e transferidos para pequenos tubos de ensaio de
3 ¢m de altura por 1 cm de diametro,com agua. Os tubos eram man
tidos eretos por introduciao de suas bases em pequenos cubos de 1
sopor. Este sistema,montado para cada folha,era pesado de 10 em
10 minutos durante 90 minutos em balanca analitica.Paralelamen-
te um sistema semelhante,sem a folha tambem era pesado,para me
dir a quantidade de agua superficialmente evaporada no tubo. 0
experimento foi realizado, diariamente,em local iluminado com
luz fluorescente,numa intensidade luminosa de 1000 y@/cm2 em ca

0c (1 ©

mara com temperatura media de 25,5 C} regulada automati
camente por termostato ligado a aparelho de refrigeracao de ar.
As areas das folhas foram calculadas por pesagem comparativa de
seus moldes em papel,com um quadtaéo do mesmo papel,de area co

nhecida(l cmz) e relacionados com a diminuicao do peso pela per

da de agua.
10 -~ LAMINA FOLIAR

Para analise dos fatores ligados a 1ami-
na fotiar,que poderiam estar envolvidos na formaciao de rajzes ad
venticias, foram veitos varios testes de enraizamento.

10.1 - FOTOSSINTATOS
10.1.1 - Reducgao da &rea da 12mina foliar.

Foram realizados testes normais de enrai
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zamento em folhas com 8 dias de idade, sem pulvino, com reducao
de 0, 25, 50, 75 e 100% da lamina foliar. A reducdo era obtida
por cortes transversais da lamina da fo]ha;sendo a ultima(100%)
montado em pequenos tubos de ensaio.Foi ainda analisado o compor
tamento de folhas com Taminas inteiras (intactas), colocadas para
enraizar na ausencia de luz.

10.7.2 - Interrupcgao da nervura media.

Foram realizados experimentos com folhas
nas mesmas condigoes do tratawento anterior nas quais a nervura
media do limbo foliar nas regides apical,medianda e basal, foi
interrompida por um corte transversal com Tamina de barbear.

10.1.3 - Inibigao do processo de fotossintese,

Isto foi conseguido com a aplicacao de i

nibidor da fotossintese,o 3,4-diciorofenil dimetil uréia{DCMU),

na concentracao de 1072

M.O DCMU foi apiicado tanto através da so
lugao de cultive,como por pulverizaggo da lamina foliar.
10.1.4 - Periodos crescentes de escuro.

Foi verificada a acao do escuro no conte
udo de clorofila e enraizamento de folhas destacadas ou presas  a
planta.Folhas sem pulvino, em condigbBes de enraizamento, foram
mantidas no escuro.Deste estoque,apos 24,28,96 e 144 horas, 20
folhas eram transferidas para enraizamento na luz e 10 usadas pa
ra dosagem de clorofila total.Outro experimento com procedimento a
nalogo foi reelizado mantendo plantas intactas de feijdo no escuro,
a partir do 89 dia apos o plantio.Neste caso,nos fempos menciona
dos eram coletadas as folhas primarias para teste de enraizamen
to (20) e para dosagem da clorofila total (10).A dossgem da clo
rofita total foi realizada segundo o método de ARNON (1949)modi

ficagdo.Eram macerados 10 discos foliares de area conhecida,tomados
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de diferentes folhas,em acetona aquosa (80%),centrifugacdo a
1000g,coleta de sobrenadante cujo volume era completado para
25 ml com o meio extrator e Teitura da densidade Optica na tai
xa de 652 nm em espectrofotometro.Varian 634 UV/VIS.Nos testes
de enraizamento foram contades tanto o ﬁﬂmero de folhas enrai
zadas como o numero de raizes formadas em cada uma delas.

10.2 - REGULADORES DE CRESCIMENTO

10.2.1 - Aplicacao de reguladores de crescimento.
Tres metodos foram utilizados para a a
plicacao:

a - pasta de lanolina.

Kcido indolil-3-ac@ético(AlA),acido indolil-3-buti
rico(AlB),acido abscisico (ABA) e dcido 2-cloroetil fosfonico(CE
PA Etrel) , foram aplicados em pasta de lanolina na concentracao
de 0.5 mg/mg de Tanolina.0 AIA tambem foi aplicado na concentra
cao de 0,05 mg/mg lanolina. Para preparacao da pasta, o0s regula
dores AIA,AIB e ABA em forma cristalizada foram inicialmente dis
solvidos em gotas de etanol 95% e misturados vigorosamente a la
nolina ainda derretida até*que esta se tornasse novamente pasto
sa. 0 acido 2-cloroetil fosfonico (CEPA), na sua formulacao co
mercial, solugdo aguesa a 24%, Etrel,foi diretamente adicionado
a lanolina derretida e misturado a ela pelo mesmo processo.A pas
ta assim preparada foi aplicada em folhas com e sem pulvino ro
Timbd (regiao mediana, sobre a nervura media),pulvino superior,
altuta media do peciolo e pulvino inferior.

b - pre-embebicao.

Neste metodo,as folhas com e sem pulvino tinham
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suas extremidades basais émersas por 17 hatas em solugoes aquo
sas nas concentracoes de 0,001, 0,01 e 0,7 mg do regulador/ml
de agua,Apos o tratamento,os peciolos eram Javedos e transferi
dos para agua de torneira.

¢ - mecha de algoddo.
0 CEPA foi tambem aplicado por intermédio de me

chas de algodac,enroladas na regiao mediana do peciolo,embebi-

das na solugao do regulador nas concentracoes de 0,005, 0,010 e
0,10 mg/ml de agua.Estes testes de enrvaizamento foram realiza-
dos em "camaras individuaés“anteréotmente descritas.

10.2.2 - Blogueio do fornecimento de etileno.

0 efeito do etileno no processo de enra
izamento foi analisado interrompendo a sua biossintese com apli
cagao de mecha de a]ggdﬁo embebida em solucdo aquosa de aminoe-
toxivinil glicina (AVG) a 4 mM,envolvida na altura media do pe

ciolo de folhas com e sem pulvino. Neste experimento,as .folhas

foram mantidas em "cimaras individuais™.

10.2.3 - Bloqgueio do transporte auxinico
Ecido trifodobenzoico(TIBA) foi aplicado
at&avés de pasta de lanolina na cencentragao de 0,5 mg/mg Tano-
lina, como um anel, sobre 0 pulvino superior em teste de enraj-
zamento notmaT,na Tuz. Para prepabagéo do TIBA em pasta de Tano
Tina foi utilizado o mesmo critéria Usado para os reguladores de
crescimento,
10.2.4 - Translocagdo de 14¢
Foi verificada a atuacao do pulvino na
translocacao de }46 proveniente de hormonics radicativamente may

cados. A aplicacao Toi de doses de cerca de 1000 cpm  de acido
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indoli1-3-acEtico-2- 9C (ATA-2- " e

14

C) e acido abscisico-2-
(ABA-2-""C) na forma de uma goticula padrzo de 1 pl, colocada so
bre a superficie epidermica previamente esfolada por papel carbo
rundum, A aplicacao foi feita em olhas com e sem pulvino, na la-
mina foliar (regido mediana na altura media da nervura principal)
no pulvino superior,na altura media do peciolo e no pulvino infe
rior. Apos a aplicagao,as folhas tratadas(b por tratamento), fo
ram mantidas em condigoes de enraizamento por 6 horas,em luz di
fusa para evitar a degradacgac do hormonio. Decorrido este tempo,
cada folha foi dividida em 6 amostras padroes: lamina, pulvino a
pical, regides superior, mediana{lcm) e inferior do peciolo e no
pulvino basal quando presente. A contagem da radicatividade «con

tida nas amostras referidas foi determinada por espectrometria de

cintilacdo apos oxidacao das amostras.

11 - TESTES BICQUIMICOS NO PULVINO

11.1 - Fracionamento dos extratos de pulvino e

peciclo.

A analise dos fatores endogencs do pulvi-
no que poderiam atuar no enraizamento, foi feita inicialmente por
extracao, fTracionamento e purificacao do homogeneizado de pulvi-
no.

EXTRACAO. Amostras de peso Tresco conhecido de
pulvino de folhas primarias de plantas de feijao cultivadas en
canteiro externo,foram macerades em homogeneizador Virtis com me
tanol a 80%. 0s extratos foram colocados em refrigerador e apos 24
horas filtrados a vacuo. 0 filirado (filtrado I} foi colocado num novo fras
co e 0 residuo reextraido com metanol 80% por mais 24 horas.Apos

nova filtragem, o filtrado I! foi juntade so filtrade I. 0 resi-
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duo foi seco a 80 °¢ para obtencao do peso seco. 0 metanol foi
removido do filtrado em evaporador rotatorio a vadcuo, sob pres-

0

sao reduzida e temperatura entre 35 a 40 “C,.

FRACIONAMENTC. O extrato aquoso obtido foi en
tao fracionado de acordo com o esquema de VALIO modificado (VA-
L10,1969) que & mostrado na figura 5. As fracGes acida, basicae

neutra obtidas foram evaporadas e retomadas em solucao de HOA

GLAND e ARNON ({1938) diluida (1/5) e biotestadas em enrajzamen-
to de folhas primarias de feijdo sem pulvino.

PURIFICACAO. Em alguns experimentos, as fracOes
obtidas foram utilizadas para cromatografia de camada delgada.Fo
ram usadas placas de silica-gel de 0,5 - 1,0 mm de espessura e
ativadas por 45 minutos a 100 Oc, 0 extrato foi aplicado COomo
uma faixa continua no ponto de partida. 0 desenvolvimento ascen
dente, com percurso de 15 cm,foi realizado em cubas cromotogra-
Ticas previamente saturadas com o sistema de solventes. 0 siste
ma de solventes acetato de etila: cloroformio: dcido acético na
proporcao de 15:5:1 (v/v) foi usado para as fracoes basicas. Pa
ra serem biotestados, os cramatogramas secos ao ar, foram divi
didos em cinco faixas transversais correspondentes a0s Rfs
0,1/0,2 a 0,8/1,0. Estas faixas foram raspadas separadamente e
a silica eluida em metanol 80% por 24 horas em geladeira. 0s e
tuatos foram centrifugados a 8000g por 15 minutos a 4 °c, para
eliminacao da silica e o pH ajustado para 6,0. Os bictestes fo
ram montados em tubos de ensaio de 2 ml,presos a uma placa de i

sopor. Nestes testes foram utilizados 3 controles, todos sem ex

trates e tendo como meio, agua destilada: um com 'silica sem ter



FIGURA

9

- Esquema do fracionamento do extrato de pul
vino em fracoes acida, basica e neutra.
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passado pelo sistema de sclvente, mas eluida com metanol 80Y% e

um ultimo, sem silica e sem metanol 80%, somente com Zgua.

11.2 - Extracao e p&rificaggo de estrogenos es
tercidais.
A metodologia modificada foi a de YOUNG
et al. (1978).
EXTRACAO. Pulvinos e secgoes do peciolo imedia
tamente superiores a ele (6mm) foram obtidas em plantas com 45
dias de idade. 0 material foi macerado em homogeneizador Virtis,
com cloroformio: metanol (2:1 v/v), sendo posteriormente filtra
do a vaculo em funil de Blichner. 0 residuo foi extraido por re
ciclagem do solvente sob refluxo, usando cerca de 1000 ml de
solvente em um aparelho de Soxhlet (300 ml) por 8 horas. 0 peso
seco do residuo foi obtido apos 24 horas de secagem em estufa
80 %°c. 0 extrato foi evaporado em evaporador rotatorio sob pres
sdo reduzida a temperatura de 36 a 40 °C até secagem. 0 residuo
foi retomado em 100 ml de acetato de etila. A fracgao organica
foi entao fracionada de acotdo com 0s passos mostrados no esque

ma da figura 6.

PURIFICACAG. O extrato organico obtido foi pu
rificado com auxilio de crometografia de camada delgada, usando
0s sistemas de solvente n-hexano: acetato de etila (17:3 v/v) e
cloroformio: metanol {95:5 v/v).0 Extrato de pulvino foi inici-
almente purificado em duas faixas: A (do Rf 0,33 a 0,55) ¢ B
(do RT 0,55 a 0,76), separadas pelo sistema de solvente n-hexa-

no: acetato de etila (17:3 v/v). As faixas dos cromatogramas fo




FIGURA 6 -~ ©Esquema da extracao de estrogenos esteroidaise
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ram raspadas e a silica elufda em clorofGrmio: metanol (2:1 v/v)
com agitacao por 30 minutos. Os eluatos foram centrifugados por
20 minutos a 879 g e os sobrenadantes reservados. A silica foi re
extraida pelo mesmo processo e o sbrenadante 2 foi juntado ao

numero 1, sendo o volume total reduzido por evaporacao ao volu
me de 1 mi. Este volume foi novamente purificado em cromatografi

a de camada delgada.

ANBELISE CROMATOGRAFICA, As anidlises cromato-
graficas foram realizadas em cromatofolhas aluminicas de s3¥lica
gel F234 com espessura de 0,25 mm. Os estrogenos usados como pa
droes eram provenientes do Koch-Light Laboratories: 1,3,5(10)~Es
trat%enw3,]@8dio1 (estradiol) e 1.,3.,5-Estratien-2-01-17-one( es-
trona). Todos os cromatogramas foram analisados alternativamente
com permanganato de potassio a 0,2% ou luz ultra-violeta (U.V.).
Foram realizadas analises cromatograficas comparativas da fragdo
organica da extracdo de estrogenos, com as fragoes acida, basica

e neutra obtidas pelo metode de fracionamento de VALIO (1969) mo

dificado, mostrado na figura 5.

EFEITO DE ESTROGENOS NO ENRAIZAMENTO. Os pa

droes de estrona e estradiol foram testados no enraizamento fo

-6 8

liar em duas concentractes: 10 "M e 10 °M., Os estrogenos, por se

rem pouco soluveis em agua, necessitam de um solvente organico e

de um agente solubilizante para impedir a precipitacac. Foi emn

pregada uma solucao de tween 80 a 0,01%:acetona {9:1 v/v) na

4

preparacac de solugbes de estrona e estradiol a 107 M. As con-

b 8

centragoes mais baixas, de 107 "M e 10 "M foram feitas por dilui
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¢ao com agua destilada (HEWITT e HILLMAN, 1980a). Os controles
para cada tratamento foram semelhantemente preparados a partir
de solugao de tween 80 a 0,01%: acetona (9:] v/v) com diluigbhes
de 1/100 e 1/10.000. 0 estngeno tambem foi aplicado como pasta
de lanolina. Paralela e semelhantemente foi testado o efeito
dos extratos esteroidais de pulvino e peciolo, na concentragio de

1g de peso fresco/g de Tanolina.

17.3 - Extracao e dosagem de ABA do pulvino e

peciolo.

EXTRACAD - Rcido abscisico foi extraido de pul
vinos inferiores e peciolos (6mm basais). Foram homogeneizadas
100g de peso fresco das referidas partes em Virtis com 1000 ml
de metanol 100%. O homogeneizado foi mantido a 4 °C por 24 ho

ras, apos o que, foi filtrado em papel Whatman n® 1 usando funil
de Blichner e o filtrado (fi}trado 1) reservado. Ao residuo fo
ram acrescentados mais 1000 ml de metanol 100% e & operacao de
extracao foi repetida mais duas vezes, sendo recolhidos os il

trados Il e III os quais foram reunidos ao filtrado I.

PURIFICACAO. 0 metancl dos extratos foi elimina
do totalmente por evaporacso rotatdria @ pressao reduzida, numa
tempetatura de 35 °C. 0 residuo foi retomado em um total de
50 ml de tampao fosfato 0,1 M (pH 8,0), e filtrado em funi] de
Bichner com papel Watman n0 1. 0 Filtrado resultante foil mistu
rado e deixado por 10 minutos, em 50g de polivinil pirrolidona

previamente hidratado com mesmo tampao em que 0 extrato foi reto
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mado. A mistura foi passada por funil Blichner e papel Whatian NO 1
e o filtrado acidificado a pH 3,0 com HCT 3 M. Nova purificacgao
dos extratos foi feita em colunas de siltica tipo SEP-PAK Cig @s
quais Toram gréwhidratadas com 5 ml de metanol seguido de duas
aplicacGes de 5 ml de agua destilada. Entao a coluna recebia
1/12 da amostra (cada uma). 0 ABA foi eluido das celunas usando
3 aplicacbes de 5 ml de metanol 100%. A amostra (15 ml) foram
actescantadas 20 m1 do tampao fosfato 0,1 M (pH 8,0) e o metanol
evaporado @ pressio reduzida, a 35 °C. 0 pH do residuo, dissolvi
do no tampac foi ajustado para 3,0 com HCT 3 M e o extrato parti
cionado 3 vezes com igual volume de eter dietilico. 0 extrato e
téreo foi completamente evaporado a vacuo 30 °C. 0 residuo foi
retomado em 6 ml de dic10fometano e passado em colunas de silica
SEP-PAK de acordo com o metodo de HUBRICK e REID (1980). fntes
de receberem 1/6 da amosira, cada coluna foi lavada com 5 ml de
diclorometano. Para a eluicao do ABA, cada coluna recebeu uma
sequencia de 5 ml dos solventes: 6 aliquotas de diclorometano, 1
aliquota de cada uma das combinacoes de solventes em-diclorometa
no: 5% de eter dietilico, 5% de acetato de etila, 5% de acetonae
4, 16, 20 e 60% de metanol e metanol 100%. Na utilizacao das colunas
de silica SEP-PAK observou-se sempre a manutencio da taxa de tlu
xo no 1imite de 30 segundos por 5 ml. Aos 4 Ultimos . ,filtrados
(20 ml) foram adicionades 10 ml de tampao fosfato 0,1 M (pH B8,0)

9

e o metanol foi evaporado a vacuo na temperatura de 35 "C, 0 ex

trate ficou entao dissolvido no tampao, o qual foi acidificado a

pH 2,5 com HC1 3 M e particionado 3 vezes com igual volume de a
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cetato de etila.

QUANTIFICACAO. A fracaoc de acetato de etila foi

0

totalmente seca a pressao reduzida e temperatura de 35 “C. 0O re

siduo foi retomado em 2 ml de metanol redestilado e colocado em
2 pequenos tubos e metilado com 20 ul de diazometano. 0 metanol
foi removido sob Nz(gés),e os extratos foram retomsdos em dizzo-
metano etéreo. Aliquotas do extrato foram analisadas em cromato-
grafia gasosa com detector de captura de eletron (ECD-D1).A guan-
tidade total de ABA (cis-trans e trans-trans) dos extratos foi
calculada a partir da curva padrao das areas dos picos de ABA me

tilado (cis-trans e trans-trans) contendo 1, 2, 4, 6, 8 e 10 mg

de ABA/H1 de diazometano etereo.

11.4 - ATIVIDADE PEROXIDASICA
A analise da atividade da enzima peroxi-
dase (EC 1.11.1.7) foi realizada nos pulvinos e nos 4 mm do pecl
olo imediatamente acima do pulvino. Isto foi feito tanto em fo

Thas recem colhidas (dia 0), como em folhas colocadas para enra

izar (com e sem pulvino} por 5 dias. As amostras eram colhidas di

ariamente.

EXTRAGAO de peroxidase foi feita segundo métg
do descrito por LEE (1971). Meio grama de peso fresco de ‘tecido
do pulvino ou do peciolo foi extraido por maceracao em um almofa
riz com 8 ml de tampao fosfato de sodio 100 mM (pH 7,0). Este
tampao continha 800 mM de cloreto de potassio {para extracao de

enzimas ligadas ionicamente e algumas insoluveis) e ascorbato de
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sodio 50 mM (como substancia anti-oxidante). 0 homogeneizado foi
centrifugado a 8.000g durante 15 minutos a 40 °C. Aliquotas de
3 ml do sobrenadante foram purificadas em coluna Sephadex G-25
Medium, de dimensac de 1 x 10 cm, equilibrada com tampao fosfato
de sodio 100 mM (pH 7,0). Eram coletadas fracdes de 6 ml. = Apds
cada aplicacac do extrato, a coluna foi lavada com 20 ml do mes-

mo tampao de equilibrio, antes de ser re-utilizada.

A determinacao da atividade peroxidasica foi
feita utilizando-se guaiacol como doador de H+, por nao apresen-
tar interferéncia com a atividade de polifenol-oxidase ( LANCE,
1955). 0 ensaio da atividade enzimatica foi baseado no método des
crito por LEE (1972). A mistura de reagao contendo guaiacol 13 .M,
peroxido de hidtogénio 5 mM, tampao fosfato 50 mM (pH 6,0) e ex
trato enzimatico em um volume final de 4 ml foi incubado a 37 °C
em banho-maria. A atividade peroxidasiva foi medida pela leitu-
ra da densidade Optica em espectrofotometro a 470 nm, de minuto
em minuto durante os 10 primeiros minutos e de 3 em 3 minutos du
rante 21 minutos.

As proteinas dos extratos foram dosadas se

gundo o metodo de LOWRY et al. (1951). Aliquotas de 3 ml do ex
trato purificado foram precipitadas com acido triclohoacéti~
co (TCA) a 50% e mantidos a 4 °C por 10 dias pars precipitacao
das proteinas. Apds centrifugacao por 15 minutos a 978 g 0 preci
pitado obtido foi ressuspendido em volume conhecido de NaGH 0,1
N. Paralelamente,foi feito um padrdo de proteinas, utilizando-se
albumina de S0ro bovino (BSA) da Sigma Chemical Co., 96-99¢% de
albumina, em concentragoes de 0,0 a 200,0 mg. As amostras padrdes

*
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de BSA, todas de 1 ml de solugao de NaOH 0,1 M, foram adicionados 5ml

de solugao alcalina de cobre e tartarato, contendo 3 g de NaC0,.10

3
2O em 95,5 ml de NaOH 0,1 M, 1 ml de sulfato de cobre a 10% em

H
agua destilada e 2 ml de tartarato de potassic e sédio a 10% em
NaOH 0,1 M. Apodos 15 minutos, foi adicionado o reagente de Folin
a 50% em agua destilada {(Reativo de Folin-Ciocalteau Queel Indus
trias Quimicas S/A), sendo os tubos agitados imediatamente. ApOs
estabilizacao da cor azul, foi lida a absorbancia das solucoes

a 630 nm. Atraves de uma curva padrac de BSA, calculou-se a quan

tidade de proteina encontrada nos extratos.

12 - ANALISE ESTATISTICA
As analises estatisticas foram realizadas
usando-se coeficiente de variagdo, analise de regressao e analise
de variancia com calculo da DMS a 5%, Ducan, Tuckey e teste t. Pa
ra melthor visualizacao dos resultados, as respostas estatisticas
foram expressas nas tabelas onde, as medias seguidas pela mesma

letra nao apresentam diferengas significativas entre s (SNEDECOR,

1962).
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IV - RESULTADOS
1 - CARACTERTSTICAS MORFOLDGICAS

Nas folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.
cv. carioca, 0s pulvinos, em numero de dois estdao localizados na
base da folha onde o peciolo se liga ao caule (pulvino inferior,
basal ou proximal) e na regiao apical do peciolo onde este se 11

ga a lamina foliar (pulvino superior, apical ou distal). Em  fo

lThas com 10 dias de idade, foi determinado o tamanho dos pulvinos
determinando~se o peso fresco, comprimento e diametro (tabela 1).
Como pode ser comprovado, 0o pulvino basal B mais pesado e .mais
Grosso que o puivinc apical.

A analise anatomica dos pulvinos, bem como da re
giac basal do pecioclo mostra que aorganizacao interna destas regi
oes segue o padrao caracter?stico da especie.

0 pulvino basal, na sua regiao inferior apresenta
o sistema vascular reunido em um c¢ilindroc estreito sendo dificil
a delimitacao dos feixes (figura 7). Este sistema esta envolvido
por uma fina faixa de esclerenquima e rodeado por uma regido cor
tical bem desenvolvida, que se mantem ao longo de todo o pulvino,
sendo limitada por uma epiderme de celulas caracteristicamente or
ganizadas, onde podem ser vistos aparelhos estomaticos. Um deta
lhe da organizacao da regiao l1imite entre cilindro central e re

giao cortical (figura 8) mostra o xilema e floema ligados por u
ma ténue faixa de cambio vascular e protegidos externamente pela
camada esclerenquimatosa que l1imita a conexao do sistema vascular

com o parenquima cortical. B medida que se distancia da base, o
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TABELA 1. Tamanho dos pulvinos de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca
Sao apresentadas as medias acompanhadas do desvio padrdo.
SULVING PESO FRESCO COMPRIMENTO DIAMETRO
{mg) (mm) (mm)
basal 18,69%4,70 3,48%0,47 3,08%0,22
apical 10,24%2,15 3,21%0,41 2,34%0,14




FIGURA 7

FIGURA 8

Pulvino basal. Aspecto da organizagao da regiao
basal do pulvino de Phraseolus vulgaris L. cv.ca

-rioca.

Corte transversal evidenciando uma larga re
giao cortical (RC). (2,5 x 1,6 x 10).

Pulvino basal. Detalhe do cilindro vascular da
regiac basal do pulvino de Phase&lus vulgaris L.
cv. carioca. -
Corte transversal mostrando o xilema (X) se
parado do floema {(F) por uma estreita faixa cam
bial (FC). Feixes esc1efenquim5t€cos (FE) sepa
ram o floema da regiao cortical (RC).(20 x 10).
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sistema vascular comega a se separar em 5 feixes colaterais e lo
go, os dois feixes adaxiais se dividem em dois, dando origem a
dois feixes adaxialis menores gue comecam a se separar do cilin-
dro central. Na metade superior do pulvino, a individualizacao e
divergencia dos feixes vasculares vai ampliando o lTumem da este-
le e diminuindo gradativamente a espessura da regiao cortical.No
apice do pulvino, ja podem ser vistos 5 feixes vasculares forman
do um circulo principal, ligeiramente deformado em refacao a fa
ce adaxial onde correm os feixes vasculares menores (figura 9}.

A organizagao epidermica caracteristica desta es
trutura pode ser melhor evidenciada em corte longitudinal, onde
podem ser vistas as celulas epidermicas, bem como as corticais
periféricas que por alteracao da turgescéncia permitem a movimen
tacao nictinasticas das folhas. A figura 10 mostra a regiao ex
tensora, com as celulas mencionadas, encolhidas, provocando um
"dobramento" na epiderme, e a regiao fletora, na figura 11, com
as celulas turgidas, permitindo uma distencdo da epiderme, man
tendo assim a folha em posicao "fechada".

No peciolo, os 5 feixes principais estao bem se
parados Tormando uma eustele e os feixes adaxiais colaterais con
tinuam a seguir separados do cilindro central, correndo paralela
mente ao lengo do eixo principal, imersos na regi§0 cortical. (fi
gura 12). Uma visao detalhada de um feixe vascular (figura 13}
mostra o xilema separado do floema por uma faixa cambial bem e
vidente, limitada ao feixe vascular. No floema podem ser vistas

celulas companheiras e parenguimaticas bem desenvolvidas, encima

das por esparsos feixes esclerenguimaticos e uma estreita regizo



FIGURA 9
FIGURA 10
FIGURA 11

e

Pulvino basal. Aspecto da organizagao do sis
tema vascular na regiao superior do pulving
de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.

Corte transversal. (6,5 x 1,25 x 10).

Pulvino basal. Corte longitudinal da regiao
adaxial do pulvino de Phaseolus vulgaris L.
cv., carioca.

A fotografia mostra as células epidermi-:
cas caracteristicamente contraidas, provocan
do o enrrugamento da periferia da estrutura
permitindo o "fechamento" da folha. ( 6,3 X
1,25 x 10).

Pulvino basal. Corte longitudinal da regido
abaxial do pulvino de Phaseolus vulgaris L.
cv. carioca.

A fotografia mostra as celulas periferi-
cas tlrgidas, mantendo a superficie da es
trutura distendida. (6,3 x 1,25 x 10).
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FIGURA.

FIGURA

12

13

Peciolo. Aspecto geral da regido basal do pec
lo de Phasecius vulgarie L. cv. cariocca.

Corte transversal, evidenciando uma medtu
(M) desenvolvida e uma estreita regido cortic
(RCY. (2,5 x 1,6 x 10).

Peciolo. Detalhe de um feixe vascular colater
do corte transversal da regido basal do pecic
de Phaseolus vulgarie L. cv. carioca.

Corte transversal: uma faixa cambial (FC)
para 0 xilema (X) do floema (F) com muitas ce
Tas companheiras. {20 x 10).
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cortical. Tambeém na epiderme do peciolo, podem ser observados es
parsos aparelhos estomaticos.

A estrutura do pulvino superior e caracterizada pe
ia aproximacao dos 5 feixes vasculares gue se encontravam bem de
lTimitados e afastados na regido superior do peciolo. A medida que
se aproximam, os dois feixes laterais se unem ficando a estrutu-
ra vascular constituida por 3 cordoes separados por uma larga re

giao cortical (figura 14). No Timite superior do pulvino, o fei
xe vascular dorsal se continua com a nervura media da lamina en
quanto os laterais vao originar as nervuras laterais principais.

Nao foram detectadas alteracoes na estrutura ana-
tomica da regiao basal do peciolo ou do pulvino das folhas ( com
e sem pulvino) durante as primeiras 24 horas em condigoes de en
raizamento.

Nas folhas sem pulvino mantidas por mais tempo em
condigoes de enraizamento, a rizogenese se¢ estabelece preferenci
almente na parte basal do peciolo.Nestas folhas, como pode ser
visto na figura 15, as raizes adventicias se formam a partir das
celulas parenquimaticas da regiao do floema dos feixes vasculares.

0 primordio radicular cresce em diregao 3 periferia,atraves da

regiao cortical, ate protrair na epiderme (figura 16).

2 - ANALISE DE CRESCIMENTO DAS FOLHAS
A determinacazo do padrao de crescimento das
folhas primarias de plantas de Phseolus vulgaris L. cv. carioca,
feita a partir de medidas lineares dos comprimentos da ~ Tamina
(nervura mediana) e do peciclo, mostra que em ambos 0S casos, as

curvas apresentam forma sigmoide (figura 17.A). Entretanto, a

*
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15

16

Pulvino apical. Aspecto do cilindro cent
na regiao mediana do pulvino de Phaseo:
vulgaris L. cv. carioca.

Corte transversal, evidenciando a medt
(M) reduzida e o sistema vascular formai
dois arcos distintos. (10 x 10).

Infcio de formacao de raiz adventicias
partir de um feixe adaxial do peciolo
Phaseolus vulgaris L. ¢v. carioca.

Corte transversal de folha com 5 dias
condicbes de enraizamento. ( 10 x 10}.

Formacao do primordio radicular adventic
partir do feixe adaxial, no peciolo de P
ius vulgaris L. cv. carioca.

Corte transversal com 3um de espessur
folhas com 5 dias de condig¢oes de enraiz
to ( 10 x 10).
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Crescimento de folhas primarias de Phaseolus
vulgaris L. cv. carioca. | '

Valores diarios, media de 20 repeticoes.!
valor inicial foi obtide de sementes nao e
bebidas.

@ - comprimento da nervura media

o - comprimento do peciolo

Curva de crescimento (mm)
Comprimento x dias

Curva de crescimento {1n)
Valores de comprimento transformados em
garitmo neperiano (1n)

Taxa diaria de crescimento.

Comprimento final menos comprimento inic
x dias.
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curva logaritmica, (figura 17.B) especialmente no caso da lami-
na foliar, nao evidencia o periodo de latencia, ja se iniciando
com a fase exponencial, denunciando assim o crescimento ininter
rupto e acelerado da plumula ja existente na semente. 0 cresci-
mento exponencial em ambas as partes analisadas ocorre ate o 50
dia apos a semeadura.

A taxa diaria de crescimento mostra um ponto ma-
ximo bem definido para a lamina, no 5¢ dia, enguanto as varia
¢ées no pecioloc sao menores, com um crescimento maximo ocorren-

do por volta do 100 dia (figura 17.C).
3 - ENRAIZAMENTO DA FOLHA PRIMARIA

A idade da folha foi determinada convencional
mente pelo dia de semeadura. .

0 enraizamento foi testado em dois estadios
de desenvolvimento: folhas com 6, 7, 8 e 8 dias de semeadura, a
pos a fase exponencial de cbescimento, mas ainda em expansao la
minar e peciolar e folhas com 15 dias de idade, portanto apos o
final da fase de expansao. Os resultados (tabela 2) indicam que
as folhas com pulvino, independentemente da idade, nac enraizam.
A eliminacac do pulvino permite a formacazo de ra?zes na base do
peciolo, onde o0s primordios se originam diretamente do tecido
peciolar (tabela 2).

Pode, tambem, ser observado que em folhas sem
pulvino a idade parece nao afetar o numero médic de raizes for
madas por folha, o qual nao varia muito nem mesmo quando a por

centagem de enraizamento cai para 60%, como no caso de . folhas
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TABELA 2. Efeito da idade da folha primaria no enraizamento foii
ar de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.
Media e porcentagem de 20 repetiches.

IDADE DA FOLHAS COM PULVINO FOLHAS SEM PULVINO
FOLHA : . .

(DIAS) fls.enraiz. vraiz p/fl. fls.enraiz. vraiz p/¥1.

(%) (x) (%) (x)

6 0 0 90 6,1

7 Q Q 90 5,6

8 0 0 100 8,3

9 0 0 100 7,0

15 0 0 60 8,6
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com 15 dias de idade,

0 acompanhamento diétid da resposta de enraiza-
mento em folhas sem pulvino, nas vétias tases mencionadas, mos
tra que a idade da folha afeta a velocidade de enraizamento{fi
gura 18 A). Folhas mais novas, com 6 e 7 dias enraizam mais len
tamente que folhas com 8, 9 e 15 dias, mais proximas da expan-
sao total, as mais novas apresentando tambem um menor numero me
dio de rafzes por folha (tabela 2),.

Analisando-se o numero de folhas enraizadas (fi
gura 18 B), verifica-se que independentemente do dia do infcﬁo
do aparecimento das primeiras raizes ou do tesu%tado final, a
porcentagem maxima e alcancada no 69 dia em condicdes de enrai
zamento. Das varias idades testadas, apenas folhas com 15 dias
de idade apresentam redugao no enraizamento. Alem disso, um nu
mero menor de folhas com 15 dias de idade enraizam (tabela 2).
Em vista dos resultados das figutas 18 A e 18 B, nos demais ex
perimentos de enraizamento, foram utilizadas folhas com 8 dias
de idade, pois nao diferem na média de raizes das de 9 e 15 di
as (figura 18 A), mas parecem a]cangar o maximo de enraizamen-
to mais rapidamente (figura 18 B).

Para verificar um possivel efeito das condiges
fotoperiodicas ambientais onde se desenvolvem as plantas doado
ras, no enraizamento foliar, foi alterado artificialmente o re
gime de Tuz no desenvolvimento das plantas para 8 e 18 horas s
dias curtos e longos respectivamente. Os resultados nio mos

tram qualquer modificacao da resposta de enraizamento das fo



FIGURA

18

Ffeito da idade foliar no enraizamento de
folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.
carioca, sem o pulvino basal.

Valores medios de 20 replicatas.Folhas
com 6(@), 7(A), 8(0), 9(A) e 15(@) dias
apos a semeadura.

Taxa de enrajzamento: nUmero médio de rai
zes por folha.

0 teste t mostrou que folhas de 6 e 7
dias sao estatisticamente diferentes das

outras 3 idades: DMS calculada para o

5%
9¢ dia e mostrada na figura.

Numero de folhas enraizadas.
DMSS%
cio do experimento € mostrada na figura.

calculada para o dia 6 apdos o ini
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lhas em feiagao ao fotoper?odo em que cresceram as plantas doado
ras (tabela 3).

0 efeito da aeragao da solucgao de enrajzamento tam.
bém foi testado, porém n3o foram observadas diferencas significa

tivas nas respostas.

4 - INFLUENCIA DO PULVINO NO ENRAIZAMENTO
4.1 - Quantidade de tecido do pulvino.

Os resultados constantes das tabelas 4 e 5 ,mos
tram que tanto o pulvino apical como o basal inibem o enraizamen
to. Evidencia-se ainda, destes dados, que o efeito inibidor per
manece mesme quando uma peguena Qergao desta estrutura e mantida
na tegiéo basal da estaca. No entanto, a continuidade com o teci
dd do peciolo, mesmo na ordem de 2 ou 4 mm & suficiente para 0
restabelecimento da capacidade de enraizamento. Em casos espora-
dicos de enraizamento de folhas com pulvino, as raizes se diferen
ciam a partir de um calo formado na regiéo cortada do pulvino.

Face a constatacdo da existéncia do efeito ini
bidor do enraizamento em ambos os pulvinos (tabelas 4 e 5), 0s
experimentos subsequentes foram sempre realizados em relagdo ao
pulvino basal.

4,2 ~ Acdo mecanica.

A epiderme diferenciada de um 6rgao pode per
der suas caracteristicas plastica e elastica, tornando-se resis-
tente a ampliacao do seu volume. Por outro lado, em alguns casos,
tem.sido notado que integridade da epiderme exerce correlativamen

te um efeito inibidor do processc de diferenciagdao. Entretanto,a
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TABELA 3. Tratamento fotoperiodico em plantas de Phaseolus vulga
ris L.cv. carioca e seu.&feito no enraizamento das fo
lhas pr%mériés.

Media e porcentagem de 20 repeticoes

FOLHAS COM PULVINO FOLHAS SEM PULVINO
FOTOPERTIODO
7 enraizto raizes p/fl. enraizto Traizes p/fl.
(%) (%)
Dias curtos 0 0 85 4
Dias longos 0 0 85 5
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TABELA 4. Efeito do pulvino apical no enraizamento de folhas
primarias de Phaseolus vulgaris L.cv. carioca.
Media e porceritagem de 20 répet%gées.
TRATAMENTO ENRAIZAMENTO RATZES p/fl.
(%) ( x)
sem pulvino 50 4, 8
com 100% pulvino 0 0
com 50% pulvino G 0
com 25% pulvino 0 0
com 100% pulvino +
2 mm peciolo 80 7
com 100% pulvino +
4 mm peciolo 100 20,2




~-59.

TABELA 5. Efeito do pulvino basal no enraizamahto de folhas
primarias de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.

Média e porcentagem de 20 repétfgaés. Os esquemas

laterais indicam a orientacac das seccOes no pul-

vino basal.

(%) (x)

sem pulvino 100 14.6
com 100% pulvino 0 0

- com  75% pulvino o G
com 50% pulvino o 0
com 25% pulvino o o
com 50% pulvino

. Lateral

N no peciolo 80 3,5

‘; no pulvino 50% 1,6%

50%

* enraizamento a partir de calo.
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extirpacao da epiderme do pulvino, bem como execucao de cortes
Tongitudinais (sulcos) nesta estrutura nao suprimiu a inibicdo

ao enraizamento (tabela 6).

4.3 - Acao do teciao vivo.
0 efeito inibidor do pulvino e eliminado com
a morte de suas celulas, ainda que, nestas condicoes, permaneca
ligado ao peciolo. Este efeito e também afastado com a © inter-
rupcao da continuidade do tecido vivo (anelamento) entre o pul
vino e o restante do peciolo (tabela 6). Em ambos os casos, 0
enraizamento passa a ocorrer no peciolo, na regiao imediatamen-

te superior ao tratamento.

4.4 - Difusado de pulvino.
0 exudado de pulvino coletado em agar,quando
aplicado a peciolos de folhas sem pulvino ndo afetou o enraiza-

mento destas (tabela 7).

4.5 - Transpiracao.

A analise da transpiragao de folhas com g, 1,
2, 3 e 4 dias em condicoes de enraizamento, mostrou que tanto fo
thas com pulvino como sem ele apresentam um aumento substancial
da transpiracgao quando mantidas por um dia em condicoes de enra
izamento, em relacao a todos os outros peciolos nestas . condi
¢coes. Entretanto, com 4 dias de tratamento, as folhas com pulvi
no apresentaram uma sensivel diminuicao da transpiracao e embo
ra nao diferindo das folhas sem pulvino deste mesmo tratbamento

e menor gue a taxa observada nas folhas sem pulvino dos outros

tratamentos: dias 1, 2 e 3 (figura 19).
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TABELA 6. Efeito do pulvino basal no enraizamento de folhas pri
marias de Phaseclus vulgaris L. cv. carioca. Teste de
efeito metanico da epiderme, morte e isolamento do pul
vino por anelamento.

Media e porcentagem de 20 repeticdes.

COM PULVINO PULVINO ANELA
PARAMETROS SEM (‘intacto S/e 1 o
» pi MORT E
PULVINO derme ou c/sulcos) 0 MENTO
enraizato(%) 93 0 80* g3%*
raizes p/fl.(x) 12.3 0 28:6% 9:1%

* - enraizamento acima do tratamento

TABELA 7. Efeito de difusado de pulvinos basais de folhas prima
rias no enraizamento foliar de pPhgsedius vulgaris L.
cv. carioca.

Media e porcentagem de 15 repétigdes.

PARAMETROS FOLHAS SEM PULVINO

agar puro agar + difusado

% enraizt® 83 83

X raizes p/f1. 8,4 9.0




FIGURA 19 - Ttansphmggo de folhas primarias de Phaseolus

vulgaris L. cv. carioca.

Folhas em condi@ﬁes de enraizamento por
0, 1, 2, 3 e 4 dias. Valores medios de 5 re
peticoes.

] - folhas com pulvino

[ ] - folhas sem pulvino
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4.6 - Translocagao de fotossintatos.
0s resultados do estudo de translocacao de
fotossintatos em folhas com e sem pulvino, alimentadas com
]4C02 sdao mostrados nas figuras 20.A e 20 B. Os dados indicam
que o pulvino nao inibe a trans1ocag§o de fotossintatos. Fo
lhas com pulvino apresentam uma diminuigao gradativa da trans
locagao, do dia O para o dia 4 em condigoes de enraizamento,en

quanto que nas folhas sem pulvino ocorre uma variagao nao pa

dronizada.

5 - EFEITO DE SUBSTANCIAS FORNECIDAS PELA LﬁMl

NA FOLIAR:

5.1 - Fotossintatos.
5.7.1 - Reducao da area foliar.

Os resultados da eliminagao de .diferentes
quantidades da lamina foliar, até 50% (inclusive) (figura 21),
evidenciam uma proporcionalidade entre a area da lamina gue
permanecia e a media do numero de raizes formadas. Ndo ha dife
renga no nGmero medio de raizes formadas em folhas com 50 ou
25% da area. Folhas sem lamina nao enraizam. Pode-se observar
ainda que folhas com 100% da lamina, gquando mantidas no escuro,
apresentam um numero medio de rafzes semelhante ao de folhas
com 25% dalamina, mantidas no fotoperiodo normal de 12 horas.
Entretanto, folhas com 100 e 75% da lamina mantidas em Totope-
riocdo de 12 horas apresentaram maior enraizamento do gue fo

Thas intactas no escuro. As raizes formadas em folhas mantidas

ne escuro, sac finas e cuyrtas.




FIGURA 20 - Ttans1ocag50 de '%C em folhas primarias de
Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.

Folhas alimentadas por 30 minutos com

MC02 apos serem mantidas por O (@), 1 (@),

2 {A) e 4 (y) dias em condigcoes de enraiza

mento. Médias de 5 repeticoes.

Regites das folhas seccionadas para analise:

1. pulvino basal
2. base do peciolo

3. intermédio inferior do peciol

4. meio do peciolo (1 cm)

5. apice do peciolo
6. pulvino apical

7. lamina

A - Folhas com pulvino

B - Folhas sem pulvino
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FIGURA

21

- [feito da area da 13mina foliar no enraizamento

de folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.cv.

caricca.
JFolhas

presentado

12 horas e

Media e

com 100, 75, 50, 25 e 0% da amina,re
no esquema abaixo, em fotoperiovdo 2
com 100% da lamina no escuro.

porcentagem de 20 repetigles & DMS .

para 0 numero nedia de raizes por folha.
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FIGURA 21
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5.1.2 - Interrupgdo da nervura media.

0 seccionamento da nervura media provoca o
enraizamento acimé da tegiéo seccionada, somente guando a in
tehrupgéo se localiza nas regioes basal e mediana da lamina.
Quando o seccionamento & apical,ou ndo foi feito, o enraizamen
to ocorre somente na base do peciolo (fiQUfa 22). 0 enraizamen
to na base do peciolo continua a ocorrer semelhante e indepen-
dentemente da posic¢ao do tratamento. 0 nimero médio de rafzes
por folha e maior (estatisticamente) nas folhas intactas do
que nas seccionadas (figura 22} .

5.1.3 - Efeito de periodos crescentes de escuro no
contetudo de clorofila e enraizamento.

0 efeito de periodos de escuro de 0 a 144
horas foi verificado no conteudo de clorofila e no enraizamen-
to de folhas ligadas a planta e em condigdo de enraizamento,de
acordo com a metodologia ja descrita em material e métodos. A
tabela 8 mostra que nao houve uma relac¢do entre o aumento do
periodo de escuro e o conteudo total de ctorofila. Entretanto,
um periodo de escuro de 96 horas ja inibe totalmente o proces-
so de enraizamento.

5.1.4 - Inibic¢ao do processo fotossinteético.

0 tratamento de folhas com o inibidor de
fotossintese DCMU quando foi adicionado ao substrato de enrai-
zamento reduziu a rizogenese e inibiu-a totalmente quando apli

cado sobre a lamina foliar (tabela 9).




FIGURA 22 - Efeito da interrupcao da nervura mediana da
Tamina foliar no enraiZamento de folhas pri
marias de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca,
sem 0 pulvino basal.

Interrupcoes nas regioes apical, mediana
e basal,conforme esquema abaixo do gr&fico.
Media e porcentagem de 20 repeticgoes e DMSB%

para o numero medio de raizes por folha.
[:]- na base do .peciolo

71~ acima da interrupcdo
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TABELA 8 - Clorofila total e enraizamento de folhas primarias de

Phaseolus vulgaris mantidas no escuro, presas as plan

tas doadoras ou destacadas das mesmas em condicces de
enraizamento.

-= - Nalores. medios de 20 repetigﬁes para enraizamen-

to e 6 medidas para clorofila total. 0 teste F nao

mostrou significancia.

HORAS FOLHAS NA PLANTA FOLHAS DESTACADAS
DE CLOROFILA TOTAL  ENRAIZAMENTO CLOROFILA TOTAL  ENRAIZAMENTO
ESCURD yg/cm2 % enrzt® ¥ raizes ﬁﬁg/cmz senrzt0 x ra?ze§
0 18 95 5 18 95 5
24 14 90 8,1 15 100 2,4
48 14 100 6,3 11 70 3,2
96 15 e 0 11 0 )

144 14 0 0 13 0 0
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TABELA 9. Efeito de DCMU a 107“M no enraizamento de folhas pri

marias de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.

Valores per_cent’uai's de 20 repeticoes.

TRATAMENTOS FOLHAS ENRAIZADAS
(%)

Controle 100

DCMU na

Tamina 0

DCMU no

meio de enraizt® 60
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5.2 - Reguladores de Crescimento
5.2.1 - Auxinas

a - Bloqueio do transporte auxinico:

A Aplicacao do bloqueador do transporte de au
xina, acido - 2,3,5-triiodobenzoico (TIBA) em pasta de lanoli
na como um anel sobre o pulvino apical , inibiu totalmente a
formacao de raizes na base do peciclo de folhas sem o ,pulvino
basal {tabela 10).

b - Aplicagao de auxinas em pasta de lanolina.

0 efeito de auxinas exogenas foi testado pela
aplicacao de pasta de lanolina em diversos pontos da folha. 0s
resultados referentes ao efeito do acido indoii1~3—but7rico(AIB}
em folhas sem pulvino, sao apresentados na figura 23. 0s valo
res- encontrados ndo sdao significativamente diferentes dos res
pectivos controles. Entretanto, quando se compara O0S yarios
tratamentos, observa-se uma diminuicao do enraizamento quando o
regu1ador foi aplicado no meio do peciolo, em relagao a aplica
¢ao no pulvino apical. Este tratamento nao promoveu o enraiza-
mento quando aplicado a folhas com pulvino (dados nao represen
tados na figura 23). A aplicacao do regu?ador no pulvino api
cal ou no meio do peciolo provocou um entumescimento esbranqui
¢ado na regiao logo acima do pulvino.

0 AIA-  .foi .téestado em -duas’ contentragdes
( figura“zd ).. Na concentragﬁo de 0,05 mg AIA/mg de lanolina,
as folhas sem pulvino apresentaram uma gtande promogac do nume
ro medio de ta?zes por folha quando o regulador foi aplicado no

pulvino apical (figura 24 A). Neste tratamento, as raizes  se

o
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TABELA 10 - Efeito de anel de mistura de TIBA com lanolina (0,5 ‘mg
TIBA/mg de Tanolina)sobre o pulvino apical, no enraizamen

to de folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.cv.

carioca.

Valores percentuais de 15 repeticoes.

TRATAMENTO FOLHAS ENRAIZADAS
(%)

Controle | 100

TIBA 0




FIGURA 23 - Efeito de aplicagao de AIB em pasta de lano
lina (0,5 mg AIB/mg de Tanolina) no enfaizg
mento de folhas primarias de Phaseolus wvul
garis L. cv. carioca, sem o pulvino basal.

Valores medios e percentuais de 15 repeticoes.
Porcentagem de folhas enraizadas:

[j - controle

- tratado.
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FIGURA 24 - Efeito de aplicacdo de AIA em pasta de lang
lina, no enraizamento de folhas primarias de
Phaseolus vulgar?ﬁ‘s'h. cv. carioca, sem 0
pulvino basal. |
Valores medios e percen’tuais de 15 repeticoes.

Porcentagem de folhas enraizadas:

D- controle, - tratado.

A - 0,05 mg de ATA/mg de lanolina

B - 0,5 mg de AIA/mg de lanolina.
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formaram ao Tongo do peciolo. Nos demais tratamentos nao houve
déferenga entre as estacas tratadas e 0 seu controle em relacao
ao nﬁmero medio de raizes por folha. Folhas com pulvino basal
nao enraizaran.

Aumentando a concentragﬁo para 0,5 mg AIA/mg de
lanolina, as folhas sem pulvino apresentaram uma promocao de en
raizamento (numero medio de razes por folha) quando a aplicagao
foi realizada no meio do peciolo; as raizes se desenvolveram tam
bem na regido de aplicagido (figura 24 B). Tal ocorrencia foi tam
bém vetificada no mesmo tratamento em folhas com pulvino, em
80% das estacas, porem com media de raizes mais baixa: 0,27 (da
dos nao representados no histograma).

¢ - Aplicacao de auxinas por pré—embebigﬁo.

0 fornecimento de vétias atixinas em tratamento
de pre-embebicgdo por 17 horas a estacas de folhas primérias de
feijao, mostrou que nas concentragﬁes usadas (0,01 e 0,1 mg de
auxina/ml de agua), elas promovem b enraizamento, sendo o nume
ro total de razes formadas semelhante em folhas com ou sem pul
vino (figura 25).

Em folhas com pulvino AIA e ANA ndo promoveram
significativamente enraizamento na dose mais fraca, sendo o e

feito de AIA, o menos exptessivo em te1ag§o as demais auxinas.
AIB foi & auxina mais eficaz a 0,01 mg/ml de agua,e tdo eficaz
quanto ANA a 0,1 mg/ml de agua (figura 25A).

Em folhas sem pulvino, as auxinas promoveram o
enraizamento, nas duas doses usadas, com excessio de AIA na do

se mais fraca (figura 25 B). Neste caso, AIB foi mais eficiente

P




FIGURA 25 - Efeito de aplicacao de varias auxinas, por pré

embebicao de 17 horas, no enraizamento de

Thas primarias de Phaseolus vulgaris L.cv.

rioca.

Valores medios de 10 repeticoes.

77 _ . 4 Iy
éﬁ 0,01 mg agxnna/m] de agua

. - 0,1 mg auxina/ml de agua

A - Folhas com puilvino

B - Folhas sem pulvino

fo

ca-
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em promover a rizogenese em ambas as doses, o efeito de AIA e
ANA semelhante na dose mais baixa e ANA mais efetivo na dose
mais alta. Portanto, as folhas com e sem pulvino tratadas com
AIA sempre produziram menor numero de raizes, enquanto que AIB
demonstrou ser mais eficiente neste processo (tabela 11 e 12).

De maneira geral, o enraizamento de folhas com

pulvino ocorreu acima desta estrutura, e nos dois tipos de es

tacas de folha (com e sem pulvino) a formacao de raizes se deu
ao Tongo do peciolo. Em ambos os tipos de estaca, nos tratamen
tos com AIB e ANA, observou-se alem das raizes formadas, a pre
senca de inUmeras "verrugas" na superficie do peciolo, ocasio-
nadas por pressdo de primordios radiculares ainda ndo protrai-
dos, ou em fase de rompimento da epiderme. Nas estacas sem pul
vino tratadas com a dose mais alta de ANA, foi observada in

tensa fasciacao das raizes formadas.

1

d - Translocagao de 4C em folhas tratadas com

14

ATA-2- "C.

A movimentacao do 14

C a partir da regiao de
aplicacao de auxinamarcada em folhas, com e sem pulvino,pode ser
vista nas figuras 26A, 26B, 26C e 26D. Observa-se que apenas
quando a aplicagao foi feita no pulvino apical e na regiao me
diana do pulvino (figura 26B e 26C) houve uma pequena diferen
ca na porcentagem de ]QC translocado para a regiao basal da es
taca. 0 radioisotopo foi encontrado em maior porcentagem na ba

se de folhas sem pulvino. De maneira geral, a porcentagem de

translocagao e baixa. Quando o tratamento foi aplicado no pul

MW
Lo P \
- g-g Ch GENIRR BIBLIOTECA s
1970 DE BIOL
ﬁ\%\’\ st UNICAMP
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TABELA 11. Medias do numero de raizes formadas sob o efeito da apli
cacao de varias auxinas, por pré~embebig§0 de 17 horas,
em folhas primarias de Phaseolus wulgarie L.cv.carioca ,

com pulvino.

DOSES NOMERO DE RATZES
. mg/ml
.de’agua média
ATA ANA AIB das doses
0,01 0,00 c*B** 8,60bB 46,20ahA 18,268
0,10 26,00 bA 51,25aA 48,00aA 40,59A
MEDIA DE
REGULADORES 11,55 a 20,78 a 47,10b

* -« As Jetras minlUsculas comparam os reguladores dentro de cada dose
(horizontal).
** - As letras maTusculas comparam as doses dentro de cada regulador
{(vertical)

DMS (Turckey 5%)
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TABELA 12. Médias do nUmero de raizes formadas sob o efeito da'ap1i
cagao de vérias auxinas, por ptémembebigﬁo de 17 horas.em

folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.cv.carioca, sem

pulvino.
DOSES NOMERO DE RAIZES
mg/ml : : —
de agua ATA ANA AIB media
das doses
0,01 8,40 b*p** 15,70bB 49,00ahA 23,368
0,10 18,00 cA 33,12bA 47 .,6ah 32,89A
MEDIAS DE
REGUL ADORES 13,20c 23,44b 48,30a

* - As letras minlsculas comparam os reguladores dentro de cada dose (ho

rizontal)

** - As letras maisculas comparam as doses dentro de cada regutador.

(vertical)

DMS (Tuckey 5%)



FIGURA 26 - Porcentagem de }4C translocado em folha de

Phaseolus vulgaris L. cv. carioca,apds 6 horas de

141000 cpm).

tratamento com AIA-2-
V. vValores medios de 5 repeticGes. Folhas (@) com
pulvino e (0). sem pulvino.

Partes da folha:

1. pulvino basal

2. regiao inferior do peciolo

3. regiao mediana do peciolo (lcm)
4. regido superior do peciolo

5. pulvino apical

6. lamina

(1) ponto de aplicacao

A. Aplicacdo na lamina
B. Aplicacao no pulvino apical
C. Aplicacao na regiao mediana do peciolo

D. Aplicacao no pulvino basal.
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vino apical a movimentacao ascendente foi mais substancial . e
no tratamento do pulvino basal, o acumulo maior se deu na regi
3o superior do peciolo. Aplicacdo no meio do peciolo, —mostra
uma trans?ocagﬁo preferencia1mente basipeta com maior _acumu-
Te na regiEo inferior do peciolo livre do pulvino.

14

Aplicacao de AIA-2-""'C em folhas com anelamen-

to no peciolo na regiao imediatamente superior ao pulvino, mos

tra que ndo ha translocagao do 14

C atraves de ane1amento,haVeg
do ent3do, um acumulo do radioisétopo na regiao acima do anela-
mento, independentemente do ponto de aplicagao do hormonio (fi
gura 27A e 278B).
5.2.2 - Acido abscisico
a - Aplicag3o acido abscisico em pasta de Téng
lina. |

A aplicagao de ABA em pasta de Tanolina na 13
mina,reduziu o enraizamento de folhas sem pulvino (figura 28).
Nos demais tratamentos,'nao provocou nenhuma alteragao no pro
cesso de rizogenese tanto em folhas com pulvino (figura 28),co
mo sem pulvino (dados nao representados).

14

b - Translocagao de C em folhas tratadas com

aBA-2-'4¢.

0 acompanhamento do fluxo do 14

C . proveniente
do ABA-Z-’QC, apds 6 horas da aplicac3o em varios pontos da fo
lha pode ser observado nas figuras 29A, 29B, 29C e 29D. Os va
lores obtidos neste intervalo de tempo indicam que a movimenta

¢do do radioisotopo e pequena. Na aplicagido do regulador marca

do no pulvino apical houve um transporte substancial do radioi

Ls




FIGURA 27 - Quantificagao de ]4C em folhas primarias de

f%’haseolus vulgaris L. cv.

COm AIA—2~14

C (1000 cpm).

carioca “tratadas

Valores medios de 5 repetigoes.

"Partes da folha:

1. pulvino basal
2. regidao inferior do peciolo
3. regido mediana do peciolo{lcm)
4. regido superior do peciolo
5. pulvino apicé}
6. 1§miqa
}3 (&) - regiao do anelamento
el B _
s }2 (*) - ponto de aplicagao

Eo

A. Aplicacao na regiao mediana do pec?o10‘

B. Aplicagao na regiao superior do peciolo
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FIGURA 28 - Efeitb da aplicacao de ABA em pasta de lano
Tina (0,5 mg de ABA/mg de lanolina) no enra
izamento de fTolhas primérias de  Phascolus
vulgaris L. CV. carioca, sem o pu1vinq ba

sal.

Valores medios e percentuais de 15 repetiches.

Porcentagem de folhas enraizadas:
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sotopo em diregdao a lamina (bas{fugo), embora tambenm seja
observad wuma pequena movimentagao basipeta (figura 29B). A
aplicacao no pulvino basal alem de mostrar peguena movimenta-
cao do }4C, nao apresentou va?otes elevados, comumente detec-
tedos nos locais de aplicacao (figura 28D). |

¢ ~ Dosagem de ABA no pulvino e no peciolo.

Analise do possivel relacionamento entre a con
centracao endogena de ABA e o processo inibidor do pulvino foi
rea1izada através de extracao e dosagem deste regulador na re
giao basal do peciolo e do pulvino basal de folhas recem co
Thidas. 0s resultados indicam ser a concentragac no pecioelo
mais elevada do gue a do pulvino: 756,53 e 16,58 ng de ABA
por grama de peso fresco, respectivamente.

5.2.3 - ETILENO

a -~ Aplicacao de CEPA em pasta de lanolina.

Os resuitados da aplicacao de CEPA em pasta de
tanolina (0,5 mg/mg de lanolina) ,sem ‘pulvine provocow uma redu
¢ac tanto na porcentagem de envaizamento come no nimero de
raizes formadas per estaca, quando o tratamento foi aplicado no
pulvine apical e no meio do peciolo {Ffigura 30). A aplicacdc de
CEPA no pulvino apical de folhas sem pulvino basal, provocou a
inda a formacao de ra?zes, até a regidoc medians do peciolo, cu
ja superficie algumas vezes apresentava um aspecto enrrugado pe
ta pressao de primordios radiculares que nao chegaram a ronper -
a epiderme. Em estacas com pulvino, o CEPA s0O promoveu a rizoge
nese quando aplicado no putvinoe basal, onde ccorreu 0 enrsiza-

mento de 66,6% de estacas com media de 2,13 raizes por folha.As



FIGURA 29

- Porcentagem de ]4ﬁ translocado em folhas pri

marias de Phaseolus vuigaris L. Cv. carioca,
14

apos 6 horas-do tratamento com ABA-2- C-(EOUOZcpm).
Folhas (@) com pulvinc e (Q) sem pulvino

Partes da folha:

1. pulvino basal
2. regido inferior do peciolo
& 3. regiao mediana do peciolo{lcm)

4, regide superior do peciolo

}5 5. pulvino aplical,
6. lamina

(é) ponto de aplicacao

A. Aplicacdo na lamina
‘B. Aplicacdo no pulvino apical
C. Aplicagao na regido mediana do peciolo

D. Aplicacao no pulvino basal.
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FIGURA 30 - Efeito da aplicacao de acido 2 cloroetil
fosfonico em pasta de lanolina (0,5mg/mg
de Tanolina)., no enraizamentc de folhas
primarias de Phaseolus vulgaris L. cv.ca
ricca em folhas sem o pulvino basal.

Valores medios e percentuais de 15 re
peticoes,
Porcentagem de folhas enraizadas:

E:}“ controle 23 - tratado.

¥
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raTzes se otiginavam de um pequeno calo central, formado na re
giao do corte (dados nac representades na figura 30).
b - Aplicacado de AVG e CEPA em mecha de a1 godao
e pincelamento.

Alteracao da concentraciao, bem como variacao do
tipo de aplicagao do acido 2-cloroetil fosfonico ( CEPA} nao mo
dificou sua atuagdo em relacdo a inibicao do pulvino. Em folhas
sem pulvino, observa—se que tanto na aplicaciao em mecha de algo
dao como por pincelamento, as concentracdes mais elevadas ten
dem a induzit uma redugﬁo do enraizamento (figura 31). Verifica
se ainda que a mesma concentracdo de CEPA (0.05 mg/ml), mostra
efeitos diferentes dependendo do tipo de aplicacio. tntretanto,
tentativa de diminuir a concentfagéo de etileno enddogeno peio
blogqueio de sua biossintese com aplicagcao de AVG, ndo afetou o
enraizamento (figura 31).

5.2.4 - Aplicacac de reguladores por pre-embebicao

Comparando o efeito dos reguladores ATA,

AIB, ABA e CEPA fornecidos atravées da solugao de _enraizamento,
por pré-embebicdo de 17 horas (figura 32), observa-se que =4
folhas sem pulvino, o AIB promove o enraizamento, sendo seu €
feito muito mais evidente na dose de 0,0] mg/ml como pode ser
visto na tabela 13. No caso de folhas com pulvino (dados nao re
presentados), o AIB foi o Unico dos reguladores usados capaz
de promover o enraizamento. Neste caso, a formagao de raizes ]
correu na regiac do peciclo acima do pulvine, em 60% das esta

cas, com uma media de 114 ra¥zes por estaca.




FIGURA 31 - Efeito de CEPA e AVG no enraizamento de folhas
primarias de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca
em folhas sem o pulvino basal.
Valores medios e percentuais de 15 repeticoes

AVG = 4 ¢mM

CEPA: no]- 0,005 mg/ml agua

1- 0,05 mg/ml agua

E§3~ 0.10 mg/ml agua
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FIGURA 32 - Efeito de aplicacazo de reguladores de crescimento,
por pre-embebicao de 17 horas, no enraizamento de
folhas primarias de Phaseolus vulgaris L. cv. cari
oca, sem o puivino basal.

Valores medios de 10 répeticoDes.
Cencentracac do regulador:

@— 0,01 mg/ml de agua

Dn 0,10 mg/ml de agua
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TARELA 13 - Méedias do numero de rajzes formadas sob o Efeito

de aplicacdo de reguladores, por pre-embebicao de
17 heras, em fTolhas primarias de Phaseolus vulga

r7ig L. ¢cv. caricca sem o pulvino basal.

DOSES NUMERO DE RATZES
mg/ml
de agqua media
ATA ALB ABA CEPA dae dooes
0,001 8,20a*p** 19,714aB 6.,40ah 2.,00ah 8,758
0,010 11,37bA 159,57aA 5,00bA  16,00bA 56,17A
MEDIA DE 9,61b 89,35a 5.70b 6,36b
REGULADORES

*

- As letras mintsculas comparam os reguladores dentro de cada dose

(horizontal)

*% . As letras maiusculas comparam as doses dentro de cada regulador

(vertical)

DMS (Tuckey 5%)
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6 - TESTES BIOQUIMICOS NO PULVINO
6.1 - Extratos
6.1.1 - Extrato bruto (bioteste)

Analise do efeito do extrato bruto de pul-
vino no entaizamento de folhas primarias mostrou a existéncia
de uma proporcicnalidade entre a concentracao do extrato e a
inibigao do enraizamento (figura 33).

6.1.2 - Extrato fracicnado (bioteste)

Foi entao feito fracionamento do extrato
bruto dos pulvinos, sendo cada fracao biotestada em enraizamen
to de folhas primér%as de feijao. 0s resultados, mostrados na
figura 34, evidenciam significemente uma inibicdo pela fragdo
basica e uma promogao pela fragao neutra do extrato.

A analise mais detalhada do efeito da fra
¢ao basica(que era inibitaﬁéa) no enraizamento foi  .executada
com o mesmo bioteste, mas utilizando faixas entre os Rfs do
cromatograma desta fragao desenvolvido com o sistema de solven

tes benzeno: acetona (9:1 v/v). Ao croematograma foram aplicados

5 ml da fragéo basica contendo 98,66 mg de peso seco/ml. Os
resultados em relacao ao numero medio de raizes formadas por
folha (figura 35 A), mostram uma regiao de inibicao entre 0

ponto de aplicagcao e o Rf 0,4 e outra entre os Rfs 0.6 e 0,8.

A inibicao & semelhantemente observada com relagao ao  numero
de folhas enraizadas {figura 35 B}, sendo coincidente principal
mente na regiﬁo entre o ponto de aplicagao e o Rf 0,4 {(compare

figuras 35 A e B).




FIGURA 33 ~

FIGURA 34 -

Relacao entre a concentracgao do extrato bruto do
pulvino e o enraizamento da folha primaria de
Phaseolus vulgarie L. cv. carioca.

Valores medios de 20 repetigoes.

Efeito de extrato fracicnado de pulvino no enraiza
mento de folhas primarias de Phaseolus vulgaris L.
cv., carioca.

Concentracao: 12,5 mg de peso seco/ml.Valores
medios de 20 repeticbes. A zona hachurada e estatis

ticamente diferente do controle ao nivel de 5%.
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FIGURA 35 - Efeito da fragdo basica do extrate de pulvino
no enraizamento de folhas primarias de Phaseo
lus vulgaris L. cv. carioca.

Cromatografia de silica-gel com 5 ml da
fracaoc basica do extrato com 898,66 mg peso se
co/ml, desenvoivido com sistema de solventies
benzeno: acetona (9:1 v/v). Valores medios de
10 repeticoes. A zona hachurada e estatistica
mente diferente do controle pela analise de

variancia.
A. Porcentagem media de raizes por folha.

B. Porcentagem de olhas enraizadas,
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6.1.3 - Extrato esteroidal (bioteste)

0 teste do efeito dos estrbgenos padroes
(estrona e estradiol) no enraizamento de folhas com e sem pul
vino mostrou que 0s estrogenos padt5es naoc afetam o enraizamen
to foliar. A figura 36 mostra o resultado de folhas sem pulvi-
no. Embora a porcentagem de enraizamento seja reduzida de 30%
com estrona, em relacao a agua, ¢ numero medic de raizes por
folha mantem-se mais elevado que no controle com agua. O enrai
zamento por folha, muito baixo do contro1e neste experimento
evidencia a variabilidade da resposta de enraizamento em fo
lhas de Phaseolus vulgaris.

6.2 - Analise cromatografica dos extratos

Comparacao do comportamento cromatografico
dos padroes de estrona e estradiol com as fracgoes acida, basi-
ca e neutra do extrato de pulvino, mestra na fracao basica dﬁa
mancha caracteristica coincidente com o padrao de estrona quan
do revelado com luz U.V..A mesma mancha, mais palida, aparece
tambem na fragao neutra (figura 37).

0 extrato esteroidal do pulvino, realizado
conforme 0 metodo anteriormente descrito foi inicialmente puri
fibada cromatograficamente usando o sistema de solventes cloro
formio: metanol (95:5 v/v). A detecc¢cdo dos estrogenos da placa
foi obtida por correspondencia de Rf atraves de cromatografia
paralela dos padroes de estrona e estradiol revelados com 1luz
U.V.. Tal comparacao das faixas eluidas em cloroformio: metanol
(2:1 v/v) evidenciou a presenca de uma substancia com comporta
mento semelthante a estrona (Rf 0,61) no eluato dos Rfs 0,33 a

0,55 (figura 38). A mancha mais frontal persistente em todos os




FIGURA 36 - Efeito de estrogenos (estrona e estradiol)
no enraizamento de folhas primarias de
Phaseolus vulgarie L. Cv. carioca,sem o pu_'l_

yino basal.

0 teste F nao mostrou significancia.
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FIGURA 37 -

FIGURA 38 -

Esquema do cromatograma com as fragoes acida, basica e
neutra do extrato de pulvino de Phaseclus vulgaris L.
cv. carioca.

0 cromatrograma ascendente foi rea]izado em croma-
tofolhas aluminicas de silica-gel F254, reveTado con
tuz U.V. (ondas médias e curtas), de fragoes, acida e
neutra de extﬁafo de pulvino,comparadas com padrﬁes de
estragenos. (1) estradiol, (2) estrona, (3) fraé&o aci
da, (4) fragdo basica e (5) fragao neutra.

Sistema de solventes:
Cloroformio: Metanol f95:5 v/v). As manchas hachuradas

correspondem aos padrbes e a mancha mais de frente,pos

sivelmente a um isomero.

Esquema do c¢romatograma dos extratos esteroidais de
pulvino de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.

0 chomatograma ascendente foi realizado em croma-
tofolhas aluminicas de sTlica-gel Fopy, revelado  cor
luz U.VY. (ondas medias e curtas), de eluatos dos Rfs
0,556-0,76-(1) e 0,3340,55 (2) de extratos estetoidais
de pulvino comparados com padrdes de estrona (3) e e
tradiol (4). 0 cromaiograma foi desenvolvido em siste:
ma de solventes Cloroformio: Metanol (95:5 v/v). As m

chas, hachuradas., correspondem aos padroes e as manch

de frente, possivelmente a um isomero.
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testes realizados e de pﬁocedéncia nao identificada, sendo pro
vavelmente a de um isomero.

0s mesmos padroes de estrogenocs desenvolvidos
em sistema de solventes benzeno: acetona (9:1 v/v) e igualimen-
te reve?ados com luz U.V. apresentaram alem da mancha coinciden
te nao caractetizada no Rf 0,75, as manchas correspondentes a
estrona no Rf 0,40 e estradiol no Rf 0,23. 0s estrOgenos pa
droes,bem como os cextratos. esteroidais de pulvinos e - peciolos
misturados a Tanolina, foram aplicados em folhas de feijao sem
pulvino. Este teste mostrou gue embora 0S estrogenos padroes
nao tenham afetado Signfﬁcativmmmtet)enraizamente de folhas sem
pulvino, os extratos esteroidais de peciolo e de pulvino inibi
ram este processo (figura 39).

6.3 - Atividade peroxidésica

Estando a petoxidase Tigada ao sistema AIA
oxidase, o qual regula o nivel de auxinas, hormonios diretamen
te relacionados com o processo de formagﬁo de raizes, passamos
a analisar comparativamente a atividade total desta enzima no
peciolo e no pulvino, investigando seu possivel envolvimento no
processo inibidor existente no pulvino.

Verificando o0 efeito do volume do extrato
usado no ensaio, acompanhando a reacgao de minuto em minuto du
rante 10 minutes, observou-se que nos itres primeiros minutos de
reagao, 0 aumento da atividade peroxidasica e praticamente 11

near (figura 40), com todos os volumes de extrato usados.

Analisando a resposta da reagao com quanti




FIGURA 39 - Efeito de estrbgenos aplicados em pasta de
lanolina em folhas primarias de Phaseolus

vulgaries L. cv. carioca, sem pulvino.

1. controie
2. estrona a 0,5 mg/g de lanolina.
3. estradiol a 0,5 mg/g de lanolina.
4. extrato esteroidal de pulvino

(1 g peso fresco/g de lanolina).
5. extrato esteroidal de peciolo.

(1 g peso fresco/g de lanolina).

FIGURA 40 - Efeito do volume do extrato usado no ensaio
peroxidasico de pulvino basal de folhas pri
marias de Phaseoclus vulgaris L.cv. carioca.

(@) 0,1 ml; (o) 0,075 ml; (&) 0.05 mi;e
(A) 0,025 ml do extrato.
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dades variadas do extrato enzimatico purificado, verificou-se
a existencia de uma proporcionalidade entre o volume do extra
to e a atividade (figura 41). Esta constatacao permitiu o u

so de aliquotas diferentes do extrato na determinacao da ati
vidade enzimatica nos varios tratamentos.

Ensaios rea?izados em diferentes tempos apos
a purificagéo enzimatica mestraram que a atividade peroxidési
ca sofre mudangas no perjodo de 4:30 horas ap0s extragdo, su
gerindo que os ensaios devam ser realizados em intervalo de
tempo menor para que naoc sejam computadas perdas apreciaveis
da atividade (figura 42).

Em folhas com pulvino a atividade peroxid&si—
ca no pulvino parece diminuir gtadativamente. Entretanto, a
regiﬁo do peciolo imediatamente supetior ao pulvino nao pare-
ce mostrar nenhum padrao definido, embora haja indicacao de
aumento no petTodo entre 20 e 40 dia de enraizamento.

Comparando o comportamento dos apices peciola
res com e sem pulvino em condicOes de enraizamento, verifica-
se que inicialmente (dia 1), a atividade do peciolo e :maior
que a do pulvino. Posteriormente, ha um deciinio, havendo uma
alteracao desta relacdo, e ja no final do periodo o peciolo
continua com mais atividade que no pulvino. Observando as va
riagGes ocorridas nas folhas em enraizamento sem pulvino, no-
ta-se que a atividade cai consédetave1mente do 190 para o 29

dia e depois tende a aumentar ate o fim das observacdes (figu

ra 43).



FIGURA 41 - Proporcionalidade da reacao entre volume do

FIGURA 42

extrato peroxidasico e atividade enzimatica
em pulvino de folhas primarias de Phaseolus

vulgaris L. cv. carioca.

Estabilidade da atividade enzimatica apds a extracgéo ..
do pulvino de Phaseolus vulgaris L. cv. carioca.
Ensaios peroxidasicos realizados (O) 1:30 h e

(@) 4:30 h apos a extragaoc enzimatica.
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FIGURA 43 - Analise da atividade peroxidasica em folhas de Phaseo
lus vulgaris L. cv. carioca e sem pulvino.
As folhas eram mantidas em condicoes de enrajza-

mento por 0, 1, 2, 3, 4 e 5 dias.

- peciolo de folha com pulvino

@- pulvino

2]~ peciolo de folha sem pulvino
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V - DISCUSSKD

0s resultados mostraram que folhas mais jovens (6
e 7 dias) alem de enraizarem mais lentamente., apresentaram um me
nor numero de ra?zes do que folha com8, 9 e 15 dias (figura 183.
Entretanto, o maior nﬁmero de folhas nao enraizadas fof encontra
do no grupo de folhas mais velhas(isto e,com 15 dias de idade). Resunin
do, folhas mais jovens apresentam um numerc pequeno de rafzes,mas
sempre enraizam. Nem todas as folhas mais velhas enraizam, mas as
que o fazem desenvolvem um grande nimero de raizes.

Uma resposta semethante, foi em parte,observada por GREGO
RY e SAMANTARAI (1950) com folhas trifolioladas de uma variedade a
na de Phaseolus vulgaris L. em gue folhas mais jovens enraizavam
mais lentamente. Potém, no caso destes autores, a folha do segun
do no, mais proxima do apice, apresentava um numero major de rai
zes, isto e, a folha mais jovem e que produzia maior numero de
raizes.

Utilizando o Tndice de plastocronio foliar COLEMAN
e GREYSON {1576), evidenciaram em plantinhas de Lycopereicon es
culentum Mill., a influencia da idade do apice e da posicao da
folha na sua capacidade de enraizamento. Alem de produzirem mai-
or nﬁmeto de taTzes, quando em plantas mais jovens, as folhas, a
medida que se afastam do apice apresentam inicialmente um aumen-
to e depois uma diminuicao da capacidade de enraizamento.

Levando em consideracao todos estes dados, parece

que o numero de raizes formado & influenciado pela posicido  gque

originalmente a folha ocupava na planta. No trabalho atual, eli-
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minou-se esta variével,que e a posicao da folha na planta.Como
padraa de homogeneidade, foi sempre usada foiha de uma mesma po
sicao (folha ptiméria) g de uma mesma idade (8 dias).pretenden
do desta maneira, eliminar a influencia de outros fatores endo
genos da planta.

0 efeito da idade,no enraézamento de folhas pri
marias de feijao, pode estar ligado nao s0 a0 grau de amadure-
cimento fisjologico da folha,mas tambem, a area disponivel pa
ra producdo de fotossintatos e substancias hormonais. O0s resul
tados de experimentos realizados com eliminacoes parciais da
lamina foliar, revelam que o enraizamento esta na -dependencia
da Srea foliar e que pecioles sem lamina nao enraizam, em con
cordancia com os dados de VAN RAALTE et al.,(1975),que tambem
trabalharam com folhas primarﬁas de outra cultivar de feijao.CO
LEMAN e GREYSON (1976) tambem mostraram que havia uma correla-
¢ao significativa entre o crescimento da lamina e do  pecioclo
com o enraizamento. A afirmagao de que a diminuicao do enraiza
mento e proporcional a reducao da area foliar deixa de ser va
lida para a metade basal da Tamina, cujo enraizamento e compa-
ravel entre folhas com 50% e 25% basais da lamina. A importan-
cia da regido apical da lamina no enraézamento pode ser obser-
vada pela reducac significativa do enraizamento, causada pe
las eliminagOes sucessivas ate a metade da nervura media do
Timbo (figura 21).Evidentemente essa diferenca nao poderia ser
explicada por diminuicao de fotossintatos porque a area removi
da foi pequena.Poderia entretanto, ser considerado que as o

Thas usadas neste experimento, com 8 dias de idade ainda nao

estao completamente expandidas (figura 17 A, 17B e 17C). -
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Afdifeyenciagéo fo]iar e basifuga nas nervuras principais e so
mente nas mais tenues, basipeta (ESAU, 1965). Quando comparadas
com outras especies, as folhas primgréas de feijao nao apresen
tam grande porcentagem de celulas formadas durante a expanééo
taminar (DALE, 1982). Assim, a parte superior da folha, ainda
em expansao, poderia estar contribuindo com maior «contingente
hormonai ptoduzédo nas regioes meristeméticas apical e marginal
ainda com alguma atividade. VAN RAALTE et al. (1975) mostraram
que o numero de raizes formado e dependente da superficie da
Tamina.

Por outro Tado, os resu!tados de interrupcao da
nervura media, mostrando enraizamento normal e semelhante na
base do peciolo, em todos os tratamentos (figura 22),podem 1&1
dicar que o encaminhamento dos fatores de enraizamento para as
regiﬁes de seccionamento na lamina nao foi muito expressivo. A
maior parte dos produtos foi encaminhada para o peciolo, uma
vez que o tratamento em nenhuma das posi¢oes chegou a interrom
per totalmente a continuidade da lamina foliar com esta regiao,
Devido a vascu?arizagéo reticulada bem desenvolvida na lamina,
a quantidade de substancia acumulada na interrupggo, suficien
te para promover a fotmagéo de raTzes nestes locais, nao repre
sentou uma drenagem significativa dos recursos fornecidos pelo
1imbo ao pecioclo, para que fossem detectadas diferencas no seu
entaizamento.

Cemo ja foi dito anteriormente, nas folhas usa

das nos experimentos, a regiao apical provavelmente esta ainda produ
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zindo substancias hormonais importantes para o processo de forma
¢ao de raizes adventicias. Entretanto, nao ccorreu enrajizamento
na regiao de interrupcao da nervura media nesta posicdo. Tal fa
to pode ser explicado em razao da interrupcao estar em continui-
dade com uma pequena porcao final da nervura media, cuja ramifi-
cagdao e muito restrita, recebendo, portanto, a contribuigao de
uma peguena area produtora de assimilatos, cuja disponisibilida-
de e insuficiente para fornecer substrato energetico necessario
para atender as exigencias metabdlicas requeridas no local ( com
plementacao da diferenciacao do limbo, bem como para 0 processo
de enraizamento)

LOVELL e MOORE {1969} mencionam que estacas de co
tiledones mantidas no escuro nao enraizam. No presente trabalho,
observou-se enraizamento de folhas mantidas por 8 dias no escu-
ro (figura 21).No entanto,a aplicacao de varios per?odos de escu
ro tanto em folhas Tigadas a planta como destacadas e em condi-
coes de enraizamento, mostrou que quando as folhas eram levadas
para condigoes padroes de enraizamento{luz), a rizogénese so 0
corria quando o periodo de pré-tratamento de escuro nao excedia
a 48 horas (tabela 8).

Muitos pesquisadores tem estudado a senescencia em
folhas destacadas, tanto no claro, como no escuro. TETLEY & THIMANN
1974) mostratram que folhas de aveia destacadas ao completarem a
fase de expansao, senescem rapida e uniformemente, apresentando
um aumento da respiragao com o estabelecimento do processo de se

nescencia. Quando segmentos apicais da primeira folha, com 7 dias

de idade, eram incubados a 26 °C, foi observado que depois do pri
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meiro dia a taxa respiratﬁria comegava aumentar ate atingir um pi
co, apods o terceiro dia, alcancando um valor 2,5 vezes maior gque
o original. Em felhas verdes, a perda de clorofila se iniciava den
tro de um dia e a perda atingia o maximo quando a respiracao esta
va aumentando. Em tres dias, toda a clorofila tinha sido degrada-
da. Um aumento semelhante na respiracao ocorria em Tolhas estiola
das. A magnitude do aumento da respiracao era semelhante se 0s
segmentos de folhas eram incubados na luz ou no escuro ( THIMANN
et al.,1977). Estes autores sugerem que ate 25% do aumento respi-
ratorio no escuro pode ser atribuido a um aumento na disponibili-
dade de aminoacidos livres e agucares, resultantes da hidrolisede
proteinas e carboidratos de reserva. 0Os 75% do aumento seriam de
vidos 20: desacoplamento da fosforilacao da respiragao. Sugerem ain
da que estaria sendo criado um desécop]ador“' natural durante a
senescencia. Aumento de respiracado pode ocorrer durante a senescen
cia de folhas presas a planta, da mesma maneira que com folhas
destacadas (HARDWICK et al.,7968)

A senescencia de folhas & considerada como um  pro
cesso que embora essencialimente catabolico, envolvendo atividade
de enzimas hidroliticas, parece estar envolvido com alguns proces
sos essencialmente anabolices (BEEVERS, 1976; MARTIN e THIMANN,
1972). Em folhas de aveia, a senescencia € inibida por cicloeximi
da, um inibidor da sintese de proteina, e por anaerobiose (MARTIN
e THIMANN, 1972). TETLEY e THIMANN (1974) propuseram a hipotese de
que a senescencia da folha e dependente da sintese de novo de uma
ou mais enzimas proteoliticas. A quebra de 3cidos nucleicos e pro

teinas em vez dos carboidratos acumulados na folha, parece ser a
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mudanca fundamental que ocorre no inicio da senescencia. Ha con
sideréveis duvidas se a perda observada de acidos nucleicos e
proteinas & devida a uma desorganizagao nos processos envolvidos
na sua formagao, ou devida a um aumento de atividade hidroliti-
ca envolvida na sua degradagéo (RHODES, 1980).

Por outro lado, a senescencia de folhas esta tam
bém relacionada com uma queda no conteudo de clorofila. Em fo-
Thas destacadas de aveia (TETLEY e THIMANN, 1974), a protedlise
pode ja ser detectada 6 horas apos excisEo% enquanto que a pri
meira evidencia da perda de clorofila esta associada com a per
da da atividade fotossintetica e a transformacao de cloroplasto
em cromoplasto. BUTLER e SIMON (1971 in RHODES, 1980) mostraram
que as mudancas ultra estruturais associadas com a senescencia o
correm em uma sequencia muito bem definida, independentemente da
maneira como a senescéncia foi induzida. As primeiras mudancas
a ocorrer sao declinio na populacgio de ribosomas e inicio da de
sorganizagao do cloroplasto. 0 ret?cu]o endoplasmatico e o apa-
re}ho de Golgi desaparecem. As mitocrondrias e 0 nucleo permane
cem intactos estruturalmente ate os ultimos estadios da senescén
cia.

Pode-~se admitir que em folhas mantidas permanen
temente no escuro,o aparecimento seqguencial dos efeitos da se
nescencia, por vezes nao tao rapidos, permitem a utiliza¢ao dos
produtos das hidrolises (carboidratos) e proteolises ( amincacidos)
no estabelecimento da rizogenese.Entretanto,os processos de se

nescencia no escuro poderiam ser acelerados em folhas transferi

das para a luz, pelo efeito competitivo das exigéncias metab0olicas dos
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processos que passam a ocorrer em sua presenca,como:produgdao de
clorofila, fotossTntese,fotorespiragéo, movimento estomético,ptg
dugao hormona1 etc. A competicao por material energetico em 'dg
clinio, pela acao da senescencia, poderia ser entao, um fator
na intetrupgﬁo do processo de enraizamento em folhas transferi-
das para a. luz, apos 48 horas de escuro.

Neste trabalho nao foi possivel relacionar nem
senescencia, nem o efeito dos assimilatos fotossinteticos com
0os niveis de clorofila total em folhas tratadas com varios peri
odos de escuro, embora a inibigao do enraiiamento observada no
tratamento com DCMU tenha mostrado a necessidade da integridade
do processo fotossintetico na formacao de raizes adventicias.Tal
efeito foi tambem observado por LOVELL et al., (1972) em coti-
lédones de Sinapsis e Raphanus em cultura continua no escuro, ou
na luz con tratamento de DCMU. Neste caso, foi também observado
‘que a adicao de sacarose restabelece o enraizamento em cotiledo
nes tratados com DCMU na luz e em cotiledones mantidos no escu-
ro. Porém, quando sacarose foi actesceﬁtada em presenca de luz
(sem DCMU), o enraizamento foi inibido e a inibigao foi parcial
mente revertida por aplicacdao do inibidor. Parece portanto, que
0o nivel de carboidratos muito alto devido a aplicacao de sacaro
se com os produtos da fotossintese, tambeém & inibidora do enraj
zamento. Ha uma concentragao otima de carboidratos, acima ou a
baixo da qual o enraizamento e reduzido.

Aplicacao de TIBA,em pasta de lanolina,na regi-
ao do pulvino superior inibiu totalmente o enraizamento de  fo

Thas mantidas na tuz. Esta inibigao podetia ser explicada em termos do blo
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queio dO'ansmnﬁe:au&?ﬁjco. Entretanto, o papel de TIBA embora
bastante estudado parece nao estar bem definido. 0s ° resultados
mostram que quando aplicado a estacas com a base mantida imersa em
solucao com auxina, TIBA pode promover a formacio de raizes(FERN
QVIST, 1966) .Varios-autores discutem o efeito de TIBA em relacio ao
transporte auxinico. DA CRUZ e AUDUS (1978) mostratam que TIBA e
um potente inibidor da acao da auxina na degradacao do amido em
fracoes etanolicas sollvel e insollvel. Mais recentemente,BATTEN
e GOODWIN (1981)trabalhando com estacas imersas em cultura 17qui
da em agitacao contendo AIA e TIBA, observaram inibigao do enraj
zamento. Tendo sido eliminado o problema da polaridade pelo tipo
de cultura, o efeito do TIBA, segundo os autores, poderia ‘estar as
sociado ao de um inibidor de algum processo metabolico necessari
o a formagdo de rafzes adventicias.

Alem dos fatores enddgenos, os fatores do mejo am
biente tambem afetam o enraizamento. HENITT e HILLMAN {198Ca) en
contraram atuagao da variacao estacional dos fatores ambientais
na caracteristica de enraizamento de folhas de feijdo. No verao
houve um aumento da media de rafzes formadas, bem como da veloci
dade do enraizamento, em relacdo ao inverno. Tal variagao pode
ser atribuida 'a uma delimitagao mais evidente das estagoes nas
regioes temperadas onde foram realizados os experimentos.

No trabalho atual, embora as condictes de enraiza
mento tenham sido controladas, a variabilidade da resposta de
formacao da raizes, mesmo nos controles, levou a pesquisa de um

possivel reflexo das variagOes das condigGes fotoperidodicas, nas
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quais se desenvo]veram as plantas estoque, no enraizamento de
suas folhas. Entretanto, nas condicoes de dias curtos e dias
Tongos testadas, nao foi observada nenhuma alteracao no proces
so de formagao de raizes pelas estacas foliares.

A variabilidade sazonal das condicGes climaticas
na regiao tropical n3ao e tdo marcada. Entretanto, & preciso con
siderar a influencia de outros fatores, os quais, ainda que a
tuando uniformemente sobre cada experimento, pelo controle das
condicoes de enraizamento, podem afetar estacionalmente a res
posta de enraizamento, face as variacbes ambientais a que es
tao expostas as plantas doadoras. Intensidade e tipo de radia-
¢ao lgminosa fornecida as plantas estoques podem alterar a res
posta do enraizamento (HANSEN, 1976) e este efeito, pode ser
devido a ac¢ao mediadora de luz no metabolismo de carboidratos
e auxinas (KHAN et al. 1977).

Como pode ser visto na tabela 2 o pulvino, inde-
pendentemente da idade da folha, inibé o enraizamento. Este
feito & observado tanto para o pulvino apical (tabela 4), como
para o pulvino basal (tabela 5). Em ambos os casos, a inibigao
independe da quantidade de pulvino mantida na base do peciolo.
No caso do pulvino apical pode ser observado que o efeito ini-
bitorio se restringe ao tecido do pulvino, sendo imediatamente
eliminado quando uma minima parte do peciolo e deixada na base
da estaca, havendo indicagao de que quanto maior o comprimento
do peciolo, maior o enraizamento.

Foi observado que em Kalagnchoe Blossfeldiana "a
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eliminacao das celulas epidérmicas do Timbo, desreprime as celu
Tas do mesofilo que sofrem uma desdiferenciacido e passam a  se
dividir formando uma camada cambial formadora de um tecido de
cicatrizacao (SCHWABE, 1968). Analisando o efeito da epiderme em
segmenﬁos-de caule de Pi{sum, BRUMMEL e HALL (1979) observaram
que embora sedmentos sem epiderme apresentassem menor crescimen
to em contacto com solucgoes de auxina, segmentos com sulcos ver
ticais superficiais apresentavam uma resposta positiva signifi-
cativa em relagao aos segmentos intactos, indicando gue a remo-
cao da epiderme nao atuou como dano ao tecido. Entretanto, no
trabalho atual, tratamentos de eliminagao da epiderme, bem co
mo de cortes verticais superficiais na regiéo do pulvino nao ti
veram efeito na diferenciacao celular e os pulvinos continuaram
agindo como inibidores do enraizamento.

0 efeito inibidor do pulvino sb & exercido quan-
do suas celulas, vivas, estdo em continuidade com o restante do
peciolo. A necessidade desta continuidade do tecido vivo, foi
verificada pelo anelamento realizado na, regiao imediatamente su
perior a esta estrutura. Neste caso, o isolamento do pulvino per
mitiu a formagao de raizes logo acima do tratamento.

Tem sido verificado gque o anelamento de .estacas
caulinares normalmente estimula a formacao de raizes, estando
seu efeito relacionado com acumulo de carboidratos, aminoaci-
dos e uma substancia formadora de raizes nao identificada, na
regidao superior do anelamento (STOLTE e HESS, 19663 WALLERSTEIN
et al.,1974}.
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Analisando o efeito de estiolamento conjuntamente
com anelamento, DELARGY e WRIGHT (1978) observaram que anelamen-
to proximal a regidao estiolada aumentava o efeito promotor de es
tiolamento, mas quando o anelamento era distal ao segmento estio
lado era tao inefetivo como simples excisao do tecido estiolado,
anulando tambem o efeito benefico do ane1amentoprqumi‘.5eus re-

sultados corroboram com a interpretacao de que o anelamento in

terrompe o transporte de uma substancia ativa formadora de raiz,
atraves da regiao cortical,

No caso atual o enraizamento acima da regiaoc de
anelamento pode indicar que o tratamento esé&'impedindo a acao do
pulvino no transporte de substancia provenientes da lamina,ou no
encaminhamento de uma substancia inibidora para a regiao superior
do peciolo, ou mesmo na destruigﬁo de algum princ?pio ativo, pro
veniente do peciolo, no seu prﬁptio tecido pulvinar,

0 efeito do pulvino na hidratacao das folhas pri
marias de P. vulgaris em condicoes de enraizamento foi abordado
por HEWITT e HILLMAN (1981), que inferitam ao pulvino basal um
efeito coordenador na restriggo do tran;porte de agua ligado a
uma atuacao na abertura estomatica. Segundo seus dados, em presen
¢ca do pulvino basal, o pulvino apical apos 20 horas de condicoes
de enraizamento, ao mesmo tempo que se curvaria colocando a fo
Tha em posicao vertical, petmitiria maior abertura estomatica na
lamina e restringiria o transporte h?drico, provocando em conse-
quencia um rapido dessecamento da lamina foliar. Esta desidrata-

¢ao rapida prejudicaria a distribuicao de carboidratos e substan
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cias hormonais,bem como testringitia a area laminar disponivel
para produgﬁo de assimilatos.

Folhas mantidas em condicoes de enraizamento
com umidade relativa alta, mantiveramwse turgidas, independen-
tementé da presencga do pulvino basal. Ainda nesta situacao foi
obsetvada a influencia inibidora do pulvino no'enraizamento.Meg
mo bioqueando a entrada de agua pela regiéo cortada do peciolo
com lanolina pura, nao houve inibigao do enraizamento, desde
que as estacas de folhas fossem mantidas em ambiente com umi-
dade re?ativa alta. Analisando a thanspitaggo de folhas nestas
condicoes (umidade relativa alta) de enraizamento durante os 4
primeiros dias nao foram observadas diferengas significativas
entre o comportamento de folhas com e sem pulvino (figura 19).
AR semelhanca dos resultados de HEWITT e HILLMAN (1981), foi de
tectado um aumento da taxa de transpiragaoc nas primeiras 24 ho
ras, porem semelhante em ambos os tratamentos. Esta taxa dimi-
nui progressivamente nos dois tratamentos nos subsequentes 29,
30 e 40 dias, sem apresentarem difetengas significativas entre
si. No 49 dia, a transpiragﬁo de folhas com pulvino foi mais re
duzida do que a de folhas sem pulvino nos 29 e 39 dias. Entre-
tanto, o processo de formagﬁo radicutar normalmente ja ocorreu
neste per?odo em folhas de 7 a 9 dias de idade (figuras 18 A e
B),‘sendo pouco ptovavel que este efeito seja responsavel pela
inibigao observada em folhas com pulvino.

0s resultados dos experimentos do presente tra
balho, demonstram gque em folhas primérias de Phaseolus vulgaris

L. os assimilatos podem facilmente se tornar um fator lTimitan-
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te para formagaoc de raizes, a semelhanca do que tem siéc men
cionado para outras especies por HOWARD e SYKES {1966) e MNOORE
e LOVELL (1969), ZAIDAN e VALIO (1977), ELIASSON (1978) etc,

ALTMAN e WAREING (1975) utilizando estacas hi
pocotiledonares de outra variedade de feijio.,mencionam que as
relacoes guantitativas entre area foliar e aplicacao de AIA no
enraizamento desta variedade,que facilmente envaiza, indicam
gque 0s catboidratos transportados pelas folhas sao o prfncipal
fator limitante no enraizamento, sendo mesmo mais impottante
que o “fator de enraizamento" de natureza hormonal,

Em feijao. o pulvino poderia provocar uma alte
ragac na translocacdo de assimilatos da lamina para a regiao ba
sal cortada, onde se estabelece o "sink",afetando desta forma o
processc de formacao de rafzes neste focal. Os dados de trans

Tocagao de fotossintatos marcados em folhas alimentadas Com
T4602, nao sao muito elucidativos. 0 aclmulo de radicatividade
encontrado na base das estacas com e sem pulvino indicam que
esta estrututa nao impede a transiucagéo de fotossintatos. En
tretanto, o padrao de acumulo em folhas em condiches de enrai-
zamento e difetente nos dois tipos de estacas (figura 17 A e
17B).

0 decrescimo da translocacéo de assimilatos po
de ocorrer por um efeitc de saturacaoc do floema (GIAQUINTA,1980)
A variagao no padrao de acimulo observade ao longo do peciolo

em que as estacas estiveram em condicoes de enraizamento poderi

a ser explicado pela utilizacao das reservas acumuladas. A disponibili-
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dade deste material no pulvino poderia ser Timitada pela alta
concentracgac do ion potassio encontrado nesta estrutura e relaci
onado com 0s movimentos nictinasticos (KIVOSAWA e TANAKA, 1976,
KIYOSAWA, 1879). Embora as pesguisas sobre ¢ efeito de ions mono
valentes na disponibilidade de carboidratos néo sejam conclusivos
existem evidencias de que altas concentragoes de K+ possam  afe

tar este processo por aumentarem a sintese de amido por ativacao

TA, 1980).

Em estacas sem pulvino, a variacao do acumulo po
de estar relacionada com a utilizagdo das reservas nos processos
wmetabolicos provavelmente ligados & regeneracao, 0s quais pare-
cem diminuidos do 10 para o 29 dia e intensificados do 39 para o‘
40 dia em condicoes de enraizamento.

0 efeito de potassio, foi de certa maneira testa-
do no enraizamente de folhas pﬁimérﬁas de outra cultivar de F.oul
garte por OGPPENOORTH. (1%79). Nas concentractes usadas,o pré~tr§
tamento com KOH reduziu o numero e consecguentemente a densidade
de raizes ao Tongo do peciolo. Entretanto, tal efeito, propocio-
nal a concentracdo das solugbes, foi relacionado com a intensida
de da leszo provocada nos tecidos peciolares.

Nos tratamentos de estacas de folhas primarias de
feijao com aplicacio de alguns reguladores de crescimento forne-
cidos de diversas maneiras, apehas aqueles pertencentes ac grupo

das auxinas mostraram algum efeite em relacédo 2 inibicio do DUt~
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vino.Ainda assim, nestes casos o efeito do regulador se manifes
toeu liberando a regiao superior do pulvino em sua presenca,para
o enrajzamento. Este fato poderia ser indicative de um possivel
efeito do pulvinoe no movimento de auxinas endogenas.

0 transporte de auxinas fem sido analisado por
muiteos anos e os vesultados indicam que a direcao do fluxo deste
regulador & independente da orientacdo fisica do Orgio,podendo a
substancia se mover para fora do tecido de transporte,em direcido
a um receptor de agar, mesmo contra um gradiente de concentracao.
Isto foi verificado por VAN DER WEIJ(1932, 1934 in KALDEWERY, 1968
e confirmado por GOLDSMITH e THIMANN (1962} em coleoptile de aveia e por
McCREADY {1963) usando auxina marcada.em peciolo de Phaseolus vulpards

Em peciolos de folhas primarias de feijdo a pola-
ridade do movimento da auxina diminui com a idade, como causa do
seu desenvolvimento acropeto. Fsta alterac@o na dirvecadao do fluxo
foi observada tanto com AIA como com 2,4-D & se mostrou correla-
cionada com um declinio no alongamento dos segmentos de peciclo
durante o experimento (McCREADY e JACOBS, 1963). Esta diminuicido
do movimento basipeto com a idade foi tambem observada em hipoco
tilos de Teijao (McCREADY e JACOBS, 1967).

Talvez por esta razao, tenha sido detectado um

X . 14
movimento expressivo do 14

C proveniente do AIA-2-"7"C aplicado em
varios locais da folha. As folhas usadas j& se encontravam na fa
se final de expansao, onde o0 peciolo esta na sua fase final de
maturacao, geralmente finalizada na regido apical.Realmente,quando

o reguiador foi aplicado no pulvino superior ou no meio do pecio
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To (figura 26 B e 26 C respectivamenie)e que pode ser evidencia
da alguma movimentagao do radiosotopo. Foi tambem no tratamento
nestes dois pontos (pulvino apical e meio do peciolo) que se ob
servou uma ligeira modificacac na porcentagem de translocagdo pa
ra a regiao basal corteda com e sem puivino. 0 nivel de aclmulo
do radicisotopo na base da folha sem pulvine tende a ser maior do
gue no pulvino ou mesmo na regiac correspondente, a medida que a
aplicacaoc se aproxima da base. Nos tratamentos de estacas com
AIA em Tanolina nestes mesmos pontos ocorre a promogao do enrai
zamento que se expressa inclusive com "enrugamento” de epiderme
peciolar.

Aplicacao de auxina marcada no pulvino basal, mos
trou um certo acumulo de ch ne pulvino superior, indicando wuma
movimentacdo acropeta, semelhante & observada no tratamento do
pulvino apical (movimentagao em direcédo a lamina).

Embora a movimentacao do 14

C tenha sido baixa,ela
deve se realizar atraves do tecido vivo, uma vez gue em folhas
aneladas, a radioatividade nao ultrapassa a regido do anelamento
(figura 27A e 27B).

Os resultados de experimentos de transporte de ra
dicatividade proveniente de aplicacao de AIAmegqcﬁ devem ser
olhados com cuidado, uma vez gue uma parte, embors pequena da ra
dicatividade passa para ouiros compostes através de rapida meta-
belizacdo, da substancia aplicada. Estas evideéncias estio sendo
verificadas atraves da analise metabolica da translocacio da ra
dicatividade do ATA-2-'"C en hipacotilo de Fhaccolus wulgurie com suxi

lio de cromatografia gasosa de alta pressao {HILLMAN, comunicacio

pesscal).
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Dos metodos de aplicacao de reguladores de cres-
cimento usados no presente trabalho, o mais eficiente foi o de
pre embebig¢ao. Observa-se que nas aplicacbes por lanclina, pin-
celamento ou mecha de algodao ha necessidade do uso de concentra
¢oes mais elevadas para gue o0 efeito da penetracido de uma con
centracao menor seja detectavel. Estes metodos de aplicacdo di
ficultam a compreensao do relacionamento dose-efeito. Analisan~
do os resultados de aplicecao de acido 2-cloroetil fosfonico pe
la resposta de enraizamento, observa-se uma provavel variacao da
penetracao do acido nos 4 tipos de iratamento {figura 30, 31 e
32).

A formagac de raizes adventicias em estacas de
folhas primarias de feijdo carioca, sem pulvine pode ser inibi-
da ou promevida por tratamento com zcido 2-cloroetil fosfonico.
Assim, independentemente do metodo de aplicagdo, entre as con
centragoes mais altas aplicadas verifica~se que as mais altas i
nibem enguanto gque as mais baixas promovem ¢ enraizamento. A i
nibicao foi observada no tratamento do peciolo com lanolina e
pincelamento, nas concentracoes de 0,5 mg/g lanolina e 0,1lmg/ml
de agua, enquanto QUE a pPromOCac 0COYrreu Com aplicacao por meio
de mecha de algodao e pincelmaento nas doses de 0,005 e 0,05 mg/ml
de agua, respectivamente. Nos tratamentos de pré-embebicio, por
17 hores as concentracues de 0,001 e 0,01 mg/ml de Zgua ndo fo
ram efetivas no enraizamento.

0 acido 2-cloroetil fosfonice quando em contacto

com as celulas vegetais, libera etileno {YANG, 1969). A ativida




“118-

de do etileno come regulador de crescimento {PRATT e GOESHL1969).

tem sido demonstrada em varios processo fisiologicos, inclusive

na formagdo de raizes (Z;MMERMAN e WILCOXON,1925) .Embora sua fungao
neste processo nao seja bem compreendida, sua atividade tem sido
bastante relacionada. com as auxinas. As pesguisas nesta area in
dicam que o etileno e produzide pelas auxinas (CHADWICK e BURG ,
1967) e que sua producac promove a deétruigéo da propria auxina
(MICHNER, 1938}, podendo atuar no seu transporite {MORGAN e GAUSMAN,
1966) inibindo sua translocacao (BEYER e MORGAN, 1969). EIxistem
ainda indicacoes de que etileno promove a sintese de novo de RNA
(HOLM et al, 1970), bem como de que o enraizemento de hipocoti-
Tos e peciolos de Phaseolus vulgaris requer a presenca conjunta
de etileno e auxina (LINKINS et al, 1973).

As auxinas foram 0s unices reguladores de cresci-
mento, entre os testados neste trabalho, capazes de superar o €
feito inibidor do pulvino, promovendo enraizamento ao longo do
peciolo, geralmente na regizo superior do pulvino. Este  efeito
promotor Toi especialmente obervado no tratamento de pre-embebi-
¢ao. Neste tratamento, AIB foi a auxina mais efetiva na promocao
do enraizamento, embora ANA e AIA tenham tawbem promovido o pro
cesso. AIA foi o menos eficiente, uma vez que alem de promover a
produgao de menor numero de raizes em ambos os tipos de estacas
de folha (com e sem pulvino), em concentracdo mais baixa-0,01mg/m]
da agua - nao conseguiu superar o efeito inibidor do pulvino.

C efeito promotor das auxinas na formacao de raj

zes adventicias ja foi mencionado por muitos pesquisadores,
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trabalhando com végias especies, como mencionado anteriormente

no presente trabalho. A promogao do enraizemento ligada ao de

senvolvimento de raizes ao longo do peciolo, também foi mencio

neda e medida por OPPERNOORTH (1980), que inclusive relacionoy

0 efeito do AIA guantitativamente ao da densicdade de raizes for
madas ao longo do peciolo de folhas primarias de outra cultivar
de feijao. A atuacao dos varios tipos de auxina no enraizamento
tem sido tentativamente explicada pela capacidade deste regu

tador de produzir etileno. BATTEN e MULLINS (1978) observaram

que ANA, uma auxina sintetica era ndo so efetiva na promogio do
enraizamento como tambem em estimular a producac de etilenc.En

tretanto,aplicagao de etileno ou de etefon tiveram pouco efei

to no enraizamento. Desta maneira, o etileno nio estaria dire-

tamente envolvido na formacao de raizes adventicias.

No esquema hipotetico do inter-relacicnamen-
to hormonal atuante no mecanismo de formacio de raiz, idealiza
do por OPPENOORTH (1980), a auxina seria o ponto de partida pa
ra a formacao radicular, atuante na primeira fase, periodo da
desdiferenciacao e o etileno atuaria no passo seguinte de orga
nizagao das primeiras celulas divididas, em primordio de raiz,
no qual o crescimento ainda se da por inducido de desdiferencia
¢ao. Neste periodo (cerca de 40 horas apbs estaqueamento),o e
tileno produzido pela auxina atuaria na desdiferenciacio e
tambem na degradagdo da auxina. A auxina induziria entio a sua
propria degradacido por estimular a sintese de peroxidases e
etileno, os quais destroem a ‘suxina (BEYER e MORGAN, 19609,

PALMIERT et al., 1978). Levando-se em consideracio esta
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hipotese, 0 efeito de ANA poderia persistér se sua estrutura nao
fosse jgualmente destruida pelo etilenc e peroxidases. Por outro
lado, alttas concentracoes de etileno, agiriam destruindo a auxi-
na ao passo que concentracoes mais baixas apenas aumentariam 0
efeito prometor do etileno na segunda fase - organizagao do pri
mordio. A ineficiencia do etilenc no ftratamento por pre-~embebi-
cao poderia estar relaciornado com o periodo de aplicacao uma
vez que somente ap0s aproximadamente 40 horas se estabelece a fa
se de primeira divis3ao e organizacao de um grupo de celulas em
primordio. Por ser um gas, o etileno se difundiria do tecido an
tes do periodo de atuacao.

0 efeito inibidor do pulvino poderia estar relaci
onado com aumente do conteldo de acido abscisico, uma vez que es
te inibidor pode ser sintetizado nas folhas em decorrencia . de
"stress" de agua {(WRIGHT e HIRON, 1972). Esta & ume-condicdo frequente
em estacas defolhas com pulvino devido ao efeito desta estrutura no
movimento estomatico e restricdo do transporte hidrico {HEWITT e
HILLMAN, 1981). Entretanto, no traba]ho\atual, aplicacao de ABA
tanto em pasta de lanolina como por pre-embebicac ndo afetou 0
enraizamento (figura 28). Corroborando com este resultado, ABA
foi tambem encontrado em maior concentracdo na recgiao basal do
peciolo gue ne pulvino. Embora o efeito deste regultador no enrai
zamento nao seja bem compreendide, a sua ineficiencia neste pro

cesso foi tambeém encontrada para outra cultivar de feijio por

. ~ 4 .
Acompanhamento da movimentacao do ?'C provenien-

te da aplicacao de ABA-2-1AC em varics pontos da estaca de fo
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Tha com e sem pulvino, tambeém nao oferecey nenhum esclarecimento
sobre 0 envolvimento deste regulador no processo de inibigao(fi
guras 29A, Z9B, 29C e 29D). A movimentacdo do radioisdtopo e
muito peguena e nao apresentd polaridade definida. A caracteris
tica nao polar do transporte de dcido abscisico foi também obser
vada em peciolo de Coleus com o usc de ABA radioativo {(VEEN ,1975)
HOCKING et al. (1972) mencionam que extratos de varias partes da plan-
tula de Phaseolus vulgaris cujas folhas receberam aplicacio de

MC, realizados apos um dia de tratamento, apresentam 0

ABA-2-
e ainda ligado ao ABA, embora a radioatividade aparecesse tam
bem em outras regides do cromatograma. Assim, no caso presente,
alem da pequena transiocacao observada, deve ser considerado gue
uma parte da radioatividade pode estar ligada a outros compostos
embora grande parte ainda continue ligada ao ABA.

| Alem da possibilidade do processo inibidor do pul
vine estar relacionado com a translocacdo de agua e substancias
essenciais ao estabelecimento da regeneracao, foi também sugeri
da & hipotese do seu envolvimento em processos degradativos atu
antes em fatores especificos impedindo suas acdes morfooenéiicas
No trabalho atual, foi verificado serem as auxinas os principais fa
tores com atividade comprovadamente efetiva no enraizamento.
Assim, entre os mecanismos degradatives tigados ao fenomeno da
rizogeneses, estaria o da destrui¢ao da auxina pelo sistema AIA~-
oxidase, do qual as peroxidases sao os principais componentes {VAR-

DAR, 1968).

Os niveis de peroxidase total nas regides onde o
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enraizamento ocorre (base do peciolo) e & inibide {pulvino), a
presentaram uma variacao ao longo do periocdo em que as  estacas
se mantiveram em condigoes de enraizamento {ficura 43). Em fo
Thas recem colhidas, o conteldo tota] de peroxidase & mais ele-
vado no pecicolo gque no pulvino, situacao que se maniem aumenta-
da apos 24 horas de estagueamento, ap0ds o que, 05 niveis come
¢cam a cair em ambas as estruturas, e mais rapidamente no pecio-
lo, de maneira que o conteldo se mostra mais baixo no peciclo no
segundo dia. A partir da7, embora o nivel no pulvino continue
caindo vagarosamente, no peciolo ele passa a -aumentar.

0 aumento inicial dos niveis de peroxidase tanto
no pulvino como no peciolo pode estar relacionado com a injUris
do estaqueamento, uma vez que o tecido do peciolo superior a0
pulvino, que nao foi ferido, nac apresentou este aumento. 0 pro
cesso de injuria pode liberar compestos fendliicos normaimente
compartimentalizados em componentes celulares [HARBORNE, 1964).
0 efeito auxinico pode ser afetado pela atuacao dos acidos fe

nolcarboxilicos, sob cuja influéncia as raizes adventicias se
tes autores, o efeito dos diversos acidos fenolcarboxilicos na ri
zogenese pode ser realizado a diferentes niveis: durante a bios
sintese da auxina, no seu funcionamento e na sua decomposicao. A
tuagao sinergistica ocorre quando estes acidos intensificam a
sintese de triptofano e retardam a destruicao da auxina pela pe
roxidase. Portanto, dependendo da sua conformacio, os acidos fe
nolcerboxilicos podem reguiar o balanco de sintese ou degrada-

¢ao auxinica.




As pesquisas histoguimicas com envolvimento de pero
xidases no enraizamento,indicam que ha um aumento de peroxidase nos
tecidos do Tloema e xilema relacionsdas com a formacdo de raizes,an
tes mesmo que qualquer alterscao anatomica seja perceptivel [MOLNAR -
e LA CROIX,1972).

Segundo UPPENUORTH(1980) ,em peciolos de Phaseolus puis
ris L.0s primeires sinais anatomicos do estabelecimento,cda inicial de
raiz aparecem cerca de 40 horas apos estagueamento,quando ocorre a
primeira divisao celular.No trabalho atual, alem da coincidencia das
caracteristicas anatomicas estruturais dos puivinos e peciolos e
a da origem das raizes adventicias com as da espécie(DOUTT; 1932
VAN RAALTE et.al.,1975), dentro de 24 horasﬁap55 estaqueamento,ne
nhuma alteracdo anatomica relacionada com enraizamento foi obser-
vada, podendo, portanto, o tempo medio de formacao das iniciais
ser semelhante ao da cultivar analisada por OPPENOORTH. 0s niveis
peroxidasicos observados no periodo de 40 a 48 horas apls estaque
amento indicam uma atividade mais baixa desta enzima no peciolo
que no pulvino,o que poderia propiciar o estabelecimento da rizogenese.

LEE{1972) mostrou que a atuacae da peroxidase total
to de nivel,segundo ele,pode tambeém ser encontrado em um tecido em
crescimento rapido. As folhas de feijio usadas no presente fraba-
lTho,ja apresentavam a regiao basal diferenciada, podendo a variacio
dos niveis de peroxidase total ser atribuida a umaintensificacio do
processo oxidativo realizado pela peroxidase, embora seja dificil
indicar o seu grau de enveolvimento no processo de rizogenese. En -
tretanto, segundo LEE (1972) os processos de diferenciacdo ra-
dicular podem ser melhor didentificados vpelos niveis de 120

enzimas. QUORIN et al.(1974). analisando o padrao de isoperoxidases du



‘rante a formacac radicular encontraram um aumento da intensida
de das iscperoxidases anodicas em concomitancia com um decres-
cimo da intensidade das isoperoxidases cetodicas, relacionadas
com o enraizamento, sem no entanto encontrarem variacio no ni
vel da peroxidase total.

Ne busca de um fator intrinseco do pulvino atu-
ante no processo inibitorio por ele desenvo]vido;obsetvmrﬁe que
seu extrato bruto inibe proporcionalmente ¢ enraizamento de To
Thas de feijao sem pulvino. Bicteste do extrato fracionado mes
trou uma inibicao na fragao basica e uma promocdo na fracao neu
tra (figura 34).

A existencia comprovada de estrogenos esteraidais
em plantas de outra cultivar de P. wvulgaris L.[YOUNG,1977) e a
mencionada atuacao inibidora destes hormonios ao enraizemento
(HEWITT e HILLMAN,1980b, levou-a .comparacao cromatografica das
fracoes do = extrato do pulvino com padrtes de estraona e es
tradiol.Foram encontradas manchas correspondentes ac padrio de
estrona mais intensamente na fracao basita e bem menos intensa-
menté na fragao neutra (figura 38).Alem disso,o bioteste da fra
cdo basica evidenciou inibicio na regido dos Rfs correspondentes
tanto a estrona e estradiol, como com a mancha frontal nio carac
terizada, julgada um isomero dos esirogenos.

Extratos estercidais purificados de pulvinc,quan
do comparados com padrdes de estrona e estradiol mostraram apre

senca de substancias cromatograficamente semelhantes 3 éstrona, bem

como ao isomero nao identificado (figura 37).
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O aparecimento de tenue mancha Cfamatogréfica na
fracao neutra, correspondente ao RY do padrac de estrona pode sig
nificar que tal substancia possa ter efeito diferente dependendo
de sua concentracao, Tato este comprovado por LESHEM(1967) com a
plicacces de estradiocl em estacas de brocoii.

Embora os padroes de estrona e estradicl nso te
nham mostrado efeito no enraizamento, independentemente do tipo
de aplicacao, extratos estercidais de pulvino e peciolo guando
aplicados atraves de pasta de Tanoclina na regiac mediana do peci
olo de folhas primaries de feijao, inibiram o enraizamento (figu
ra 39).

A ineficiencia dos padroes de estrona e estradi-
0ol no enraizamento foi tambem mostrada por HEWITT e HTLLMAN{1980b)
gue so puderam observar um efeito inibidor dos estrogenos sulfata
dos. Tal diferenca de comportamento foi explicada pelo fato dos
estrogenos serem pouco sollveis em agua, ficando retidos no meio
l1ipofilico celular, enquando queos sulfatados, Ffacilmente soll-
veis em agua penetram e sao translocados mais facilmente. Em
vista desta argumentagao, poder-se-ia considerar gue o0s estirogenos
contidos nos extratos encontram-se em formas conjugadas mais fa
cilmente penetraveis e translocaveis no meic celular, sendo pos-
sivel evidenciar o seu efeito. Entretanto, como os extratos este
roidais de pulvino e peciolo nao sdo totalmente purificados,ndo
se pode exciuir a possibilidade da presenca de outra substancia

nao esteroidal nestes extratos, a qual seriz responsavel pelo e

feite inibidor observaco no teste de enraizamento (figura 39).
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VI - RESUMO

Em Phoseolus vulgaris L. cv. caricca, a formacao
de raizes adventicias no pecicle de folhas priméarias ocorre a
partir de celulas do parénguima floemidtico. Nio foi -observada

formacao de raizes a partir de celulas do pulvino.Nesta culti-
var ¢ pulvino inibe o enraizamento de estacas de folhas, indepen
dentemente da idade foliar. Na rizogenese de folha sem pulvino,as
mais jovens apresentam pequenc numero de ralzes, mas sempre enra
jzam. Nem todas as folhas mais velhas enraizam, mas as gue © fa
zem desenvolvem um grande numero de raizes. ”

A reducdo da area da lamina foliar reduz o enraiza
mento de folhas sem.pu1vino, sendo a reducao mais significativa
pela eliminagac da metade superior da iamina, sugerindo o efeito
de substancias hormonais, além dos fotossintatos produzidos nestia
regiao.

Interrupgao da nervura media da lamina provocs en

raizamento na regiao seccionada, exceto quando apical, sendo o
enraizamento proporcional a area da 1£m%ﬁa relacionada com a
seccao. Tal enraizamento ndao afeta a rizogEnese na base do pecio
1o Tivre do puivino. Blogueio da fotossintese com DCMU inibe to
talmente o enraizamento evidenciando a necessidade de carboidra-
tos para o estabelecimento da rizogenese.

Inducao de senescencia com aplicagdo de varios pe
riodos de escuro em folhas ligadas a planta ou destacadas e em
condi¢oes de enraizamento mostrou que quando as folhas eram leva

das pare as condicoes de enraizamento na luz, a rizogénese sé o©
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correu quando o periodo de pre-tratamentc com escurc nao excedeu
a8 48 horas. Embora neste pericdo nac tenham sido detectadas di
ferencas nos niveis de clorofila total, & possivel gue a transfe
réncia das folhas do escuro pera o claro acelere o Drocesso de
senescencia o gue, dependendo do grau de adianiamento alcancado
no escuro, pode ser fatal para o estabelecimento da rizogenese.

O pulvinoc nao afeta & transiocacao de carboidra-
tos, entretanto, a variacao do padrac de acumulo nos dois fipos
de folha (cocm e sem pulvino) pode indicar um controle de "feed
back", ou que a disponibilidade destas substancias no pulvine se
ja limitada pelas altas concentracoes de potassio encontradas nas
suas celulas. |

Transpiragao de folhas com e sem pulvino em con-
dicoes de enraizamento e semelhante & semelhante em ambas as —estacas
havendo apenas uma redugao nas folhas com pulvino no 49 dia em relacdo as
folhas sem pulvino nos 29 e 30 dias. Neste periodo, entretanto,o
enraizamento ja ocorreu, nao havendo portante relacicnamento di
reto deste fenomeno com a inibicdoc do enraizamento.

Auxinas promovem o enraizamento tanto de /folhas
com pulvino como sem esta estrutura. AIB foi a auxina mais efeti
va em ambas as doses aplicadas, enquanto que AIA foi a menos efe
tiva, especialmente em folhas com pulvino. Este efeito pode es

tar ligado a capacidade das auxinas de induzirem a siniese de e

titeno, uma vez que tanto AIB como ANA nio sao degradados nelo

sistema de AlA-oxidase. 0 pulvino nado afeta a translocacao de

14 14

C do ATA-2- "C aplicado na Tamina foliar, sendo o acUmulo do
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radioisotopo na base da folha sem pulvino, maicr que no puivino
OU na regiao imediatamente superior a ele. Aplicacdao no pulvino
basal provoca acumule no pulvino superior (transporte acropeto).
Apticagac de TIBA no pulvino superior inibe totalmente o enraiza
mento, sugetindo que 0 efeito desta substancia ndo se limita ao
blogqueioc do transporte das auxinas.

Etilenc afeta o enraizamento de folhas sem-pulvi
no promovendo-o em doses mais baixas e inibinde-o nas mais eleva
das.

ABA nao afetou o enraizamento nas doses apiica-
das, exceto uma pequena inibicao em folhas sem pulvino quando a
plicado em pasta de lanolina na lamina foliar ABA endGgeno e
mais concentrado na base do peciolo que no pulvino. Esta estrutu

14 14

C do ABA-2-"'C, nao havendo 1in

ra nao afeta a translocagao de
dicio de polaridade na movimentagao do radiocisotopo.

Em condigoes de enraizamento, o nivel de peroxi-
dase 'EC 1.11.1.7) total varia na base de estacas com e sem pul-
vino. Esta variagﬁo pode estar relfacionada com a disponibilidade
de auxinas para o enraizamento, embora seja éconseihéve1 uma ana
Tise dos padroes iscenzimaticos.

0 extrato bruto de pulvino inibe proporcicnalmen
te o enraizamento de folhas sem pulvino. Fragéo basica do extra-
to purificado inibe o enrajzamento,enquanto que a fragao neutra
o promove. A presenca de substancias com comportamento cromat@té.
fico semelhante a estrogenos nestes extratos foi comprovada com
¢ uso de padroes de estrona e estradiol.A julgar pela intensida-
de da reacao cromatografica,a fracdo basica provavelmente possui ma

ior guantidade de estrogencs que a fracdo neutra, podendo as res
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postas (inibicao e promogao) estarem respectivamente ligadas & es
te fato.0 bioteste da fracd@o basica apresenta inibicao nas regides
correspondentes as manchas cromatogrdficas dos estrloenos.bem co
mo do suposto isomero presente em todos os cromatogramas.
Aplicacao de estrogencs padroes nac afeta o enrai
zamento, poréem, aplicagao de extrato esteroidal de pulvino e peci
olo inibem-no. Como a ineficiencia dos estrOgenos purificados tem
sido rejacionada com a sua baixa solubilidade em meio aquoso, a
inibicdo causada por estes extratos podeinditar.que nele os estrigenos
estejam sob formas conjugadas facilmente soltveis no meic aquecso
cetulay, sendo facilmente absorvidos e translocados. Hz entretan-
to a possibilidade de que os extratos esteroidais nao purificados
contenham outro tipo de substancia que seja responsavel pelo efei

to inibidor observado no teste de enraizamento.
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SUMMARY

Adventitious rcot initiatibn in the petioles of
primary leaves of Phaseolus vulgaris L.cv. carioca propacate
from parenchymatic cells of the phloem. The presence of the
pulvinus inhibits rooting begahd?ess 0T the age of the leaf.
Young lTeaves without the pulvinus always produce roots,although
in small numbersg while rooting of oid leaves is less freguent
but in larger numbers.

Reduction of the leaf blade reduces rooting. In
thés.respect upper half is more effective thus suggesting &
hormonal effect besides the necessity of photosynthates produced
in this area.

Interruption of the main vein of the leaf indu
ces rooting nhear the cut area except when apical. Such rooting
does not affect rooting of the petiole.

A carbohydrate requirement for rooting is sug-
gested by the inhibitory effect of DCMU upon root formation.

Dark pre-~treatment of intact plants or isolated
leaves for tonger than 48h inhibits rooténg; Although changes in
chlorophyll levels were not detectable after this dark period it
is possible that the transfeh from dark to Tight stimulated se-
nescence and consequently restrained rooting.

The pulvinus does not affect carbohydrate trans-
location although differences in the pattern of accumulation in
leaves with and without pulvinus would suggest either a feed back
control or a limited availability of these substances by the
high levels of K¥ in the cells.

Transpiration of Teaves with or whithout pulvi
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nus was simiTar and no corre?ation between transpiration and
root inhibition was detected.

Rooting of Teaves with or without the pulvinus
was enhanced by auxins. IBA was the most effective 1in both
concentrations used. IAA was less effective specially in lea
ves with the pulvinus. The pulvinus does not affect transloca
tion of }48 from IAA~2~]4C fed through the leaf blade. After
feeding at the basal pulvinus, radioactivity was .accumulated
in the apical pulvinus (acropetal transport). Ethylene affects
rooting of leaves without the pulvinus, prgmoting at low con
centrations and inhibiting at high concentrations. Exegenous
ABA does not affect rooting. The pulvinus does not interfere

]48 from ABAn2~iQC, polarity not

with the translocation of
being observed.

During the rooting period, peroxidase (EC 1.
11.1.7) activity changes in the Tower part of the petiole both
with or without the pulvinus,

A crude extract of the pulvinus inhibits
rooting of leaves without the pulvinus. Inhibition was :also
found in the basic fraction from partially purified extracts
while promotion was recorded in the neutral fraction.

Thin-Tayer chromatography of the basic fraction
with estrogen standards (estrone and estradiol) showed similar
spots with the same Rfs,.

Inhibition of rooting was detected in biocassays

of the basic fraction at the Rf corresponding to the standard

estrogens.
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Aithough extracts of pulvinus and petiole inhi
bited rooting, standard estrogens were ineffective. This could
be explained by differences in translocation of free estrogens
(standards) and possibly conjugateq estrogens (extracts): per-
haps conjugated forms being more easily absorbed and trans
located thtough the tissues.

Another possibiltity could be the presence of
contaminants in the extracts responsible for the root inhibi-

tion.
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VII - ABREVIATURAS
ABA - acido abscisico
AIA ~ acido indolil-3-acetico
AlB - acido indoli1-3-butirico
ANA - acido naftaleno acético
AVG - aminoetoxivinil glicina
BSA - albumina de soro bovino
Bg - Bequerel{desagregacoes por segundo)
CEPA - acido 2-cioroetil fosfonico {(etrel,etefon)
MCi - micro Currie
2,4-D - acido 2,4~diclorofenoxiacético
L-2,4-b - acido L-2,4-diclorofenoxi isopropionico
DCMU - 3,4 diclorofenil dimetil uréia
enraiz, - enraizado
enraizt?® - enraizamento
FAA - formol, acido acético e alcoo]
fls - folhas
GA3 - acido giberelico
IAA - indolil-3-acetic acid
IBA - indolil-2-butiric acid
Ly/min - Lyman/min= cai/cmz. min
p/fl - por folha
RNA - acido ribonucleico
s/ - sem
TCA - acido tricloroacético
uv - ultra violeta
TIBA - acido 2,3,5-triiodobenzbico
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