\

0000800000000 000000000000000000000000000

£

~ ANA MARIA VIANA

ORIENTADOR: DR. G, M., FELIPPE

CRESCIMENTO E REPRODUCAO DE
" DIOSCOREA COMPOSITA

TESE APRESENTADA A0 INSTITUTO DE
BIOLOGIA DA UNIVERSIDADE ESTADUAL
DE CAMPINAS, PARA OBTENCAO DO Ti-
TULO DE DOUTOR EM CIENCIAS.

———— e,

| | ’ Ef‘ﬁ fr"" Y.
CAMPINAS SBpréstime  Froibide

- 1985 -




com gratidao

©
O
o
.«
M
Q ~
[oN) [}
)] o
) (0]
2
g
O 0
0 3
]
- E
=3 .
| )
O
© 1]

"'.“‘.C.‘....A‘.‘....,‘....'..C.....‘.......
\ . : ;



4]

AGRADECIMENTOS

Ao orientador Dr. G. M. Felippe, com quem comparti-
lhei, com emocao, esta etapa do meu amadurecimento‘profissio—

nal, pela objetividade, estimulo e atencéo.

Ao Dr. I. F. M. valio e as Dras. M. F. Aleixo e R.

Sharif, pelas valiosas sugestOes e discussoes.

Aos pesquisadores da Sec¢ao de Raizes e Tubérculos e
da Fazenda Experimental de Ubatuba, do Instituto Agronomico de
Campinas, pela amizade e apoio técnico para a obtengao de ma-

terial.

A Dra. Eva Magalhaes pelo auxilio na parte de sepa-
racao e identificacdo de diosgenina.

Ao Prof. A. C. Gabrielli e a Maria Odete pelo auxi
lip na parte de anatomia.

A Dulce, Sebastiana, Jodao, Dulcinéia, Sebastido, Pe
dro .e Aribes pela amizade e apdio técnico.

A Universidade Federal de Santa Catarina e a Coorde

nacao de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES)

pelo apoio financeiro.

A todas as pessoas que me auxiliaram na realizacao

deste Erabalho.



0000000000000 0000000000000000000000000060 O (

I1

INDICE

INTRODUCAD - vveeereneenieeeeneieeiiiiieeennn.

Objetivos ..eeeeeecnsns cececasseacesesccessasssans

MATERIAL E METODOS .......f..;............;......

MATERIAL o v enmmmnnneieiiaeieeesaeee

METODOS  +evvvvvnennns e e

Crescimento - fOliAY .cececoeocccevssscnacsoscconacscse

Condicdes de germinacao e cultivo ......cceeeeesn

Crescimento ..eeeeececcccess cetccscecssesecnesaas
Germinagao ........ R cereccenseans
Viabilidade das SEMENteS .veeeeeeecnaeeens IR
Armazenamento das sementes ......... eeescesecanas
Embebicdo das sementes .........ieieciioiiioaoon.

Condigoes de germinagao .....eceeeceseesoseeneens
Reguladores de crescimento e CEPA Ceeeeaeeneaas
Nitrato de Prata ...... et eeeeeeeecerreeeeaaana

Aminoetoxivinilglicina s.ceeenienn teceteesenenrans

Enraizamento ..eeeeeeesrocecssooscsoonmancscococccess

\

\

Condigoes de enraizamento e,
Métodos gerais ...... .......;......;......;...
Reguladores de cfescimento....................

Translocagao de IBA e IAA ....... e

'1.'?reparagéove usos de blocos de agar .......

'._2; Exttagéd dos:reguladores U SOUDR

',3; Cromatografié‘sobre camada delgada ........
”’4. Bio£és£e‘de,indug5o de raiz em Phaseolus

© AUY@US ¢ eesevesesoncenna e teesec e

10
10
12
12
12
12
13
13
14

15

16
17
17
18
18
18
18
19
19
20

21

21



0000000000000000000000000000000000000006 0 (

ANA11iSE ANALOMICA «neeneenneenneennoeeneenneennns
Diosgenina em folhas ..e.eeiiieiorenccanaranannnnns
Extragao de sapogéninas et eeeeateeeteeeeaa, ..;.
Cromatografia sobre camada delgada e..eeececcccaas

1. Preparagao das cvomatoplacas ..............

Aﬁ\_ 2. Aplicagéo das amostras ....;..:.....;.;....
3. Desenvolvimento e revglagao das cromaﬁopla—

cas ......;.....,.......;.. ..... cemececann .

4. Separagéo e identificagéo da diosgenina ...

Dosagem de diosgenina ......ceevececconesscncoscs

Anidlise estatistica ....... ceecan ceeaoens Messeseens
Crescimento foliar ......cc... ceeenes e e
Germinagaé ......;....; ..... ceserescans cereons “es

-, Enraizaﬁento .g.;‘ ..... ceeseenssessemsscseaccaonene
/ Dosagem de dioSgenina ...eeeeeecissceccensencacans
IIT - RESULTADOS «evevvenenn.. et eeeceececeeaaaeaas
Crescimento foliar ...... e eeeeeen ; ...........
Crescimento inicial da pléntula .................

Crescimento foliar: plantas mantidas em casa de

vegetagéo; ...... e s eseeecerecccccecessssanas ceees
'\, 'Analise do crescimento foliar .............
:1.-.vNﬁmero e velocidade de aparecimento de
.fOihas....~ .......... cereeenn ceereseaas

. ‘2.> Velocidade de crescimento das folhas..

3;ﬁL Tamanhos maximos atingidos pelas folhas

© 7 4.  Aumento em area € PeSO SECO .....eeen-

22‘
23
23 -
23
23

24

24
25
25
26
26
27
27

28

29
29

29

33

35

41
45
54

56



9000000 0080000000 000OIOCGFOGIOGIOGOIOGOSGIEONONOGOOEONOSNONONONOSNEOEO

Crescimento foliar: plantas cultivadas em canteiro

Andlise de CrescCimento .....iceeeeeveeseeseens
1. Nimero e velocidade de aparecimento das

FOLNAS +vvveeeoneeenonnsonscanananasaess
2. . Vélocidadé de crescimento das folhas ...

3. Comprimentos maximos atingidos pelas fo-

lhaS ® e 00 o0 000 e ® 6 @ 86 06 000 B s s S0 000 e s

GeIrMINACAO cveeveeeeceescossoascacsamenescoenscsenans

Determinacao da viabilidade das sementes pelo tes

te do tetrazolio ....... ceeesesenmecsessenecanens

1. Teste do tetrazdlio ..eceeescscscocerannns .

2. Padrées de coloracao em embriées isolados ...
Embebigéo'de sementes ..... ceecsceresarasonns cees
Efeito de alas na germinagéo cesesesscceessenannn
Efeito de temperaturas constantes na germinagéo .

1. Sementes armazenadas por 4 anosS .. ieeeosseans

2. Seméntes armazenadas por 5 énos}..,..........

3. Sementes recém-coletadas ..... ....;,. ........
Efeito de temperaturas alternadas na.germinaééo‘.

1. Sementes armazenadas por 4 ANOS +uvenennn.

2. Sementes armazénadas POr 5 anos ....vceeeceene

Periodos curtos de'temperaturas baixa e alta ....

Efeito do armazenamento .........eeecceencecnences
1. Températuras constantes ...eiieciiiiiaenaans
2. Temperaturas alternadas ......c.... cesessoanns
3. Pefiqdosvcurtos de armézenamento Cheeeeeennn .
'4;'Tip6>defarmazenamento .......................

v _Efeito defregulador¢s de crescimento, CEPA, AgNO,

8 AVG vieecieneessseaseseetasacanaeseena

- 58

61

63
63

66
66

66
66
69
69
72
72
72
75
78
80
82
86
88
91

- 91

96
98

104

106



N AN ENNENNNENENNENENENNNNNNENNNENENNNEENENNNNNNENNN NN

ENTAiZAMENtO v vvuuveneennnnnenesnnnneeeenns P
Efeito da aplicac¢ao de IBA ....................,; 119
Efeito da apliéagao de IBA com 6-BA ....};....... 126

" Fatores endogenos SR D1

1. Efeito do pulvino e caule ....l.;...;.....‘ 140

2. Efeito da reducao da area foliar .......... 140

3. Efeito da 1oca1izacao da folha no caule ... 143

4. Efeito da presenga de geﬁas florais ....... 147

5. Efeito do diametro do caule .;......;...... 151
Translocacdao de IAA € IBA (....vvieeececceeaeans. 154

| 1. Cromatografia sobre camada delgada :...;... u157

2. Enraizamento de Phaseolus aureus ceesecrenn 158

Andlise anatdmicCa «e.eeee... et e re e e .. 161

Efeito de 6-BAa, GA;, IAA e CCC no desenvolvimento

de gemas e tubérculos de estacas enraizadas ....... 165

/" Diosgenina em folhas ....... ceeeeen eeases e ceeeess 165
Separégéo e dosagem de diosgenina .....ccccc0eenen 165

Nivel de diosgenina ......eeeeeeeeceeaccccsn ceeeen 171

IV - DISCUSSAOQ f..}.....;... ..... e ee e e e eeaseaan 176
V = RESUMO “evvvnvenenennnunnns e ... 200

VI - LITERATURA CITADA R TR eeeteeaee, 202



V)

I - INTRODUCAO

As plantas da familia Dioscoreaceaé - distribuem—se-pe—

‘las regioes tfopicais e subtropicais do Velho e do Novo Mundo.

O género Dioscorea, em particular, apresenta importancia espe
cial por abrigar espécies de interesse economico, cmmstﬁmﬁs,

ou de valor para a indistria farmac@utica (PAL e SHARMA, 1980).
Estudos citogenéticos de varias eSpécies t8m mostrado que a A
frica foi o centro de origem das espécies deste gé€nero. A pre
senca de diferentes complementos cromossémicos em.plantas de
areas geograficamente distantes,)sugere que as:espécies migra
ram para oeste e leste com as modificacoes climaticas ambien-

tais (PAL e SHARMA, 1980).

No.Velho Mundo, especialmente na Africa Ocidental e

Asia, as espécies cultivadas ( conhecidas como inhame) em lar-

ga escala e amplamente consumidas pela populacao sac Dioscorea

alata, D. rotundata, D. cayenesis e D. bulbifera (AYENSU, 1972).
Nestes locais, os inhames constituem o elemento alimentar ba-
sico e sdo utilizados também nas principais cerimonias religi

osas (SCHUBERT, 1972; ANONIMO, 1981).

As principais espécies de interesse farmacéutico

sao . Dioscorea composita , D. floribunda e D. me-
xicana no México, D. elephantites e D. sylvatica
no sul da Africa, D.  deltoidea e D. prazeri;

encontradas em grandes altitudes na India, sendo todas selva
gens (PAL e SHARMA, 1980; AMMIRATO, 1984).

As espécies do género Dioscorea, sao trepadeiras pe-



renes, que sao capazes de regenerag¢ao rapida quando podadas,
crescendo rapidamente na estacao chuvosa. Apresentam tubércu
los resistentes ou bulbilhos nas axilas das folhas e o -caule

com folhas alternas. As inflorescéncias nascem nas axilas

das folhas e as sementes sdo aladas. A maioria das espécies é

e . . - = . e :
dioica. D. composita, em particular, e uma especie dioica que
apresenta tuberculo e caule trepador semi-lenhoso e folhas com

lamina coriacea oval, cortada na base e aguda no apice (MATUDA,

'1954; SCHUBERT, 1972).

Os tubérculos das plantas deste género, armazenam nu

trientes para garantir a reproducdo sexuada e a producao de no

‘vas folhas, ja que a parte aérea nao apresenta porte adequado

para isto. -Produzem varios caules que se alongam rapidamente,
caracteristica importante para vencer a competicao em seu ha-

bitat. . natural_(JANZEN, 1980). As partes inferiores dos cau-

les, apresentam espinhos que auxiliam na defesa contra ataques

défanimais. Os tubérculos, além'de permanecefém enterrados, a
cumulam, em muitas espécies, compostos secundarios em quanti-
dades variaveis, que fazem sﬁa defesa quimica. (COURSEY, 1967;
JANZEN, 1980). Estes compostos secundarios, tem aplicacoes em
indﬁstrias farmaceuticas e éodem ser alcaldides, taninos e sa
poninas. Os taninbs ocorrem em poucas espécies e até 1977 al
gumas delas eram cultivadas na Tailandia pafa utilizacao  no
curtume de éouro ou de redes de pesca. Os alcaldides, também
sao de distribuigao restrita e altamente venenosos, provo
cando paralisia do Sistema,ﬁefvoso central. As saponinas sao
os compostos éecundérios de maior ocorréncia e mais impértan—

tes.do ponto de Viétaveconamico (COURSEY, 1967).

A ‘saponina é'um glicosideo que consiste de um resi-



duo de acucar (uma ou mais unidades de glicose, galactose e

etc...) ligadas a um complexo de anéis com 27 a 31 atomos de
carbono étravés de uma molécula de oxigénio. A hidrdlise des
te composto libera o acgucar e um 41lcool policiclico que é a
sapogenina. As sapogeninas podem ser agrupadas em agliconas
triterpendides, cém estruturas com 30 e 31 étomos de C e em a
gliconas esteroidais com estrutura com 27 étomos de cérbono.
Todas as sapogeninas importantes doé inhames séo de natureza
estéfqidal, por apresentarem o mesmo tipo de estrutura que o
composto ciclopentanoperidofenaﬁtreﬁo., A estrutura molecu

lar das sapogeninas, facilita a formacao de isOmeros como a

verificada entre iamogenina e diosgenina (COURSEY, 1967).

0 interesse pelo estudo das sapogeninas esteroidais,
iﬁiciou—se na década de 40, quando se descobriu a . interrela-
cdo estrutural entre estas substdncias e as secretadas pelas
glandulas sexuais e amﬁamyﬁis, ou seja os horm6nios.'sexuais
e/’corticéides' . (COURSEY,Y1967). 0Os hormonios '"COrticdﬁﬁ,
des sdo utilizados no tratamento de processos inflamatorios,
e os sexuais modificados formam a base para a sintese de anti

concepcionais.

Em 1904, foi isolada no Japao a dioscina (C45H7016)'

‘que por hidrdlise produz uma molécula de glicose (C6H1206) e

duas moléculas de ramhose (C6H1205) e . a sapogenina C12H4203
(diosgenina), mas apenas em 1936-37, os japoneses obtiveram a
aglicona e caracterizaram-na como um esterdide. Coube a Mar-
ker a elucidagéo éompleta de sué estrutura (MORS e SHARAPIN,
1973). Marker e col. cbservaram . . que a diosgenina continha u-

ma dupla ligagdo em seu nicleo, o que a tornava o composto i-

deal para aplicacao das mesmas reacoes aplicadas a outras sa-
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pogeninas esteroidais para remocao de sua cadeia lateral, le-

_vando aos derivados da serle precnano e androstano atraves de

_processo 51mples (MARKER et al., 1940 a, b). _Ate entao, MAR-

KER e cqlaboradores haviam feito as primeiras-ﬁransformagées,
com - sapogenina extréida de lilié&eas‘do género Smilax,mas
esta apresentava o inconveniente de nég se encontrar disponif
vel em grapde quantidade e por sua molécula ser altamente sa-

turada,'dificultando a sintese (MORS e SHARAPIN, 1973).

ApoOs' a.elucidacado da estrutura das sapogeninas este-
roidais e da demonstracdo da transformacdo destas em hormdnios
sexuais, comegou 'a procura de sapogeninas oxigenadas na posi-

¢do - 11 . ©para a sintese de hormdnios corticdides (MARKER

et al., 1947). Afdiosgenina néo apresenta esta daracteristi

ca, mas em 1951 52 foi descoberto que certos microrganismos co

mo Rhizopus -arrhizus, R. nigricans, Aspergillus niger e espé

‘diesjdéwstreptomzqg eram capazes de introduzir o grupo hidro-

./ R _ _ - . , .
X1 na posicao 11, . tornando a diosgenina um material al-

»tamente,adeqdado para écsintese de drogas do tipo dos corti-

costeréidesﬁ(COURSEY; 1967) .
- A procura por fontes naturais de sapogeninas esteroi
dais, espécialmepte diosgenina, levou & descoberta de mui-

tas eSpécies~interessantéS‘e de'muitos'tipos de sapogeninas.

' Estas foram detectadas em numerosas eSpec1es dos qeneros Aga-

ve, Yucca, Smllax. A dlosgenlna contudo, foi a sapogenina es

ter01da1 mais comum presente em 43 especies analisadas

predomlnantemente entre as Dloscorea (MARKER et al., 1943 a
;b);; Os pesqu1sadores amerlcanos conclulram que todas as Dios-

,corea do Mex1co anallsadag (24 espe01es) continham diosgeni-

"=na em*quantldadeavqylando de 1,5 ‘a 5% dQ_peso seco do tubércu

-



lo (MARKER et al. 1943a).

Devido a abundancia, Dioscorea mexicana, D. flori-

bunda e D. composita foram as mais exploradas. Em D. composi
ta, a quantidade de diosgenina detectada por MARKER et al.
CB43af foi de 3% do peso seco do tubérculo. Em 1965, Cruzado
et al. detectaram 13% do peso seco (MARTIN ., 1969). Segun-—
do COURSEY (1967) essa diferenca no nivel de diosgeniné; po-
deria ser devida a diferenﬁes métodos de quantificacido, mas PAL
e SHAﬁMA (i980) mostraram que D. composita € uma espécie poli-
pléide, havendo populagées com 2n = 30, 36 ou 54 cromossomos O

que explicaria niveis tao diferentes desta substancia.

Na década de 1960 o México tornou-se o primeiro pais
exportador de hormonios esteroidais o e été dez anos a-
tras, .era o maior_ produtor - de diosgenina. ©Outros produtores
eram a Guatemdla, Porﬁo Rico, India e.Repﬁblica Popular da Chi
na. Até 1976, dois tercos dos hormonios estercidais eram  fei-

/
toé a partir de diosgenina, mas a intensa exploracao das matas
ja indicava uma escassez desta matéria prima, devido a ausén-
cia do cultivo em larga escala (RIZZINI e MORS, 1976). Atual-
mente as populag¢oes naturais de Dioscorea: produtoras de sapo-

geninas estao ameacadas de extingao. Em vista disso, outras

fontes alternativas de diosgenina e outras matérias primas me-

nos apropriadas, mas mais abundantes como o estigmasterol, si-

tosteréi e hecogenina sao convertidas em esterdides (AMMIRATO,
1984) . : O estigmasterol e o sitosterol sao menos intgressantes
do que a diosgenina, do pontb'de visté‘quimico (RIZZINI e MORS
1976). A hecogenina & obtida das fibras do sisal e & utiliza-
da pelos laboratérios britanicos. Apesar de.possuir todos._os'

- .f‘ . - -~ = . . ” . .
requisitos quimicos para a sintese de hormonios corticoides sua
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molécula, por ser muito saturada, exige etapas adicionais de
pouco rendimento para a sintese de hormdnios sexuais, o .que
faz com que prevalecga a preferéncia por diosgenina. Segundo

MORS e SHARAPIN (1973) o uso desta substancia pelos fabrican-

‘tes, certamente esté relacionade com a 'manutencao da tecnolo-

gia alternativa, caso falhe_a*diosgenina.

No Brasil, as espécies de Dioscorea analisadas ..nao
apresentam niveis eleQados de diosgenina e o pais, em 1980, igb
portou 8 m;lhées de d61ares'eﬁfﬁorméﬁios'esteroidais segundo
dados da Cacex (VARANDA, 1984), apesar de demonstrada a viabi
lidade ou_ obtengdo de‘heéogenina“a partir do sisal (RIZZINI e
MORs; 1976) . Outras espécies apresentam potencial para forne

cimento de sapogeninas esteroidais como a Yucca gloriosa, mas

a quantidade maxima obtida & de 0,9% do peso seco foliar (VA-

RANDA, 1984). Eétudos sobre Dioscorea composita, mostraram a
viabilidade de seu cultivo em PortO'ﬁiCO'(MARTIN et al., 1966
e no litoral ﬁo;te do Estado de.Sao ?aulo '(DOMINGOS MONTEIRO?
comunicagao:pessoal), o gue indica qﬁe esta espécie apresenta

potencial de cultivo.

O cultivo em larga escala das espécies de Dioscorea
tanto comestiveis como medicinais, possuidoras de tubérculos teém
apresentado problemas comuns. Por serem plantas trepadeiras

a' maior produtividade ocorre quando estas sao tutoradas, ja

que esta caracteristica assegura melhor competicdao com -ervas

daninhas (Cruzado et al.,1964a; Janzen, 1980). As  plantas

sao perenes e no caso de D. composita devem ser mantidas no

,
campo por pericdos de trés anos - ‘acumulando, grande gquantidade de
material na parte aérea, o que indica que o tutoramento deve

ser féito com material resistente (CRUZADO et al., 19%4a; MAR-

TIN e GASKINS, 1968). Outros suportes de durabilidade inter-

t
i !

. . . . ‘ . . . - . . . . . . . ' ) . . . . . . . . . . . . ‘ ‘ . . . . . .n, . . . .




mediaria como bambu poderiam ser usados, mas teriam que ser
substituidos regularmente. Os tubérculos atingem tamanho ra-
zoavel o que dificulta a colheita. Os maiores custos verifi

cados durante o cultivo relacionam-se com O tutoramento da

parte aérea e o principal problema agrdnomico a ser resolvido

é ~a coleta dos tubérculos. Com relacdo ao ataque por pes

tes, as Dioscorea que produzem sapogeninas nao sao tao ataca

‘das (MARTIN et al.; 1966, MARTIN e GASKINS, 1968).

A variacao do conteudo de sapogeninaS‘enﬁrevos clo-
neé\exige métodos rapidos de propagagao vegétativé para o de
senvolvimento de individuos que prodﬁzam alta quantidade de
diosgenina (PRESTON e HAUN, 1962). Os métodos de propagacao
disponiveis para as Dioscorea que produzem tubérculos também
surgem como um fator limitante para o cultivo em larga escala

(ANONIMO, 1981). Nestes casos s3o necessarias quantidades i-

rensas de pedacos de tubérculos para se obter um numero rela-

ti@amente pequeno de plantas, pois estes apresentam gemas preé
formadas apenas na parte superior, que origina os ramos , aé-
reos. A regiao do tubérculo imédiatamente iﬁferior a bregiéo_
das gemas, apresenta restos de tecido merismatico com potenci
al de formacao de gemas, maé o proceséo € mais lento. A re-
gido inferior do tﬁbérculo nao apresenta potencial de regene-
racdo e & desprezada (COURSEY; 1967; MARTIN, 1972). Desta.fq£
ma, o brotamento nao é sincronizadd, o0 que implica no surgi-
mento de plantas nao uniformes (MARTIN e GASKINS, 1968) e o a
taque por fungos ou insetos contribui para diminuir o numero

de tubérculos viaveis (MARTIN, 1972).

Os{poﬁcos trabalhos sobre a propagagao vegetativa por

estacas, indicam que para algumas espécies como Dioscorea flo



ribunda, D. alata, D. rotundata, D. dumentorum, D. spiculiflo

ra e D. belizensis o enraizamento pode ocorrer na ausencia de

reguladores de crescimento (PRESTON e HAUN, l962;»BLUNDEN et

al., 1966; COURSEY, 1967) . Para outras espécies como D. esculen-

ta, D. trifida, D. deltoidea, D. sylvatica, o enraizamento é’

problematico e 3s vezes impossivel (BLUNDEN et al., 1966; CA-
BANILLAS e MARTIN, 1978; ZAAG e FOX, 198l). No caso deDioscorea
comgosité, a maxima porcentagem de enraizamento obtida com o
aux{lio de Raotone F & de 43% e a taxa de obtengao de plantas

completas & ainda menor (MARTIN e DELPIN, 1969).

Sao poucos os estudos sobre a propagacao por semen-
tes de espécies de Dioscorea produtoras de sapogeninas. No
caso de D. composita as informagées existentes sao de que a ger
minacao ocorre de duas 'a tr8s semanas apds a semeadura, sendo a

luz a melhor condicao. A germinacao de sementes velhas é mais

. rapida e estas podem ser armazenadas por trés anos ou mais em re

/ . -
frigerador (CRUZADO et al.,1964b ; MARTIN e GASKINS, 1968).

PAL e SHARMA (1980) sugerem que certos problemas re
lacionados com o cultivo, poderiam éer resolvidos atraves de
um programa de melhoramento genético. Assim, a hibridizacao,
entre espécies comgstiveig que se reproduzem por bulbilhos, e
espécies produtoras de sapbgeninas,’poderiavassegurar o forne
ciﬁénto de hibridos que broduziriam alta quantidade de ‘dios-
geniné‘e se propagariam por'bulbilhos ao inves de grandes tu-

bérculos.



OBJETIVOS

‘A opcao pelo. estudo de Dioscorea composita foi de-
vida & importancia e a viabilidade do cultivo desta espécie no

Brasil, além do fato de ser uma espécie ameagada de extingao.

Esse trabalho teie como objetivos, a investigacdo so
bre o crescimento inicial, germinagéo, enraizamento de estacas
e sobre o nivel de diosgenina na parte‘aérea, né.sentido de se
obter!informagées Gteis para o cultivo e ampliar o conhecimen-
to sobre os varios qspectos da fisiologia de uma espécie pfodg

tora de sapogeninas.

Pretendeu-se desenvolver, metodologia para determina
cdo da viabilidade e das condicdes Stimas de armazenamento e
germinacao das sementes. O estudo sobre a propagagéo vegetati
va por estacas foi realizado com © objetivo'de se determiﬁar
as condicOes Otimas gue assegurem alta taxa de enraizamento e
/ . .
de/produgéo de novas plantas. A determinagéo da quantidade de

diosgenina na parte aérea fol realizada visando verificar o po

tencial de aproveitamento anual da parte aérea da planta, oque

- minimizaria os custos com © tutoramento.



II - MATERIAL E METODOS

MATERIAL

Sementes de Dioscorea composita Hemsl. foram obti-

das através da Seg¢ao de Raizes e Tubérculos do Instituto Agro
ndmico de Campinas (IAC), da Fazenda Experimental de Ubatuba -
e também da Universidade Federal da Paraiba. As plantulas ob-
tidas apds a germinagcdo eram mantidas em casa de vegetégéo e
a seguir transplantadas para canteiros, no Departamento de Fi
siologia Vegetal da Universidade Estadual de Campinas. Estas

plantas foram utilizadas nos experimentos de crescimento fo-

‘liar, enraizamento, dosagem de diosgenina, além de fornecerem semen

tes para os experimentos de germinacgdo. Foram utilizadas plan

tulas de Phaseolus aureus em biotestes.

Para todos os experimentos de enraizamento, exceto
quando especificado, foram utilizadas estacas vegetativas do
terco médio dos caules com 0,1-0,2 cm de did@metro, obtidas de
plantas de D. composita'qom aproximadamente T‘ano, crescidas
em condig¢bes naturais no caﬁteiro do Depto. de Fisiologia Vege
tal da UNICAMP, ds caules eram seccionados na base e separa-
dos em trés partes. A parte superior, contendo folhas nao com-

pletamente expandidas, em geral menores que & cm de comprimen-

to, era desprezada, assim como a parte basal do caule proxima

ao 109 ndé. Este critéerio foi adotado com base nos resultados

da analise de crescimento (ver resultados).

¢

As estacas constavam de meia lamina foliar, peciclo,

pulvino e 1 cm de caule de cada lado do peciolo. No caso dos
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experimentos realizados com o objetivo de verificar oefeito da
redugao da area foliaf, metade da lamina foliar foi removida,
(corte transversal). Estaéas com pulvino. mas sem caule ou sem
pulvino, foram também utilizadas em alguns experimentos. Para
0s experimentos cujo objeti&o era verificar o efeito da loca
lizacao da folha no caule, foram utilizadas estécas das porgoes
basal (folhas em geral maiores que 10 cm, completamente expan-
didas), média (folhas ém geral com 8—9 cm, completamehte expan
didéé)w e superior . (folhas menores que 6 cm néo expandidas com

pletamente), com laminas foliares intactas.

Estacas com gemas flo;ais desenvolvidas foram também
utilizadas. Neste caso, as estacas foram divididas emdois gru
pos: um com gemas florais menores que 1,5 cm e outro com gemas
florais maiores que 1,5 cm. Em alguns tratamentos as gemas flo

rais foram removidas.

Os experimentos para verificar o efeito do diametro
/
/ .
do caule foram realizados com estacas de caules de mesma idade
fisioldgica, obtidos a partir de tuberculos com aproximadamen-

te 1 e 2 anos de idade, e com 0,2 e 0,5 cm de diametro, respec

tivamente.

Para os experimentoé de dosagem de diosgenina as fo-
lhas completamente expandidas do_terco médio dos caules, foram
coietadas em dois periodos: outono-inverno, época ém que o
crescimento € lento (MARTIN ‘e GASKINS, 1968} e as plantas es-
téb em estadio reprodutiv?, e primavera—veréo, época em que O

crescimento é acentuado.
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METODOS

Crescimento foliar

CondigOes de germinagao e cultivo

Sementes foram colocadas para germinar em placas de
Petfi.em camara com temperatura constante de 25°%C. as pléntgl
las obtidas foram plantadas em vasos contendo solo e mantidas
em casa de vegetagéo por trés meses. ' ApOs este periodo foram
replantadas em canteiros em condigées naturais. Qs experimen

tos foram conduzidos durante o periodo outubro-fevereiro.

Crescimento

Os comprimenﬁosvda nervura principal do limbo fo-
ram medidos diariamente, na primeira fase do crescimento (21
plantas), ou semanalmente quando as plantas estavam ém cantei
ros (11 plantas). As medidas das folhas foram iniciadas dez
dias apos a germiﬁagéo, devendo-se levar em conta este fatona

avaliacao da idade real das plantas anélisadas.

Y Para  determinagdo do peso seco procedeu-se a dissec

cao das plantas, sendo que as varias partes das mesmas foram
. o -

mantidas a 85°C por 48 horas, apos o que efetuaram-se as pesa

gens. Neste caso, as épocas de coleta correspondem a idade da

- planta.

A area foliar, para cada periodo analisado, foi de-
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terminada através do desenho do contorno das folhas em papel,
recorte, pesagem e leitura em grafico obtido a partir de pesa

gens de pedagos de papel de areas conhecidas.

Os desenhos dos varios estadios de desenvolvimento
das plantulas, foram realizados com o auxilio de microscopio

estereoscOpico Wild M3 e camara clara PZ0 MWR2.

Germinacao

Viabilidade das sementes

A viabilidade foi vérificada através do teste doclo
reto de 2, 3, 5-trifeniltetrazdlio (DELOUCHE gElgl.,'1962).
Em todos os experimentos foram utilizados 5 lotes de 25 semen
tes. A remogao das laminas de endosperma foi realizada com se
mentes nao embebidas ou embebidas em agua destilada por um pe
rfodo de 24 horas, em blaca de Petri. Assim, a facilidade da
remocio das laminas foi verificada apés.a embebicao das semen
tes ou nao. O teste de tetrazalio:foi realizado com sementes
intactas, seccionadas transversalmenﬁe pelo ﬁeio e com embri-
oes isolados. As sementes intaétas foram colocadas em solu-

coes de tetrazolio a 0,1, 0,5 e 1% e mantidas por 24 e 48 ho-

) o]
ras, em estufa a 37°C sob escuro. No segundo caso, as semen-

tes intactas permaneceram embebendo por 24 horas sob luz a
25°¢ antes de serem seccionadas transversalmente. Em seguida,
és metades contendo o embrido foram colocadas em solucgao de
tetrazolio 0,1 e 1% e mantidas por 12 e 24 horas a 37°Csuﬂ3e§

curo. Em ambos os casos os embrioces foram removidos das se-

mentes e examinados sob microscdpio estereoscoOpico. Para os
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experimentos com embriées isolados as sementes foram embebi ~
das em agua destilada, por periodos de 24 horas a 8 dias, sob.
luz, a 25°C. Apds os diferentes periodos, as sementes foram
seccionadas e os embrides retirados; estes foram colocados em .

tubos de ensaio contendo 2 ml de solucao de tetrazdlio a 0,1%.

0s tubos de ensaio foram fechados com papel "Magipack , en-

voltos em papel aluminio e mantidos em estufa a 37°% por 24
horas. Apds este periodo os embrides foram lavados e observados
sob‘ﬁicroscépio estereoscdpico. De acordo com critérios uti-
lizados por DELOUCHE et al.(1962), foram considerados ndo germina-
veis embrides com rédicula nao corada, com mais da metade do
tecido cotiledonar ndo corada ou com cotilédone completamente
incolor. Com o auxilio de uma camara clara PZO MWR2 foram fei
tos esquemas dos embriées e seus respectivos padrées de colo-

racao observados.
Armazenamento das sementes

As sementes foram armazenadas em saco de papel, em
temperatura ao redor de 250C, por diferentes periodbs (ate 4
anos) ou em frasco-de Vidro'fechado a 4OC. As sementes utili-
zadas nos experimentos foram:

1. recém-coletadas, mantidas em sado de papel} a 25°C.
2. armazenadas até 4 anos em sacos de papel a 250C.-
3. armazenadas por 4 anos em saco de papel a 25°C e um

ano a 4°C em vidro fechado.

o ' .
4. armazenadas por 9 meses a 4 °C em frasco de vidro.

’
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Embebicao das sementes

Lotes de 30 sementes foram pesados e a seguir colo-
cados em placas de Petri sobre papel de filtro umedecido. com
agua destilada. As placas foram mantidas a,25°C,_sob]4nzbrag
ca ou escuro. A condicao de escuro foi cphseguida colocando-‘
se:as'placas em sacos de plésticé preto. As sémentes permane
cerah embebendo por periodos de 1 hora até 12 dias. A cada pe
rioaé/ as sementes de cada lote eram secas em papél de filtro
e pesadas. Foram utilizadas 5 repetigoes por periodo de embe
bigao analisado.: A porcentagem de embebigéo das sementes foi

calculada através da formula:

peso final - ©peso inicial

x 100
peso inicial
Os lotes mantidos em luz foram, apos a determinacao
do'peso final, colocados em estufa a 85°¢ por 24 horas para de

terminacao do peso seco.

Para a determinacao do teqr de umidade, lotes de 20
sementes (4 repetigoes) foram pesados e em seguida colocados
em estufa a 85°C por 24 horas, apds 0 gue eram novamente pesa

dos. O calculo do teor de umidade foi feito através da formu

la:

A peso fresco - peso seco
x 100

peso fresco

Condig¢Oes de germinacgao
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.Asvsementes foram colocadas para germinar em placas
de Petri de 9 cm deldiametro-sobre papel de filtrovumedecido,
com 5 ml de solucgao aqhosa de Nystatin 0,02 mg.ml"1. As pla-
cas foram mantidas em camara de germinacao "Forma Scientific".
modelo 24, sob luz fluorescente branca de 320 aw cm™? de irrg
diancia (MARCONDE3S-FERREIRA e FELIPPE, 1984) ou escuro cons-.
tantes. A temperatura utilizada foi a de ZSOC, a nao ser nos
experimentos em que o efeito de tempefatura foi estudado. As
temééfaturas constantes testadas foram de 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40 e 45°C e as alternadas, 5-25, 10-25, 15-25, 30-25,
35-25, 40-25 e 45—25°C, em ciclos de 12 hdras de écordo com a
metodologia de FELIPPE (1978). Os experimentos eram sempre i
niciados com a temperatura dé 25°C. A duragao dos experimen-
tos variou de acordo com o lote de sementes utilizado. As con

tagens do numero de sementes germinadas foram feitas em dias

alternados.

Em alguns experimentos, sementes tecém coletadas e
armazenadas em temperatura de 25°¢ por 5 e %0 meses foram em—
bebidas em agua destilada a 25°C sob luz e escufo por 24 ho-
ras. A seguir as piacas (previamente'em luz bu éscuro) foram
colocadas em sacos plésticos.pretos a 4% {choque de tempera-
tura baixa) ou a 35°% (choque de temperatura alta) por perio
dos de 5 e10dias. Apds estes periodos as placas foram trans-
feridas para camara de germinacao a 250C em luz ou escuro, pa

ra se observar a germinagao.
Reguladores de crescimento e CEPA

' Nos eXperimentos com reguladores de crescimento e a



‘ziladenina (6BA) nas concentracdes de 25 e 50 mg.l™
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cido 2-cloroetilfosfdnico (CEPA) que libera etileho (ABELES,'
1973) as sementes foram embebidas em agua destilada por 24 hg?
ras a 25°C em luz e escuro. Apos este periodo, foram transfe
ridas para placas de Petri contendo solugoes aquosas de 6-be£'
1, de aci-
do giberélico (GA;) a 180 e 360 mg.1”' e de acido 2-cloroetil

fosfdnico (CEPA) a 0,75, 1,5, 3, 6, 12 e 24 F1.1‘1.

Nitrato de prata

Em alguns experimentos foi 'utilizada solucéo aquosa
de nitrato de prata (AgNO3), que inibe a acao do etileno. endo
geno (BEYER Jr. 1976, 1979). Neste caso as éementes eram man
tidas em escuro, por 24 horas, a 25°C em placas de Petri, so-
bre éapel de filtro umedecido com solugées de AgNO3 nas con-

centracgoes de 62,5, 125, 250 e 500 mg.l-1. Em seguida eram

'tpénsferidas para placas de Petri com papel de filtro umedeci

do com dgua destilada e mantidas a 25°C sob luz ou escuro.
Aminoetoxivinilglicina

Foi também utilizada solugéo aquosa de aminoetoxivi
nilglicina (AVG) que inibe a sintese - de - etileno
(YANG, 1985). Neste caso.as sementes eram mantidas-a
25°% por 24 horas, em luz branca e escuro, em solugao aquosa
de Avé nas concentraéées de 10 mM e somenté em luz branca na
conéentragéo de 20 mM. Em seguida'eram lavadas, colocadas em
placas de Petri, sobre papel de filtro umedecido com agua des

tilada e mantidas a 250C em luz.
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Enraizamento

Condigdes de enraizamento

Métodos Gerais

Os caules eram coletados momentos antes do inicio
dos experiméntos e colocados em bandeja com .agua onde eram sec
cionédos. As estacas obtidas, apds o tratamento com acido in-
dolil-3-butirico (IBA) eram colocadas em bandejas de plastico
contendo vermiculita lavada e umedecida. Estacas nao tratadas
com IBA foram utilizadas como controle. Os expérimentos fo-

ram conduzidos em casa de vegetagéo, permanecendo sob sistema

de nebulizagao que assegurava umidade relativa do ar de 50%.

A avaliacao dos experimentos foi feita através da

contagem, em periodos de 10 dias, do numero de estacas vivas

‘
/

/ - ' '
no momento de contagem, numero de estacas que formaram calos,
namero de estacas sem calos e numero de estacas enraizadas.

Foram utilizadas no minimo 10 estacas por tratamento.

As estacas enraizadas eram plantadas em vasos conten
do solo e mantidas sob sistema de nebulizacado. ApOs uma sema
na eram csubmetidas aos véfios tratamentos com reguladores de
créscimento para inducao de¢ brotamento da gema e desenvolvi-

N -

! AN
mento do tubérculo, eventos necessarios para o estabelecimen-

to da nova planta.

Reguladores de crescimento , .

O IBA foi misturado com talco, de modo a prover con
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centraqées de 2,5 a 20 mg.g_l. Em todos os experimentos, exce
to os realizados para testar as concentracoes efetivas, foi E‘
tilizado IBA na concentracido de 1O'mg.g—1. As superficies dos
caules, pulvinos e peciolos (no caso dos experimentos em que o
caule ou caule e pulvinb eram removidos) eram umedecidas e a

seguir colocadas em contato com a mistura contendo o regulador.

No caso dos experimentos, para verificar o efeitodo
6—BA.na senescéncia, estq foi aplicada em formé de solucao a-
quosa na concentracio de 22,5 mg.l_1 através de pulverizacgoes
foliares. Dependendo do experimento, as aplicagées de 6-BA e
ram feitas em dias alternados, sendo iniciadas no dia da mon-
tagem do mesmo. NoO caso dos experimentos em que se pretendia
verificar o efeito da aplicacdo tardia de 6-BA, as aplicacoes
iniciaram-se uma, duas ou trés semanas apos o inicio dos expe

rimentos e também eram feitas em dias altermnados.

Nos experimentos para inducao do desenvolvimento de

/
/

gema e/ou tubérculo em estacas ja enraizadas foram realizadas
duas pulverizacdes semanais, num periodo de 60 dias, de acido

indolil~3-acético (IAA) na concentragéo de 50 mg.l—1, de GA3

1, de cloreto de 2-cloroetiltrime

1

na concentracdo de 200 mg.l~

tilambnio (CCC), na concentracdo de 1000 mg.l~ e 6-BA 5mmpl~t

conforme metodologia de MCDAVID e’ALAMU (1980) .

Foram utilizadas, em todos os casos, solugdes aquo-

\\ 1

sas dos respectivos reguladores e Extravon 50 (0,1 m1.17 ") co

mo agénte espalhante.

Translocacao de IBA e de IAA

1. Preparacao e uso de blocos de agar
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.A metodologia adotadé para estes experimentos foi ba
seada na descrita por MITCHELL e LIVINGSTON (1968) . Blocos de
agar a 1% com 2 mm de.espessura e contendo AIA e IBA na con-
centracdo de 0,1%, foram cortados com o auxilio de ‘furadores de
rolhas de 0,2 e 0,5 cm de diametro e colocados sobre laminas
de vidro de microscdpio, ou placas de Petri com papel de fil-

tro umedecido com agua destilada.

As faces basais dos segmentbé de céules recém cole-
tados, com 0,3 mm de comprimento € com 0,2 ou 0,5 cm de diémg
tro, eram colocadas em contato. com os blocos doadores, enduag
to que as faces apicais eram colocadas em contato ' com blocos
de agar que nao cgntinham reguladores. O controle foi monta-
do utilizando—se-blocos doadores e receptbres que néo conti-
nham reguladores de crescimento em contato com os segmentos de
caule. Lotes de 20 blocos com IBA eAIAA foram separados e
ggardados em -vidro :no congelador. Foram montados 20 segmentos
pgr placa. As placas de Petri eram fechadas com papel "Magi-
pack" para evitar evaporagéo e eram mantidas em camaras com
luz continua a ZSOC, por 24 horas. As placas com tratamentos

com o IAA eram envolvidas em papel aluminio. Apds este perio

do os blocos receptores e doadores eram coletados, colocados

- em vidros e mantidos em congelador para posterior- extragao.

2. Ektracdo dos reguladores .

Lotes de 20 blocos eram macerados em 3 ml de etanol
em almofariz e a mistura centrifjugada a 2500 rpm por 10 minu-
tos. O sobrenadante coletado era colocado em frasco de vidro

e seu volume reduzido para aproximadamente 0,5 ml com auxilio
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de ventilador, sendo utilizado para cromatografia e bioteste

de inducao de raiz em hipocdotilo de Phaseolus aureus.

3. Cromatografia sobre camada delgada

Sobre placas de vidro de dimensdes de 20 x 20 cm es
palhou-se uma camada de 0,5 mm de suspensao de silicagel G
(Typ 60, Merk) na proporcao de 1:2 (g de silica:ml de égﬁa<dé§
tiléaa). A seqguir as placas foram expostas ao ar para seca-

gem e ativadas por 30 minutos em estufa a 100°¢C.

Aliquotas de 50 pl do-sobrenadante contendo IAA e
IBA de solugoes padrao dos respectivos regquladores, foram a-
plicadas sobre as cromatoplacas com o auxilio de capilares de
vidro. As aplicacdes foram feitas 2,5 cm acima do bordo infe

rior da placa.

) Apds a aplic§géo, as cromatoplacas foram colocadas
eé'cubés de vidro fechadas e contendo os sistemas de solventes
butanol : metanol : agua (8:4:1)‘v/v:(RAND1, 1980) ou clorofar
mio : acetato de etila : &cido acético (60:40:45) V/V’(ZEEVART,.

1966) . O desenvolvimento foi ascendente por percurso de 16 cm

a partir do ponto de aplicagéo e realizou-se em temperatura am

lbiente de 25°C.

ApOs o desenvolvimento, as placas foram expostas ao
. ,

ar, para secagem, pulverizadas com reagente de Salkowsky (EHMANN,

1977) e aquecidas por 5 minutos a 100°C.

4, Bioteste de inducao de raiz em Phaseolus aureus

" O bioteste utilizado foi baseado no descrito por
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MITCHELL e LIVINGSTON (1968) como método para cofator de enrai

zamento com duas modificacgdes: ao invés de IAA foi testado IBA

e o controle foi realizado com agua.

Nos frascos contendo aproximadamente 0,5 ml de sobre-

~nadante foram adicionados 5 ml de agua destilada. A seguir, os

cotilédones e o sistema radicular de plantas de Phaseolus _au-

gggg com 10 dias de idade eram removidos e as estacas contendo
as fq;has colocadas em contato com as solug&es.- Foram também
ﬁsadas.solugéés de IBA de 20 mg.l_.1 para testar a sensibilidé¥
de‘do maéerial a}este regulador de crescimento. Os Vidroé e-
fam fechados com papel "Magipack” e mantidos em camara com luz
continua a 25°¢ por.6 dias. Apds este periodo for . contado
o numero de raizes.em cada estacé. Foram utilizadas 10 esta-

cas por tratamento.

Analise anatdmica.

/
/

Segmento de estacas do controle ou tratadas com IBA,
contendo pulvino e caule, com calo ou com raizes, foram fixa-

das em FAA 50 (50 ml de etanol 95%, 5 ml de acido acético gla-

éial, 10 ml de formol e 35 ml de agua destilada) e a seguir de

sidratados e submetidos a infiltracao de parafina seguindo pro

cedimento descrito por JOHANSEN (1940). Os segmentos foram
secciocnados com 12 jm de espessura nos sentidos transversal ou

longitudinal. A coloracao foi feita com safranina por 5 minu-

tos e com "alcian blue" por 3 minutos (ANTOWNIO CARLOS GABRIEL
LI, comunicacgao pessoal) com safranina e "fast green" (JOHANSEN,

1940). As fotomicrografias foram tiradas éﬁifbtjﬂgrogfpioxmmca

Zeizz 2.
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Diosgenina em folhas

Extracao de sapogeninas

As folhés foram secas por 16 horas em estufa a 65°C
com circulacao forcada de ar (BLUNDEN et al., 1968). ApoOs es
te periodo, foram moidas em moinho de bola por aproximadamen
te dois minutos. O po das folhas (8 g ) foi envolto em pa-
pel'aé filtro e colocado em Sohxlet para extracao com cloro-
formio até remogao completa dos‘ pigmentos (BLUNDE‘:N.J et al.,

1981) ( aproximadamente 36 horas)}. O residuo foi éolocado em

100 ml de agua destilada e mantido sob agitacao em‘temperatu—

ra ambiente por 24 horas. Em seguida adicionou-se acido clo-

ridrico (HCl) concentrado a esta suspensao, de modo asxaobter

uma solugdao aquosa 2N. A suspenséo em solugéo aquosa acida
foi deixada por 2 horas sob refluxo, para a hidrolise das sa-
poninas. O material insolidvel na solugéd aquosa &acida, foi se
parado por filtracao e lavado alternadaﬁente com agua e solu-
¢do de hidrdoxido de aménio até pH neutro. Em seguida, o resi
duo foi colocado em estufa a 65°C para secagém e depois nova-
mente extraido com cloroférmio em Sokhlet por 6 horas para re

mocdo das sapogeninas livres. ApOs evaporacao do cloroformio

em evaporador rotativo sob pressao reduzida, obteve-se o ex-

trato\dkmoﬁﬁmﬁco contendo as sapogeninas livres.
Cromatografia sobre camada delgada

1. Preparacao das cromatoplacas

Sobre placas de vidro de dimensées de 20 x 20 cm ou
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10 x 20 cm foram espalhadas camadas de silicagel G (Typ 60,
Merck) de espessuras de 250 :, 500 . e 1000/Mmyna proporgao de
1:2 (g. de silicagel : ml de agua destilada). As placas foram

expostas ao ar para secagem e a seguir eram desenvolvidas em -

‘diclorometano : metanol 98 : 2 (v/v) para remogao de impure-

zas da silica.

2. >Aplicagéo das amostras.

[
'

Aliquotas de solucao de diosgenina padrao em cloro-
formio (10 mg.ml—1) variando de 10-60 pul foram aplicadas so-
bre as cromatoplacas 2,5 cm acima dos bordos inferiores das

mesmas, com o auxilio de microsseringas.

O extrato contendo as sapogeninas foi ressuspenso em
3 ml de clorofdormio e aliquotas de 25 jul foram aplicadas sobre

as cromatoplacas &o mesmo tempo que uma aliquota do padrao.As
/ ~ -~ -~
manchas das aplicagoes nao ultrapassaram 0,5 cm de diametro.

No caso da cromatografia sobre camada delgada prepa
rativa, a aplicacao foi realizada com o auxilio de uma pipéta

Pasteur com um filete de algodao na extremidade.

3. Desenvolvimento e revelagao das cromatoplacas

\\ Apésva aplicacao as cromatoplacas foram colocadas em
cubas de vidro_fechadas, saturadas e . contendo diclorometano :
metanol 98 : 2 (v/v) (EVA MAGALHRES, comunicagao pessoal) pa
ra o aesenvolvimento ascendente por 16 cm em‘temperatura ambi

ente. Apds o desenvolvimento as placas foram expostas ao ar-

para secagem e reveladas com vapor d'agua, baseado no método
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BLUNDENVEE al. (1981), por beriodo suficiente para o apareci
mento das manchas hidréfobas, ou foram pulverizadés com acido
élorosulfénico : acido acético 1 : 3 (v/v), seguido de aqueci
mento a 100°C por 2 minutos e observacao sob luz ultravioleta

de onda curta (ELMUNAJJED et al., 1965).
4, Separacao e identificacao da diosgenina.

h, A faixa hidrofoba da placa preparativa em que foi a
plicado extrato de folhas, de localizaééo correspéndente a da
diosgenina padrdo, foi eluida em cloroférmio por 2 horas. o
eluato foi centrifugado a 2000 rpm por 10 minutos, e o sobre-

nadante evaporado completamente em evaporador rotatorio. O ma

terial cristalizado foi dissolvido em clorofdrmio e procedeu-

se a identificacdo através do espectro de ressonancia magnéti
ca nuclear protonica 100 MHz em aparelho Varian modelo XL-100.

/ . Este mesmo material tambem foi recromatografado pu-

ro ou misturado com padrdo através de cromatogfafia sobre ca-
mada delgada analitica, utilizando—se ﬁlacas de silicagel de
250}n1de espessura e desenvolvimento ascendente em.diclorome—
tano : metanol 98:2 (V/vf e clorofdrmio. Neste Ultimo caso,

as placas foram desenvolvidas duas vezes na mesma direcao ou

em direcoes diferentes, mas sempre em hexano : acetato de eti

la 4:1 (v/v) na primeira vez e cloroférmio na segunda: (BLUNDEN

et al., 1968).

Dosagem de diosgenina

A dosagem da diosgenina foi realizada segundo o me-
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todo colorimétrico desenvolvido por NOWAK et al.(1980) que en
volve a adicio de 3 ml de mistura de acido sulfirico e etanol
1:1 iv/v)Aa 1 ml aa solucao em etanol contendo a diosgenina,Sg
guida de aquecimento a 60°C em banho maria por 30 minutos, res
friamento por 5 minutos e leitura a 495 nm, em espectrofotdme-
tro Micronal modelo B-280.

Para as curvas padrao de diosgenina néo cromatogra-
fada e de diosgenina eluida, foram utilizadas concentragéesvg
riandq de 100;600 Ag/ml. No caso do padrao cromatografado fo
ram utilizadas 2 repetigées para céda concentragéé e no c¢aso
da diosgenina néo_cromatografada é dos extratos 3 fepetigées

por tratamento.

Analise estatistica

Crescimento-foliar

As velocidades de crescimento e de aparecimento das:
folhas, foram calculadas através da analise de correlacdo e
regressao linear (y = ax + b) da fase exponencial de crescimento.
A significancia dos dados foi verificada através da anadlise da
variancia, (teste F a 5%) e as comparacoes das médias atraveés

do calculo dda DMS pelo método de Tukey modificado por

597
Snedecor (SNEDECOR e COCHRAN, 1967).

\

O tempo para a folha atingir o comprimento  maximo
foi calculado subtraindo-se o namero de dias em que O cresci-
mento havia estabilizado, do nimero de dias em que a folha ti

nha 0,5 cm.

A analise das velocidades e tamanhos maximos alcan-

cados foi feita através da distribuicdao da frequéncia por clas
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ses de tamanhos ou de velocidades. A fréquéncia relativé foi
calculada dividindo-se o niimero de individuos em cada classe
pelo numero total analisado. A frequéncia relativa acumulada
foi calculada dividindo-se o total de individuos nas classes
precedentes pelo numero total analisado (SNEDECOR e COCFRAM,

1967) .

Germinacao

Os dados de porcentagem de germinag3o foram trans-
formados em valor angular, que corresponde ao arco seno Vp on
de "p", representa a porcentagem de sementes germinadas. A
significancia dos dados foi verificada através do mesmo méto-

do utilizado para analise dos dados de crescimento.

No caso dos experimentos de determinacao do aumento-
em peso fresco.e da porcentagem de embebicao foram calculados
iftervalos de confianca para p< 0,05 (SNEDECOR e COCHRAN,

1967).

h)

A velocidade de germinacdao (nimero de sementes.dia
foi calculada através da determinacao do coeficiente de regres
sdo (a), que representa a inclinacao da reta da fase exponen-

cial da curva de germinagdo (SNEDECOR e COCHRAN, 1967).

Enraizamento

A comparacao entre os dados dos resultadosds biotes
tes foi feita através do teste T para 5% de probabilidade (SNE
DECOR e COCHRAN, 1967). Nos demais casos, foi aplicado o mes

mo teste utilizado na analise dos dados de crescimento.
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Dosagem de diosgenina
‘ As quantidades de diosgenina em plantas masculinase

femininas, foram comparadas pelo teste T para 1% de probabili |

dade (SNEDECOR e COCHRAN, 1967).




I11T - RESULTADOS

Crescimente foliar

Crescimento inicial da plantula

Os estAdios iniciais do desenvolvimento da plantula
estéb representados nas figuras 1-5. 2 figura 1 mostra o es-
tadio em que ha a protrusido da radicula apds a germinacao. Na
figura 2 obsérva—se, apos a remocgao dos tegumentos, o cotilé-
done expandido e o eﬁbriéo desenvolvido, com radicula e o pri
mordio da primeira folha. A figura 3 representa a plantula
com oito dias‘de idade com a primeira folha ja expandida. 0
processo de desenvolvimento prossegué e & mostrado na figura
4 (ainda semAtubérculo). Na figura 5 observa-se a plantula
dois meses apds a germinagao, com o.fubérculo formando—seeﬁmi
x0 do ponto de insergdo do cotilédone (hipocotilo) e com a ge
ma perene, (SHARMA, 1974) que originara posteriormente os cau
les trepadores, que neste trabalho serdo referidos como cau-

les.

Foi analisado o peso seco da plantula nos estadios
iniciais de desenvolvimento e os dadéé obtidos estdo represen
tados na tabela 1. Esta analise foi feita em um periodo de
80 dias. Observa-se gque uma plantula com 20 dias de.idade a-
presenta peso seco total de 4,0 mg; destes, 73% encontram-se
na parte aérea e os restantes 27% est3o nas raizes e cotilédo
ne. Néste periodo o tubérculo ainda nao esta presente. Com

o prosseguimento do desenvolvimento h&d expansao do cotilédone



FIGURA 1-5 -

Desenhos esquematicos de plantulas de D. com-

posita em varios estadios de desenvolvimento.

(r - radicula; c¢ - cotilédone; f1 -~ folha 1;

f2 - segunda folha; t - tubdrculo; g - ge-

ma perene ; R - raiz).
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FIGURA |-5
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Tabela 1 - Distribuig¢do de peso seco (mg) em plantulas de
D. composita durante 80 dias.
Cada valor representa média de 10 plantas.
Peso seco (mg)
* intervalo de confianca
dias tubérculo folhas raizes ‘cotilédones total
20 0 2,9 0,5 0,72 0,2 0,4 ¥ 0,1 4,0 X 0,6
40 0,4 20,2 3,8%X 2,41 1,6 0,8 | 2,8% 1,5 8,6 X 2,3
60 2,9 X 1,0 10,8 £ 1,9 | 4,1 X 1,0 0 17,8 X 2,7
80 16,2 £ 5,7 101,3 £24,6|22,6 ¥ 5,5 0 140,1 * 33,5
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absorvente (LAWTON e LAWTON, 1967), cujo peso seco, por ocasiao
do dia 40 perfaz 33% do peso seco total da planta (8,6 mg),
crescendo 7 veZes em relacao ao dia 20, enguanto que a parﬁe
aérea corresponde a 44% do peso seco total. As raizes contri
buem com 18% do peso seco, valor semelhante ao obtido para o
dia 20. Observa-se que o tubérculo em inicio de crescimento
perfaz 4,6% do peso seco total da planta. Plantas com 60 dias
apresentam peso seco total duvas vezes maior que no dia 40. Do
peso seco to'.al, cerca de 60,7% correspondem a parte aérea;vo_
tubérculo cresce 7,3 vezes em relacdo ao dia 40, enguanto que
a parte aérea e as raizes crescem 2,8 vezes mais. -No dia 60
o cotilédone absorvente j& nao estad mais presente. O peso se
co total das plantas com 80 dias é de 140,1 my, ou seja, no pe
riodo 60-80 dias a planta cresce 7,9 vezes mais. Novamente a

gqui a parte aérea contribui com a maior parte da matéria seca,

'72%, resultado de um crescimento 9,4 vezes maior que no dia

60. O tubérculo, crescendo 5,6 vezes mais que no periodo an-

. terior, perfaz 11,6% do peso secc total da planta. As raizes

crescem 5,5 vezes mais e contribuem com 16% do peso seco to-

tal da planta. Quando, com base na tabela 1, é analisada a'vg

" locidade de acumulo de matéria seca, observa-se que o tubércu

lo aumenta de 0,002 mg dia_1 no periodo 20-40 dias, ao passo

que entre 60-80 dias o aumento é de 0,670 mg.dia_1. Nas fo-

-lhas o aumento & de 0,045 mg.dia"1 entre 20-40 dias, mas au-

menta para 4,5 mg.dia-1 no periodo 60-80 dias. Em relacgao as
raizes o valor & de 0,045 mg.dia_1 no periodo 20-40 dias, mas
alcanca 0,910 mg;dia_1 no periodo 60-80 dias. Ha, portanto, um
aumeﬁto répido_em termos de peso seco nessas trés partes da

plantula no periodo compreendido entre 60-80" dias.



Crescimento foliar: plantas mantidas em casa qe vegetacao

As plantas crescidas em casa de vegetacao (periodo
de cerca de 100 dias) apresentam, em relacao ao aparecimento
de folhas, dois padrées‘distintos de crescimeﬁto: o padrac 1
com aparecimento precoce de caules tfepadores, (Figura 6A) e
o padrao 2 com aparecimento tardio de caules trepadores (Figu
ra fA). De 21 plantas analisadas, 16 apresentaram caule a par
tir da 2% ou 32 folhas (padrao 1) e em apenas 5 isto ocorreu

mais tardiamente (padrao 2).

As figuras 6B-F e 7B-F representam as curvas de cres
cimento de folhas de cinco plantas dos padroes 1 e 2, respec-
tivamente. Pela figura 6B, pode ser visto que apds o apareci

mento da folha 1 e ao reer do 209 dia do experimento, surgiu

a folha 2 e da axila desta apareceu um caule que produziu uma

unica folha, a 2§( isto por volta do 259 dia. ApoOs mais ou
menos 30 dias surgiu a folha 3 de cuja axila emergiu um caule
com folhas 3a-h, sendo que a 3h surgiu ao redor de 90 dias de
pois do inicio do experimento. A folha 4 apareceu apbs 80 di
as e de sua axila surgiu um novo caule com a folha 4a. Ainda,
apos 90 dias nasceu a folha 5. Desta forma, no periodof&r100

dias , esta planta apresentou os caules 2, 3 e 4, que se ori-

ginaram das axilas 2, 3 e 4. Analisando-se os graficos da fi'

gura 6, nota-se que no padrao 1 todas as folhas apareceram des

de o inicio, com maior frequencia, fazendo parte de um . caule..
Assim, nas figuras 6B e 6C o crescimento do caule ocorreu a par

tir da terceira folha e a maioria das folhas da planta surgiu

neste mesmo eixo. Nas figuras 6D, 6E e 6F isto ocorreu a partir

da segunda folha.



FIGURA 6

Diagrama de uma planta e curvas de crescimento de
folhas de D. composita do padrio 1.
A. Diagrama de uma planta de padrao 1.

B-F. Curvas de crescimento de folhas de padrao 1.
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A figura 7B representa as curvas de crescimento de
folhas de uma planta do padrao 2. Do mesmo modo, 20 dias apds
o inicio do experimento e portanto depois do aparecimento da
folha 1, surgiu a folha 2 e da axila desta um caule que produ-
ziu as folhas 2a e 2b. A folha 3 morreu e 60 dias apés o ini
cio do expérimento apafeceu a folha 4, da axila da qual sur-
giu um caule com as folhas 4a-g, sendo que a 4g surgiu por vol
ta do 909 dia do experimento. A folha 5 apareceu por volta do

dia 75 e de sua axila surgiu um caule com a folha b5a.

Os graficos da figura 7 indicam que enguanto nao o-
correu o desenvolvimento de um~caule} as folhas apareceram a
partir da gema perene ou da gema de folhas ja existentes e so
mente mais tarde surgiram com maior frequéncia no caule. As-
" sim, nés figuras 7B e 7D o caule se desenvolveu a partir da

quarta folha e nas figurés 7C e 7F, a partir das folhas 3 e 5.

Analise do crescimento foliar

Na figura 8 as curvas de crescimento das folhas fo-
ram agrupadas conforme o local de aparecimento na planta. As-
sim, na figura 8A estao representadas todas as folhas 2a que
-surgiram nas axilas das folhas 2, na figura 8B, todas as que
éurgiram nas axilas das folhas 3 e na figura 8C, todas as fo-
lhas 4. Observa-se que, inde?endente do local onde as folhas'
aparecem, hd grupos que atingem comprimentos maiores a partir

de determinado periodo de tempo.

0- agrupamento das curvas de crescimento nao mais le
vando em consideracao o local, mas sim a ordem de apareci-

mento das folhas (cronologia), estd representado na figura 9.



FUGURA

7

Diagrama de uma planta e curvas de crescimento
de folhas de D. composita do padrao 2.
A. Diagrama de uma planta do padrao 2.

B-F. Curvas de crescimento de folhas do padrao 2.
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FIGURA 8

Curvas de crescimento de folhas de D. Composita
surgidas nas axilas das folhas 2 (A), nas axi-

las das folhas 3 (B), e das folhas 4 (C).
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Assim, nas figuras 9A-H estao representadas todas as folhas
que surgiram em cada planta, em primeiro, segundo,'terceiro ’
quafto, quinto, sexto, sétimo e oitavo lugares, respectivamen
te, no decorrexr do tempof De modo geral, também aqui, ha cla
ra tendéncia das folhas que surgem da metade do experimento
em diante atingirem comprimentos maximos maiores, ndao impor-
tando a sequéncia em que aéarecem. Nota-se, novamente, a va-
riedade de comportamentos fisioldgicos das mesmas em termos
dosacomprimentos maximos atingidos. Assim, pela figura 9E
observa-se que as quintas folhas que aparecem em todas as plan
tas, alcangam Os mais variados comprimentos maximos € surgem

nos mais diferentes pontos do periodo de 50 a 75 dias.

-Devido a esta grande variagso, procurou-se agrupar
folhas da mesma idade fisioldogica dividindo-se todo o tempo do
experimento (100 dias) em periodos de tempo de vinte dias (Fi
gura 10). beste modo as curvas de crescimento de uma folha 2a
(Figura 8A) e de uma folha 5 (Figuré 9E) agora podem estar re
presentadas no mesmo grafico, pois podem ter a mesma idade fi
sioldgica, independente do local ou da ordem cronologica em

que aparecemn.

A anadlise dos graficos da figura 10 indica, com me-
nor variacao, que gualgquer que seja o perion em que as fo-
lhas aparecem, sempre atingem comprimentos muito variados. As
analises do nimero e velocidade de aparecimento; dos compri-
mentos maximos atingidos e das velocidades ae crescimento das
foihas no decorrer do experimento serao feitas considerando-

se entdo folhas da mesma idade fisioldgica.



FIGURA 9

Curvas de crescimento das primeiras 3 folhas sur

gidas em plantas de D. composita (A-H).
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FIGURA

10

Curvas de crescimento de folhas de D. composi-

ta, surgidas em um mesmo periodo de 20 dias.
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1. Namero e velocidade de aparecimento das folhas

Nas tabelas 2 e 3 estao representados os numeros de
folhas que aparecem nas plantas em intervalos de 19 dias. A
tabela 2 apresenta os dados para as 15 plantas do padrao 1 e
a tabela 3 para as 5 plantas do padrao 2. Nota-se que no pe
riodo de 0-19 dias o numero de folhas que‘surgiu nas plantas
dos dois padroes & muito semelhante e entre 80-100 dias apare
cem mais folhas novas nas plantas do padrao 2 (Tabela 3) do
que no padrao 1 (Tabela 2). Observa-se ainda que tantornnnég
SO como no outro o nimero de folhas que surgiu no periodo de
60-100 dias € aproximadamente igual (padréo 1) ou maior (pa-
drao 2) ao numero de folhas que surgiu nos dois primeiros me-
ses do experimento, nao havendo diferenca entre os mesmos. As
sim, no padrao 1 (Tabela 2), entre 60-~100 dias, aparecem 4,69
no&as folhas, o que representa, aproximadamente, a mesma quan
tidade surgidé no periodo de 0-60 dias, o que leva a planta a
dobrar o seu numero de folhas em pouco mais de um més. No pa
drao 2 (Tabela 3), entre 60-100 dias nascem 6 folhas em rela-
cao a 5,20 surgidas nos dois primeiros meses e novamente aqui
o numero de folhas na planta duplica em relacéo ao periodo an

terior.

Pode ser visto também que o padrao 1 nao difere do
padrdo 2 com relagao ao numero total final de folhas na plan-
ta e por esta razao pode—ée analisar conjuhtamente os dados
que sao apreSentados na tabela 4. Verifica-se que ao redor de
100 dias uma planta de D. comgosita tem em média 9,63 folhas,
séndo que 48% delas aparecem nos primeiros 60 dias e 52% nos

tltimos 40 dias do experimento.



Tabela 2 -~ Namero de folhas em plantas de D. composita
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do

padrao 1 nos varios periodos de tempo analisados.

Periodos de tempo

{dias)
0-19 20-39 40-59 60-79 8§0-100
n? total folhas 28 24 20 32 43
média do n9® folhas
novas/planta 1,75 1,50 1,25 2,00 2,69
média do n? total
1,75 3,25 4,50 6,50 9,19

de folhas/planta
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TABELA 3 -

43

Numero de folhas em plantas de D. composita do

padrao 2 nos varios periodos de tempo analisa-

dos.

Periodos de tempo

(dias)
0~-19 20-39 40-59 60~-79 80-~100
ne total de folhas 9 9 8 10 20
média do n? folhas
novas/planta 1,80 1,80 1,60 2,00 4,00
média do n9 total
1,80 3,60 5,20 7,20 11,20

de folhas/planta
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TABELA 4 -~ Nimero de folhas em plantas de Q. composita dos

padroes 1 e 2 nos varios periodos de tempo ana-

lisados.
Periodos de tempo
(dias)
0-19 20-39 40-59 60-79 80-100

n? total de folhas 37 33 28 a2 63
media do ne folhas [ 4 44 1,57 1,30 | 2,00 3,00
novas/planta

media do ne total 1,76 3,33 4,63 6,66 9,63

folhas/planta
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Com os dados da tabela 4 foi possivel construir o grafico da

figura 11 que relaciona o numero total de folhas na planta com

-~

o) lqg10 do tempo. Entre 0-19 dias, 'surgem 0,088 folhas.diz;{-1
a partir de 60 dias o valor & 0,100 folhas.dia™ ! e no periodo

de 80-100 dias & de 0,125 folhas.dia |

2. Velocidade de crescimento das folhas.

A anéliéé geral das curvas de crescimento das folhas
em funcao do tempo (Figura 10) indica que as folhas gque surgem

entre 0-10 dias do experimento e gue corresponde a
primeira. folha, apresentam um padrao de crescimento totalmen-—
te diferente das demais folhas da planta, pois os tipos de cur
vas sao diferentes. Dois exemplos sao vistos na figura 12, em
gue o cbmprimento fqi plotado contra 10910 do tempo. Na figg
ra 12A estd representado o crescimento de uma das folhas 1 a-
nalisadas e na figﬁra 12B, do mesmo modo, o crescimento de u—b
ma folha surgida mais tarde (folha 5). As demais folhas ana-
lisadas, tanto no caso das folhas 1 como das outras folhas, a

presentaram os mesmos tipos de curvas de crescimento exempli-

ficados na figura 12.

Foram calculadas as velocidades de crescimento para
as fases rapida e lenta de todas as folhas 1 analisadas. A ve
locidade foi de 0,14 cm.dia_1, para a fase rapida e de 0,07
cm.dia_1, para a lenta. Assim, embora com as variagoes obser
vadas, a velocidade da fase lenta e a‘metade daquela da rapi-
da. Com relacao ao fempo necessario para as folhas. atingirem
os tamanhos maximos observa—ée pela tabela 5, onde»osdadosfg
ram distribuidos em classes de intervalos de dois dias, que
40% das folhas 1 estabilizam o crescimento em 12-13 dias e 33%

delas em 14-15 dias. Assim, para 73% das folhas analisadas



FIGURA 11 - Numero de folhas surgidas em plantas de D. com

posita ‘em funcgao do log10 tempo.
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FIGURA

12

Crescimento de uma folha 1 (A) e de uma

5 (B) em plantas de D. ¢omposita.

folha
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TABELA
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48

- Tempo necessario (dias) para as folhas 1 de D.
composita atingirem o comprimento maximo.
Valores de frequénbia(f)e de frequéncia relati-
va (fr) por intervalo de classe de 2 dias (f, nQ
mero de individuos por classe; fr, numero de in

dividuos por classe/numero total).

classes (dias) f fr
8-9 ' 0 0
10-11 2 0,13
12-13 ‘ 6 0,40
14-15 v 5 0,33
16-17 2 0,13
18-19 0 0
Neo Total 15
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. freqiéncias relativas das folhas que crescem 0,50-0,69 cm.dia_
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sao necessarios 15 dias para crescerem completamente. Das fo

lhas restantes, 13% precisam de 10 dias e 13% de 16-17 dias.

Para a analise de velocidade de crescimento das fo-
lhas surgidas entre 20-100 dias, as frequéncias para cada pe-
riodo de tempo foram distribufdas em classes de intervalos de
medidas de velocidade. O periodo de 60—79 dias foi subdividi
do para se ter uma idéia mais clara do periodo exato em que a
parecem novas classes de velocidade de crescimento. Comosda
dos de freqgiiéncia relativa foi construfda a figura 13. Na fi
gura 13 €& possivel observar que no periodo de 20-39 dias é
maior a frequéncia relativa de folhas que crescem 0,10-G,30
cm.dia—1, assemelhando-se ao crescimento da folha 1. Assim,
60% das folhas que aparecem na planta, neste periédo, apresen
tam esta velocidade de crescimento. A freqiiéncia desta clas-
se diminui com o decorrer do tempo, de tal modo que as folhas
qde aparecem entre 80-100 dias ja nao crescem com esta veloci
dade. No caso das folhas que crescem 0,30—0,49cm.dia"1 pode
ser visto que as frequéncias relativas aumentam a partir do
periodo 20-39 e também diminuem no periodo 80-100 dias. As-
sim, 48% das folhas que surgem entre 40-59 dias e 38% das que
surgem entre 70-79 dias tem esta velocidade de crescimento.

Por outro lado, € nitido o aumento no decorrer do tempo, das
1

lTeo,90-

e o surgimento de folhas que crescem 0,70-0,89 cm.dia”
1,09 cm.dia |, entre 80-100 dias. Pela figura 13 pode ser vis
to que 100% das folhas que aparecem entre os dias 20-69 cres-

cem com velocidades de 0,1040,69 cm.dia“1. Ja a partir do pe

riodo 70-79 dias estas folhas perfazem cerca de 80% do total



FIGURA

13

- Velocidade de crescimento de folhas de D. com-

posita durante os periodos analisados.
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‘parece crescer mais rapidamente, acima de 0,70 cm.dia”

51

e entre 80-100 dias apenas 50% delas tem velocidade nesta fai-

xa. A outra parte das folhas que nascem neste periodo (50%)
1

Na figura 14 estdo representadas as médias das velo-
cidades de crescimentb foliar e os valores de DMSS% para cada
par de periodos analisados. Nota-se que o valor de velocidade
de crescimento das folhas que aparecem entre 80-100 dias é sig
nificativamente superior aos demais, HAa também diferenca sig-
nificativa entre os periodos 60-69 e 70-79. Novamente aqui, as
folhas que surgem entre 20-69 dias crescem com a mesma veloci-
dade, mas as.que aparecem entre 20-39 dias crescem significati'
vamente menos que as folhas do periodo 60-100 dias. Deste mo-
do, as folhas que surgem entre 80-100 dias crescem 0,71cmxﬁa—1
trés vezes mais rapido que as que surgem entre 20-39 dias e pe

lo menos duas vezes mais depressa que aquelas do periodo 40-69

dias.

Os dados de frequéncias relativas distribuldas por
intervalos de nimero de dias necessarios para as folhas estabi
lizarem o crescimento estéo representados na tabela 6. Neste
caso, os periodos 60-69 e 70-79 forém reunidos, pois a analise
isolada‘nao indicou diferencas entre os mesmos. A analise da
tabela 6 indica que 53% das folhas que surgem no periodo 20-
39 dias alcancam comprimentos maximos entre 10-13-dias. NO’pE‘
riodo‘40—59, 83% das folhas precisam de 12-19 dias para estabi
lizarem o crescimento e no periodo 60-79, 87% delas necessitam
de 14-19 dias. Em ambos os casos, somente para 8-13% das fo-
lhas s3o necessarios mais de 20 dias. J&a no periodo 80-100 dif
as, 63% das folhas completam o crescimento entre 14-19 - ‘dias,

mas 23% delas o fazem com mais de 20 dias. Desta forma parece



FIGURA

14

Velocidade de crescimento de folhas de D. com-
posita em cada periodo analisado.

Barras verticais representam DMS5
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‘TABELA 6 - Tempo necessario (dias) para as folhas de D. composita estabilizarem O cresci-
mento. ‘
Valor de frequéncia (f) e frequéncia relativa (fr) por intervalos de classe de

2 dias.
Classes - Periodos de tempo .(dias)
(dias) 20-39 40-59 60-79 80-100
£ fr £ fr | £ fr £ £r
6-7 4 0,180 © -0 0 0 0 0
8-9 1 0,045} 0 0 0 0 0 0
10-11 9 0,409 1 0,043] 0 0 0 0
12-13 3 0,136} 6 0,260 1 0,043 | 3 0,136
14-15 1 0,045 4 0,174 1 0,043 5 0,227
16-17 3 0,136| 4 0,174] 12 0,522 5 0,227
18-19 0 0 s | 0,217 7 0,304 4 0,180
20-21 1 0,045} 2 0,086} 1 0,043 2 0,090
22-23 0 0 0 0 1 0,043 { 1 | 0,045
24-25 0 0 1 0,043 0 0 2 0,090 ol
N® Total 22 23 23 22
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gque a partir do periodo 40-59 aumenta a porcentagem das folhas

que necessitam de mais tempo para atingirem o comprimento ma-

xXimo.
3. Tamanhos maximos atingidos pelas. folhas

‘»Foi calculada a.freqﬁéncia, fregiiéncia relativa e
frequéncia relativa acumulada dds comprimentos maximos atingi
dosxpelaé folhas em cada periodo de tempo analisado. Com os
dados de frequéncia relativa foi construfda a figura 15. Cbser
va--se que entre 0-19 dias as folhas se agrupam com maior fre-
guéncia em duas classes de tamanho e correspondem a primeira
folha da planta. As outras duas classes de frequéncia bem me
nores correspondem as.segundas folhas que algumas plantas ja
possuiam nesﬁe periodo. A partir do periodo 20-39 aparecem fo
lhas com comprimentos maximos diferentes o que pode ser cons-
tatado pelo aparecimento de novas classes. No decorrer do tem
po nota-se que ha diminuicio de frequéncia das félhas de 2,0-
6,0 cm e aumento da freqﬁéncia de folhas maiores que 6 cm, is

to a partir do periodo 40-59. Assim, no periodo de 80-100 di

~as & nitido o nao surgimento de folhas com 2,0-5,0 cm, mas tor

na-se comum O aparecimento de folhas com 6,0-14,0 cm. Obser-
va-se que no periodo'de 0-19 diasﬂas folhas alcangam compri-
mentos maximos menores, sendo que 81% das folhas surgidas nes
te periodo alcancam entre 1,0-2,9 Cm-de comprimento. Nos pe-
riodos posteriores as porcentagens para esta mesma classe caem
para 54% (periodo 20-39 dias) e 17% (periodo 40-59 dias). Em
compénsagéo, a partir de 20-39 dias 46% das folhas alcancamde

3,0-5,9 cm e as porcentagens de folhas nas classes maiores co



FIGURA

15

Comprimentos maximos alcancgados pelas folhasde

D. Composita durante os periodos analisados.
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ﬁegam a aumentar. Assim, né periodo 40-59, 34% das folhas a-
tingem de 6,0-9,9 cm de comprimento, enquanto que 66% atingem
de 1,0-5,9 cm. No periodo 60-79 dias, 73% das folhas surgi-
das alcangam de 6,0—12,9 cm e no pericdo 80-100, 99,9% das fo

lhas tem comprimentos maximos entre 6,0-13,9 cm. Desta forma,

torna-se claro que a partir de 60 dias aumenta o numero de fo

lhas que alcan¢am comprimentos maximos maiores.

4. Aumento em area e peso seco

Na tabela 7 estdao representados os dados de area e
peso seco foliar e a razao entre peso seco e area para plan-
tas com diferentes idades. Verifica-se . que no periodo de 80-
120 dias a area foliar passa a ser de 10 a 27 vezes maior do

que a verificada para 40 dias.

Com relagéo ao peso seco foliar, observa-se que a
quantidade de matéria seca na folha, dobra de 20 para 40 dias.
No periodo de 80-120 dias a parte aérea da planta acumula de
9 a 44 vezesrmais matéria seca do que a verificada no periodo

de 40 dias.

A analise estatistica dos valores de razao entre pe
SO seco e area, indica que a quantidade de matéria seca pre-

sente em 1>cm2 de tecido foliar & igual até o dia 80, A par-

_ tir de 100 dias, entretanto, ha um acumulo significativamente

maior de matéria seca.

No periodo de 80-100 dias a area aumenta 1,45 vezes
e peso seco 2,98 vezes e no periodo 100-120 dias area au-
menta 1,71 e o peso seco 1,60 vezes. 1Isto faz com que a ra-

Z30 entre peso seco e area seja no dia 100, 1,90 vezes maior



TABELA 7 - Area foliar, peso seco foliar e razao entre peso seco e area de plantas de D. Com
posita para varios periodos analisados.

Cada valor representa a média de 10 plantas (x X intervalo de confianca).

Periodos (dias)
20 40 80 100 120
drea (cm?) 4,5 X 0,4 5,9 + 0,8 64,5 + 14,6 93,9 * 15,0 161,1 * 25,8
‘ _ peso seco (mg) 5,1 * 0,6 10,7 £ 2,4 97,2 * 23,1 290,2 * 46,7 465,6 * 60,8
peso seco/area : : : _ _
(mg.cm=2) 1,2 £ 0,1 1,8 £ 0,7 1,6 = 0,6 3,1 % 0,2 2,91 0,4

LS
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do que a do dia 80. No periodo 100-120 dias o aumento em area
é de 1,7 vezes e o aumento em peso seco & de 1,6 vezes, o que
faz com que a razao entre peso seco e area, no dia 120, seja
1,8 vezes maior do que a verificada para o dia 80 e da mesma

grandeza que no dia 100.

Na tabela 8 estéQ representados os dados de veloci-
dade de aumento da area e do peso seco foliar. No periodo
40-100 dias ha um aumento de 21 vezes em relacao ao periodo
anterior. J& entre 100-120 dias a area foliar aumenta 2,4 ve
zes mais rapidamente do que no periodo imediatamente anterior.
Com relacao 5 velocidade de aumento de péso seco, Observa-se
que entre 20-40 dias a velocidade de acumulo de matéria seca
na folha é de 0,28 mg.cm—z.dia-1. No periodo 40-80 dias, a ve
locidade de aumento do peso seco & 7,7 vezes maior do que no’
periodo de 20-40. A partir de 80 dias, a velocidade de aumen
to em peso seco é 4 vezes maior do que a verificada no perilo-
do 40-80 dias. Entre 40-100 dias néo ha aumento na velocida-

de de crescimento em termos de area foliar, enquanto que a ve

locidade de aumento de matéria seca & 4 vezes maior.

Crescimento foliar: plantas cultivadas em canteiro

A transferencia das plantas para o canteiro foi rea
lizada apos o dia 100 do experimento. Os novos caules comeca
ram a aparecer apos 30 dias, quando se iniciaram as medidas

das folhas.

Na figura 16A-D estao representadas as curvas de
crescimento das folhas em caules, para 4 das plantas analisa-

das. Na figura 16A, por exemplo, as letras representam a or-
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TABELA 8 - Velocidade de aumento em area e em peso seco fo

liares para plantas de D. composita nos varios

periodos analisados.

Velocidade - . Periodos ‘(dias)
20-40 40-80 80-100 100-120
area
(cm?.dia™ ) 0,07 1,46 1,47 3,36
peso seco
(mg.dia~ 1) 0,28 2,16 9,60 8,0




FIGURA

16

Curvas de crescimento de folhas de 4 plantasde

D.composita (A-D) cultivadas em canteiro.
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dem de aparecimento da folha no caule. Assim, a folha 1 € a
que originou o caule, a folha 1a € a primeira folha do caule e
a 1g € a ultima folha analisada desse caule. Observa-se nes-
te caso, que as folhas que surgiram no caule alcancaram com-
primentos menores que a primeira. O mesmo ocorreu com as fo-
lhas do caule da figura 16C. Contudo, esta tendéncia néoéérg
gra, pois no caso da figura 16B as folhas que surgem no caule

alcangam comprimentos variados, independente da sequéncia.

Analise de crescimento

As curvas de crescimento das folhas de posicao cor-
respondentes nos caules foram agrupados e dispostas em ordem
de aparecimento (Figura 17A-E). Assim na figura 17A esta re-
preséntadé o crescimento de todas as folhas que originaramcau
les, nas figuras 17B das primeiras folhas de um caule (folhas
1a) e assim por diante, até a 42 folha, isto e, 14 (Figura.
17D) . Observa-se que todas as folhas do caule embora apresen
tem padroes de crescimento semelhantes, podem atingir compri-
mentos Variados. Os compo;tamentos fisiologicos das folhas
aqui assemelham-se com os das folhas que surgiram no periodo
80-100 dias em casa de vegetagao. Neste caso o criterio or-

dem de aparecimento, utilizado para agrupaf as folhas, esta

fortemente ligado ao de idade fisioldgica. Deste modo as ana

lises do numero, velocidade de aparecimento, velocidade - de
crescimento e comprimentos maximos atingidos pelas folhas, se

rao feitas considerando-se folhas de mesma idade.



.FIGURA 17 -

Curvas de crescimento das 5 primeiré folhas
(A~E) surgidas nos caules de plantas de D. com
posita cultivadas em canteiro.

A: folhas gue originaram caules

B: primeiras folhas de um caule: folhas la

C: folhas 15

D: folhas lc

E: folhas 1d
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1. . Nimero e velocidade de aparecimento das folhas

Foi contado o nimero de folhas que mynecah nos cau--
les em um total de 61 dias. Com 61 dias os caules apresentam
16,5 folhas. Pela regressao linear foi possivel construir a
figura 18 que correlaciona o numero de folhas que aparece nos
caules em funcao do tempo para as seis plantas analisadas. Ob
serva-se que o numexo de folhas aumenta rapidamente em funcao
do tempo. As anadlises de correlacdo e regressido linear foram
realizadas e b coeficiehte de correlacao (r) é de 0,994 e de'
regressao linear (a) & de 0,702. O valor médio de r indicaal
ta correlacao entre numero de folhas e tempo. O coeficiente
de regressao linear representa velocidade de aparecimento de
folhas. Verifica-se que, na maioria das plantas analisadas a
parecem 0,7 folhas.dia_1, ou seja, o tempo entre o aparecimen

to das folhas & de 1,43 dias.

2. Velocidade de crescimento das folhas

Na tabela 9 estao representados os dados de velocida-
de de crescimento para folhas surgidas nos caules crescides em
condig¢odes naturais. Verifica-se que as folhas (1a a 14) que

surgem no caule no campo, crescem em velocidades de 0,6-0,7

cm.dia_1 na fase linear de crescimento. Com relagao ao tempo

necessario para estabilizar o crescimento, de 28 folhas anali

X

sadas, 64% delas precisaram de 19-22 dias, 25% ao redor de 25

dias e 11% aproximadamente 15 dias.



FIGURA 18 - Numero de folhas nos caules de 6 plantas de D.

gomposita cultivadas em canteiro.
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TABELA 9 - Velocidade de crescimento e comprimento maximo
de 5 folhas surgidas em caules de 6 plantas
de D. composita cultivadas em canteiro.
Folhas
1 1a 1b ic 1d
Velocidade cres-
cimento (cm.dia_1) 0,803 0,762 0,644 06,707 0,626
Comprimento maximo
10,8 9,6 10,4 9,6 9,6
(cm) .
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.3. Comprimentos maximos atingidos pelas folhas

Na tabela 9 estao representados os comprimentos ma-
ximos alcancgados pelas folhas, dispostas em ordem de apareci-
mento (folhas 1-1d) surgidas em caules de 6 plantas analisa-

das. Os comprimentos maximos alcancados pelas folhas sao va-

. riaveis. Entretanto, quando se analisa os valores para cada fo

lha (Tabela 9 verifica-se que as folhas 1 a 14 atingem com-

primentos maximos semelhantes.

Germinacao

Determinacao da viabilidade das sementes pelo teste do tetra-

z0lio

- A embebicao das sementes por 24 horas facilitou o)
seccionamento das mesmas e a separacao das laminas de endos-
perma para a remocao dos embrides, em relacdo as sementes nao

embebidas.

1. Teste do tetrazdolio

- A manutencao das sementes intactas em solucao de te
trazolio 0,1, 0,5 e 1% por 24 e 48 héras a 37OC, nao resultou
na coloracao dos embrioes. No caso das sementes seccionadas
transversalmente ao meio, mantidas em solucdao de tetrazolio
a 0,1 e 1% por 12 e 24 horas a 37°C no escuro, foi verificado

que apenas OS embrides dos lotes que permaneceram em solugao
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a 1% por 24 horas apresentaram coloracao satisfatdria (verme-
lho brilhante). Os demais tratamentos induziram coloracgado in
satisfatdria (rosa claro) e ndo homogénea dos embrides, suge-

rindo ma penetragao do sal de tetrazodlio.

Na tabela 10 estao representadas as porcentagens de
embrioes iéolados corad&s com solugao de tetrazdlio a 0,1% por
24 horas a 37°C no escuro, apOs permanecerem embebendo por pe-
riodos de 1 a 8 dias. Verifica-se que no caso das sementesar
mazenadas por 4 anos e embebidas por ' ou 2 dias, o teste nao
acusa resposta satisfatoria ao tetrazolio. Apds 4 dias de em
bebicao, entretanté, aumenta a porcentagem de embrides com co
loracao satisfatéria (vermelho brilhante). Quando o teste é
feito com sementes que permaneceram embebendo por 8 diés, 32%
dos embrioces coram-se satisfatoriamente. Neste caso, 3 horas
sao suficientes para se obter a resposta ao tetrazdlio, mases
te periodo € insuficiente quando se utiliza sementes embebi-~
das por 4-6 dias. Para as sementes recém coletadas, verifica
se que com 24 horas de embebicao a porcentagem de embrioes com
coloragao satisfatoria é baixa e € alta a porcentagem de em-

brices com coloracao insatisfatdoria. Com o aumento do perio-

‘do de embebicao, principalmente apés 6 dias, nota-se um aumen

to acentuado de sementes com coloracao satisfatoria. Estes da
dos indicam que uma avaliacdo precisa da viabilidade das semen
tes pelo teste do tetrazolio, apeﬁas e poésivel quando se usam
embrioes isolados de sementes que permaneceram embebidas por

6-8 dias.



TABELA 10 -

Embebicdo por periodos de 1 a 8 dias;

68

Viabilidade de empriées isolados de sementes de

D. composita, armazenadas por 4 anos e recém cO

letadas, determinada pelo teste de tetrazdlio.

sementes

o -
armazenadas por 4 anos a 25°C (a) e recéem cole-

tadas (b).

Resultados em porcentagem.

Tipo de coloracao Tempo de embebicao (dias)
do embriao 1 5 4 6 8

a b a b a b a b a b
satisfatoria 0 {16 1 0 |52 16 |68 24 | 88 32 |92
insétisfatéria 0 {64 0 |36 12 |24 8 0 12 0
incolor 100f 0 | 10012 72 8 68 | 12 56 8
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2. Padroes de coloracgdo em embriodoes isolados

, Na figura 19 estao ilustrados bs padroes de colora-
cao de embrides isolados. Foram consideradas viéveisaussemeg
tes com embrides completamente corados (Figura 19A) ou com a
area de origem da plﬁmﬁla e radicula corada e com o cotilédo-
ne com pequenas areas nao coradas (Figuras 19B, C, D). Em-
brices com radicula corada, mas com graﬁde parte do cotilédo-
ne:incolof (Figurés.19 E, F) foram ccnsideradas inviaveis. Tam
bém foram considerados inviaveis os embrides incolores (Figu-

ra 19L), embrides com a area da plumula e radicula incolores

e com cotilédone completamente ou parcialmente corado (Figuras

19G, H,'1, J, K).

Embebigéo de sementes

Na figura 20A estao representadas as curvas de por-
centagem de embebicao de sementes mantidas em luz branca e es
curo durante 12 dias. Verifica-se que em ambas as condigoes
ha uma fase rapida de absorcao no primeiro dia, e a porcenta-
gem de embebicao alcanca ao redor de 60%. A partir deste pe-
;iodo a absorcao & lenta estabilizando-se entre 70 e 90%, a-
pos 3 dias de embebicao. A émbebigéo em luz é semelhante a de

escuro.

Na figura 20B estd representada a curva de embebigao para
sementes mantidas em luz no periodo inicial de 12 horas. Ve-
rifica-se que &, mais especificamente, na primeira hora de em

bebicdo gque a semente absorve agua rapidamente, atingindo 40%.

A determinacao do peso seco durante o periodo de 8



FIGURA

19

Padrodoes de coloracao .pelo tetrazolio de erbrioces

de D. composita.

ee - eixo embrionario; c - cotilédone
[Z] resposta positiva ao tetrazdlio
] resposta negativa ao tetrazdlio
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FIGURA

20

Embebicao de sementes de D. composita.

A -~ periodo de 1-12 dias
B - periodo de 0-12 horas
o) luz

) escuro

As barra.. verticais representam os intervalos

de confianca.
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dias indicou que este nao aumenta, permanecendo ao redor de

260 mg (dados ndao apresentados).

O teor de umidade das sementes recém coletadas e

das sementes armazenadas por 4 e 5 anos era de 11 a 13%.

Efeito de alas na germinacio

Na figura 21 estéd representados os valores angula-
res de germinacao em funcd@o do tempo de sementes (armazenadas
por 4 anos) intactas ou sem alas, sob luz ou escuro, a 250C.
Observa-se que as primeiras sementes gefminadas,com ou sem a-
las, em luz ou escuro, aparecem nc 129 dia do experimento. A
germinagao para por volta do 249 dia. A analise estatistica
para o 269 dia nao acusou diferencas significativas entre os
valores maximos de germinagéo alcancados pelos tratamentos
(FS% nao significativo). A ala e a luz ndo afetam a germi-
nacao. Nos experimentos seguintes‘éempre foram usadas semen-

tes intactas.
Efeito de temperaturas constantes na germinacao.

Nestes experimentos as sementes armazenadas por di-
ferentes periodos foram colocadas para germinar em temperatu-
ras constantes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40 e 45°C sob luz

branca e escuro.

1. Sementes armazenadas por 4 anos

Na figura 22A estao representadas as curvas de ger-

minacao para as varias temperaturas testadas sob luz branca.




FIGURA 21 - Efeito das alas na germinagao de sementes de D.

composita.

F nao significativo

5%
o sementes com ala, sob luz
© sementes sem ala, sob luz

A sementes com ala, sob escuro

A sementes sem ala, sob escuro
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FIGURA 22

Efeitos de temperaturas constantes na germi
nacao de sementes de D. composita armazena-

das por 4 anos.

A - luz

B .- escuro

0 5, 10, 15, 40 e 45°C

o 20 e 25°% A 30°% & 35%

A barra vertical representa DMS ¢

o0

FS% néo significativo para escuro.
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Verifica-se que a 20, 25 e 30°C a germinagéo estabiliza-se por
volta do 249 aia. A temperatura de 35°C inibe a germinacao
sob'luz. No escuro (Figura 22B) nao ha diferenca significati
va entre os valores finais de germinacao das sementes manti-
das a 20, 25, 30 e 3SOC. A germinacao também se estabilizaao
redor do 24¢ dia. Tanto na luz como no escuro o inicio da ger
minagao a 20°¢ pérece ser retardado. As sementes nao germi-
nam em temperaturas de 5, 10, 15, 40 e 450C. Portanto, para
seméntes armazenadas por 4 anos, a germinacao sob luz ou escu

ro ocorre acima de 150C e abaixo de 4OOC.

A relacao entre a germinacao final e temperatura sob

luz e escuro esta representada na figura 23. A analise esta

o

tistica indicou interacado entre luz e a temperatura de 20°C

(ver DMS_..).  Assim, a germinacao das sementes & significati-

5%
vamente promovida na luz, nesta temperatura. Nas temperatu-
ras de 25, 30 ¢ 350C, as sementes sazo indiferentes a luz (F59
nao significativo para a interacao). Verifica-se que para se

mentes armazenadas por 4 anos a faixa oOtima de temperatura de

germinacao na luz estid entre 20 e 30°C e no escuro entre 25

e 30°%.

Os valores maximos de germinacao em porcentagem ob-
servados, estao entre 25 e 33%. Para este lote de sementes
foi feito o teste de tetrazdlio, que acusou viabilidade de

30,4 X 3,6%.
2. Sementes armazenadas por 5 anos

Na figura 24A e B estao expressos os valores angula

res de germinacdo em funcido do tempo de sementes mantidas sob



FIGURA 23

Relacdao entre temperatura e luz na germinagao
maxima de sementes de D. comEosita, armazena
nadas por 4 anos. |

0- 1luz

B - escuro
A barra vertical répresenta DMS5%, para a in-—
teracao luz x temperatura na decomposigao luz

dentro de cada temperatura.
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FIGURA 24

Efeito de temperaturas constantes na germi
nacdo de sementes de D. composita armazena

das por 5 anos.

A - luz

B - escuro

o - 5, 10, 15, 40 e 45°C

o 20°% e 25°% a 30° A 35°%

F5° nao significativo para as temperaturas
o ;

de 20, 25, 30 e 35°C sobluz ouescuro.
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luz e escuro, em temperaturas de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40
e 450C. Nestes experimentos a germinacao foi acompanhada até
o 409 dia. A analise estatistica dos valores alcancados nos
240 e 409 dias, indicou que nao ha diferenca entre luz e escu
ro nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35°C e que ndo ha diferen
ca entre estas temperaturas. Em luz e em escuro, nao ocorre
germinacao das sementes maﬁtidas em temperaturas de 5, 10, 15,
40 e 45°C. as temperaturas de 20 e 35°C retardam o inicio do

processo, que nas demais temperaturas ocorre no 149 dia do ex

perimento.

Os valores angulares da germinégéo maxima atingida
nas varias temperaturas testadas em relacao a luz, estéoreprg
sentadas na figura ~25. A andlise estatistica n3o indicou in
teragao entre luz e temperatura. Portanto verifica-se que nas
temperaturas em que ocorreu germinacdao, isto &, 20, 25, 30 e
350C, as seméntes sao indiferentes a luz. Para as sementesar
mazenadas por 5 anos (4 anos a 25°%C e 1 ano a 4OC) as tempera
turas oOtimas para a germinagéo parecem ser as de 20, 25, 30 e

350C, sob luz e escuro.

Os maximos valores de germinagao em porcentagem es-
t3o entre 10 e 15%. O teste de tetrazdlio indicou viabilida-

de de 15,0 £ 3,2%.

/.
3.  Sementes recém-coletadas

Na figura 262 estao representados os valores angula
res da germinacao em funcao do tempo, obtidos para sementes
mantidas sob luz, em temperaturas de 5,_10; 15, 20, 25, 30, 35,

40 e 45°C. yerifica-se que no 249 dia do experimento sob luz, a



FIGURA

25

Relagao entre temperatura e luz na germi-
nacao maxima de sementes de D. compositaar
mazenadas por 5 anos.

O - luz

B - escuro

Feo nado significativo para a interacao entre

luz e temperatura.
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germinacéo a 25°% & significativamente maior que nas demais
temperaturas.' A 20 e 30% a germinagéo e significativaménte
reduzida em‘relagéo a 350C. No escuro, (Figura 26B), observa
se que as temperaturas de 25°¢ e 35°% promovem agerminag&ode
forma significativa em‘felagéo a 20 e 30°C. Tanto na luz co-
mo no escuro néo ocorre germinagéo a 5, 10, 15, 40 e 45°C. 0
inicio da germinagao a 20°C & retardado para o 189 dia enquan
to que nas demais temperaturas se da aos’10 dias, portanto mais

cedo do que nos casos mencionados anteriormente.

Os maximos valores de germinagéo observados nas di-
ferentes tem?eraturas em relacao a luz, estao representadosna
figura 27. A analise estatistica indica que apenas na tempe
ratura de 25°C a germinagcao na luz & significativamente maior
do que no escuro. Nas temperaturas de 20, 30 e 35°C, as se-
mentes sao indiferentes a luz. Para as sementes recéﬁ-coletg
das a temperatura que possibilita a mixima germinacdo é a de
25°C na luz. No escuro, isto ocorre‘a 25 e 350Cﬂ Na tempera
tura de 25°C sob luz a porcentagem de germinagéo alcancada é

ao redor de 70%. O teste do tetrazolio indicou uma viabilida

de de 96,2 % 7,6%.

Efeito de temperaturas alternadas na germinacao

Nestes experimentos, sementes armazenadas por dife-

rentes periodos foram colocadas para germinar em regime de tem

peraturas alternadas de 5-25, 10-25, 15-25, 20-25, 30-25, 35~

25, 40-25 e 45—25°C, sob luz e escuro.



FIGURA

FIGURA

26

27

Efeito de temperaturas constantes na germi
nacao de sementes de D. Composita recém co

letadas.

A - 1luz

B - escuro

O - 5, 10, 15,40 e 45°C

o 20° e 25°C a 30°C a 35°%

As barras verticais representam DMS

5

0o

Relagao entre temperatura e luz na germina
¢ao maxima de sementes de D. composita re-
cém coletadas. . |

o - luz

@ - escuro

A barra vertical representa DMS para a

5%/

interacao luz x temperatura na decomposi -

¢ao luz dentro de cada temperatura.
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1. Sementes armazenadas por 4 anos

Na figura 28a estéo representados_bs Qaiores“de ger
minagao observados para sementes mantidas nas varias alternég
cias de temperatura'sob luz, e na figura 28B para escuro. Ve
rifica-se que no 509 dia do experimento nao ha diferenca sig-
nificativa entre os valores de germinagéo' no escuro, para as
varias temperaturas testadas. Na luz a germinacdo a 15-25°C,

é significativamente promovida em relacac a de 30-25°C. A 40-

25 e 45-25°C ndo ocorre germinagao.

O inicio do processo € retardado para o 249 dia nas
temperaturas de 5-25 e 10-25°C. No escuro isto também ocorre

para a temperatura de 15-25°C.

Na tabela 11, estao representados os valores de ve
locidade de germinacao para as curvas da figura 28. Observa-
se que os mais altos valores de velocidade séo obtidos na tem
peratura de 26—250C e se aproximam dos verificados para a tem

o
peratura constante de 25°C sob luz e escuro.

Como pode ser visto, sob luz, o valor maximo de ger
minagao ocorre para a températura de 15—250C, que entretanto,
nao €& estatisticamente maior que 20-25°C. 0 fato da velocida
de ser maior a 20—250C, faz com gue os valores maximos sejam

atingidos no 229 dia do experimento, o que indica que a germi

'nacéo a 20-25°C & mais eficiente do que a 15—250C,temperatura

em que a maxima germinacao € atingida ao redor do 429 dia.

Os valores finais de germinacao para todos os regi-

mes de temperaturas  testados sob luz e escuro estao represen-

tados na figura 29. A analise estatisticaAindicou-interacéo



FIGURA

28

Efeito de temperaturas alternadas na germi
nacao de sementes de D. composita armazena

das por 4 anos.

A - 1luz

B - escuro

0 - 40-25 e 45-25°C

o 5-25° @ 10-25°C A 15-25%
A 20-25°C v 30-25% v 35-25°C

As barras verticais representam DMS

.
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TABELA 11 - Efeito devtemperatuﬁxsalternadas na velocidade

de germinacao de sementes de D. composita.

Velocidade de germinacao
Temperaturas (numero de sementes.dia_1)
(" C) luz escuro

5-25 0,4 0,3
10-25 | 0,4 0,2
15-25 0,4 : 0,3
20-25 1,2 0,8
30-25 | 0,3 0,6
35-25 0,4 0,2
25°% 0,8 0,8

r'es



FIGURA 29

‘Relacdo entre temperatura e luz na germinagao

maxima de sementes de D. composita armazena-
daé por 4 anos.

O- luz

g~ escuro
A barra vertical representa DMSS%, para a in-
teragao luz x temperatura na'decomposigéo luz

dentro de cada temperatura.
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entre luz e a temperatura de 15-25"C. Nesta temperatura a.luz .
promove significativamente a germinacdao em relacao ao escuro.
Para sementes armazenadas por 4 anos a maxima germinacao é a-

tingida no menor tempo com as temperaturas de 20-25°C sob luz
2. Sementes armazenadas pbr 5 anos

Na figura 30A.estéo representados os valores angula
res de germinagéd em funcao do tempo para sementes mantidas
sob luz, nas di&ersas temperaturas alternadas-testadas. A é—
nalise estatistica para o 309 dia indica que temperaturas de
30-25 e 20-25°C promovem significativamente a germinagéoemnrg
lagdo a 5-25, 10-25 e 35-25°C. No escuro (Figura 30B) obser-
va-se que a germinagdo a 20-25°C & significativamente igual a
de 30—250C. Na luz e no escuro a germinagéo se estabiliza,
nas temperaturas de 30-25 e 20—250C, no 289 dia do experimen-
to. O inicio é retardado em temperaturas dé 5-25, 10-25 e 15-
250C, na luz, e nas temperaturas de 5-25 e 15—250C,Iu>escuro.
As sementes nao germinam nas temperaturas de 40-25 e 45-25°C

o
sob luz = ou escuro e em temperatura de 10-257C no escuro.

. O0s. valores angulares da germinacao maxima atingida
em luz e‘escuro,para cada regime de temperatura alternada tes

tado, estao representados na figura 31. A analise estatisti

-ca ndo indicou interacdo entre luz e as alternancias testadas.

Verifica-se que para todas as temperaturas as sementes sao in

diferentes a luz.



FIGURA

FIGURA

31

30

Efeito de temperaturas alternadas na germi
nacao de sementes de D. composita armazena
das por 5 anos. |

A -~ luz

B - escuro

o 40-25°C e 45-25°C

o 5-25% e 10-25°C a 15-25°C
a  20-25% v 30-25%C v 35-25°C

As barras verticais representam DMSSQ.

Obs.: Nao houve germinacao a 10—250C no escuro.

Relagao entre temperatura e luz na germihg

cao maxima de sementes de D. composita ar-

mazenadas por 5 anos.

a luz

7] escuro

Fro nao signifiéativo entre luz e escuropa

ra todas as temperaturas.
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Periodos curtos de temperaturas baixas e alta

Estes experimentos foram realizados com o objetivo
de se verificar o efeito de tratamentos a 4OC4por 5 e 10 dias
o - . ~ .

e de 35°C pelos mesmos periodos na germinacao de sementes re-

cem coletadas previamente embebidas.

Na figura 32A estdo representados os valores angula
res»dalgerminagéo, a 25°C sob luz, de sementes que permanece-
ram 10 dias a 4°C ou a 35°C. Observa-se que os valores alcan:

cados no dia 28 nao diferem significativamente do controle

'(250C) (F., nao significativo). No escuro (Figura 32B) a ana
5% -

lise estatistica para o 289 dia nao indicou diferenca signifi
cativa entre o controle e os tratamentos (F50 nao significati
% =

. - 0 . -~ . O
vo}. O inicio da germinacgao das sementes submetidas a 4°C

retardado em relacao aos outros tratamentos (controle e 350CL

Na figura 32 C,D estao representadas as curvas de ger
minagao na luz para sementes mantidas 5 dias a 4°c ou a 35°C.
Verifica-se que nao ha diferenca significativa entre os valo-
res maximos de germinacdo alcancados no 249 dia do experimen-
to (F5% nao significativo): No escuro (Figura 32D) a germina
cao das sementes tratadas também ndo difere significativamen-

te do controle (F59

nao significativo).

Na figura 33 estao representados os valores angula-
res da germinacao final, sob luz e escuro, para sementes tra-
tadas com temperatura alta ou baixa por periodos de 5 e 10 di
as. Verifica-~-se gque as sementes germinam significativamente

mais na luz do gque no escuro, com excecao do tratamento de 10

dias a 4°C. A analise estatistica indicou que ndo houve efei



FIGURA

32

Efeito de um periodo de temperatura baixa (4 °c)

ou alta (350C) na germinacao de sementes de D.

das.

A

B

v

Fgo

composita recém coletadas e previamente embebi

periodo de 10 dias;-germinagéo sob luz.
periodo de 10 dias; germinagéosxﬂ>escufo
periodo de 5 dias, germinagéo sob luz.
periodo de 5 dias; germinagéo sob escuro
controle

4°c

35°%¢

nao significativo para periodos de 5 ou 10

dias a 4OC ou 35°¢.
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FIGURA 33 - Efeito de um periodo-de temperatura baixa (4OC)
ou alta (350C) na germinac¢ao maxima de sementes
de D. composita recém coletadas e préviamente
embebidas. |
o luz
|24 escuro

As barras verticais representam DMS5

oP

a - 259%

B - 5 dias a 35°C
C - 5 dias a 4OC
D - 10 dias a 4°c

E - 10 dias a 350C
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to das temperaturas alta e baixa e nem do periodo de aplicacao

das mesmas. Nao houve também interacdo significativa entrees

L3

:tes'fatores.

Na tabela 12 estao representados os valores de velo
cidade de germinacao para luz e escuro. No caso dos tratamen
tos por 10 dias, verifica-se que a germinacao do controle e do
tratamento com 35°C é gquase duas vezes mais rapida na luz do
que ho escuro. A baixa temperatura retarda o inicio da germi
nacao mas aumenta sua velocidade. Para os tratamentos por 5
dias a velocidade de germinacao também & maior na luz do que

no escuro.

Efeito do armazenamento

Com os dados dos experimentos realizados nas secgoes
anteriores, foi possivel construir as figuras mostradas a se-
guir, qué possibilitahuma visao comparativa mais clara de co-
mo o periodo de armazenamento afetou a germinacido das semén—
tes sob luz e escuro, em temperaturas constantes de 20, 25,30

e 35°C e alternadas de 20-25, 30-25 e 35-25°C.
1. Temperaturas constantes

Na figura 34A esta representada a germinacao a 250C.
sob luz de sementes armazenadas por periodos diferentes. Ve-
rifica-se que para sementes armazenadas por 4 e 5 anos a ger-
minagao estabilizé ao redor do 24¢ dia do experimento. No ca
so das sementes recém coletadas a germinacao estabiliza-se ao

redor do 449 dia do experimento em valores maiores que os al-
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TABELA 12 - Velocidade de germinacao de sementes de D. com-
posita recém coletadas, previamente embebidas e
submetidas a periodos de temperatura baixa (4°C)-
ou alta (35°C).
Velocidade de germinagao
. . =1
Tratamentos (n? de sementes germinadas.dia ')
luz escuro
25°¢ 1,4 0,8
10 dias a 4°c 2,6 2,2
10 dias a 35°% 1,2 0,6
25°C 2,0 1,2
5 dias 4% | 2,4 1,4
5 dias a 35°C 2,2 1,3




FIGURA 34 - Efeito de periodos de armazenamento na germina

gdo de sementes de D. composita a 25°C.

A -~ luz
B - escuro
v - armazenamento por 4 anos

~ armazenamento por 5 anos
A _ sementes recém coletadas

As barras verticais representam DMS5

oe
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cancados nos outros casos. A analise de variancia para o 489
dia, indiqa que os armazenamentos (iguais entre si) reduzem signi
ficativamente a'germinagéo a 25°C na luz em relacdao as semen-
tes fecém coletadas. No escuro (Figura 34B) verifica-se que
nao ha diferenga significativa entre os valores angulares da
germinacao . .de sementes recém coletadas e armazenadas, no 48¢
dia do experimento. A germinagéo das sementes armazenadas e§
tabiiizafse ao redor do 289 dia. Em luz e escurozigerminagéo
inicia-se entre os dias 12 e 14 independendo do tipo de arma-
zenamento. Como pode ser visto o armazenamento torna as se-

mentes, gque quando recém colhidas sao fotoblasticas positivas,

indiferentes a luz.

As velocidades de germinagao sob luz, para as semen-

tes armazenadas por 4 anos e recém coletadas, foram de 0,8 e

de 0,6 sementes.dia” |

as sementes recém coletadas, embora a germinac¢ao final seja

, respectivamente, o que indica que para

mais alta, sua velocidade & menor.

Na figura 35A estd representada a germinacao de se-
mentes mantidas a 20°C sob luz. A anilise estatistica para o
249 dia do experimento indica que as sementes armazenadas por
4 anos e as fecém coletadas germinam significativamente me-
lhor do que as armazenadas por 5 anos. No escuro, (Figura 35)
nao ha diferenga significativa entre oé dados de germinacao do
dia 24. Para todos os tipos de armazenamento a germinacao i-

nicia-se na luz e no escuro, ao redor do dia 18.

Os resultados da germinacao a 30°C na luz sdo mos-

trados na figura 35 C. As sementes armazenadas



FIGURA 35 - Efeito de periodos de armazenamento na germina
cao de sementes de D. composita nas temperatu-

ras de 20, 30 e 35°C.

A - ZOOC, sob luz

B - ZOOC, sob escuro

cC - 3OOC, sob 1luz

D - 306C, sob escuro

E -~ 350C, sob 1luz

F - 350C, sob escuro

v - armazéhamento por 4 anos

~ armazenamento por 5 anos

A . sementes recém coletadas

5%°

FS9 nao significativo para as temperaturas de
<

As barras verticais representam DMS

20 e 3OOC sob escuro.
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por 4 anos, germinaram significativamente melhor do que as de
5 anos. No escuro (Figura 35D)_n§o ha diferenca entre os pe-
riodos de armazenamento testados. Em luz e no escuro a ger-
minagao inicia-~se no jOQ dia para sementes recém coletadas e

armazenadas por 4 anos e no 149 dia, para sementes armazenadas

por 5 anos.

Na figura 35E, estéo representadbs os valores angu-
lares da germinagao de sementes a 35°C em luz e na figura 35F
para escuro. A analise estatistica para o 249 dia indica que
as sementes recém coletadas germinam significativamente melhor
do que as armazenadas. A 35°Cvem luz e no escuro 'a germina-
cao das sementes armazenadas por 5 anos jnicia-se apenas no

209 dia do experimento.

A germinacao maxima alcancada sob luz e escuro, pa-
ra cada temperatura testada, esta representada na figura 36.
Verifica-se que a 2OOC_ as sementes recém coletadas e as arma
zenadas por 4 anos germinam significativamente melhor na luz
do que no escurb, enquanto que as armazenadas por 5 anos, sao
indiferentes. A 259C as sementesvrecém coletadas, germinam
significativamente mais na luz do gue no escuro, enquanto que
as armazenadas sao indiferentes. Nas temperaturas de 30°C e
35°C nao ha diferenca significativa entre a germinacao em luz

e escuro, tanto para as sementes recém coletadas como para as

‘armazenadas por 4 e 5 anos.

2. Temperaturas alternadas

Na figura 37A estdao representadas as curvas de ger-

minacao a 20—25°C de semente§ armazenadas por 4 e 5 anos e man



FIGURA 36 - Efeito do armazenamento na germinagéo maxima de

sementes de D. Composita mantida a 20, 25, 30e

35°G sob luz e escuro.

A - armazenamento por 4 anbs
B - armazenamento por 5 anos
C - sementes recém coletadas
0 - 1luz

m - escuro

As barras verticais indicam DMSS%.
Feo nao significativo”éntre luz e escuro

nas temperaturas de 30 e 350C,para os 3 perio-
dos de armazenamento; na temperacura de 25°%

para armazenamento por 4 e 5 énos e de 20°C pa

ra armazenamento por 5 anos..

1 0000000000000 000000000000000000000000000 0 ¢
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tidas sob luz. Observa-se que a germinagéo é significativa;
mente promovi&a no CaSO das sementes armazenadas por 4 anos.
No escuro (Figura 37B) a analise de variancia indicou dife-
renga significativa entre os valores de germinacao alcancados
em ambos os casos. Em temperatura de 30-25°C na luz (Figura
37C) observa-se que nao hé‘diferenga significativa entre os va
lores de germinacgao do dia 24, (F5% néo significativo), para
sementes armazenadas por 4 e 5 anos. No escuro, contudo, (Fi
gura 37D) a germinacao das sementes armazenadas por 4 anos &
significativamente promovida em relacao a observada para se-
mentes de 5 anos. Na Figura 37E estéo representados os valo-
res angulares de germinagéb observados para a temperatura de
35-25°C em luz. Verifica-se que a germinacao € significativa
mente maior no caso das sementes armazenadas por 4 anos. No
escuro (Figura 37F) a germinacdo das sementes armazenadas por
5 anos & sighificativamente reduzida em relacao a das semen-

tes armazenadas por 4 anos.

Como foi visto na figura 29 no caso de armazena-
mento por 4 anos, apenas na temperatura de 15-25°C a germina-
cao é significativamente promovida ﬁa luz. Nas demais tempe-
raturas as sementes sdao indiferentes.  Também na figura3l po
ae ser visto que as sementes armazenadas por 5 anos sao indi-
ferentes a luz em todas as temperaturas'alternadas testadas.
A analise estatistica nao indicou efeito de luz ou qualquer in

teracao entre armazenamento e os demais fatores.
‘3. Periodos curtos de armazenamento

Sementes armazenadas por 1, 2, 3, 5, 8, 9, 10 ¢ 11



FIGURA 37

Efeito de periodos de armazenamento na germina

cdo de sementes de D. composita nas temperatu

ras de 20-25°C, 30-35°C e 35-25°C.

A

B

As

Fg

25°

o0

- 20-25°%, sob
- 20-25°C, sob
- 30—250C, sob
~ 30-25°C, sob
- 35-25°C, sob

- 35-25°C, sob

luz

escuro

luz

escuro

luz

escuro

- . armazenamento por 4 anos

- armazenamento por 5 anos

barras verticais representam DMSg, .
o

nao significativo'para temperatura de 30-

C sob luz.



-0l
-102

2l

e 02 9l

svia

/ﬁ

8
T

vZ 02 9
ir‘/



00000 0000000000 06000 090 0

GERMINACAO (VALOR ANGULAR)

—_ - N o D
8 O 8 g (] Q Q o
1 NS T T 1 T “T ] 1
m N (@) \L >
o« ~
o o
- n
] o
> N g %
e} b —_— m
N (7]
s S
>
= N (7
} o (o] Q o
1 L T T 1 T T i bt
i h ] . oy

8
4]

4]
ll/[l

| B B

vZ 02 9i

v 02 9

66



100

o .
meses a 25°C foram postas para germinar sob luz e escuro.

Na figura 38A estao representadas as curvas de ger-

minacao sob luz. A andlise estatistica para o dia 24 indica

que os valores de germinacao, apdos 3 meses de armazenamento,

sao significativamente maiores em relacio aos obtidos com se—
mentes armazenadas por 1 e 2 meses. Para o 529 dia do experi
mento verifica-se entretanto, que ndo ha diferenca significa-

tiva entre os valores finais de germinacao alcancados pelas se

mentes armazenadas por 1, 2, 3, 5, 8,.9, 10 e 11 meses.

No escuro (Figura 38B) observa-se que no 249 dia as
sementes armazenadas por 1 més germinam significativamente me
nos do_éue as demais. Neste caso, nao foi realizado experi-
mento para sementes com dois meses. No 529 dia do e#perimen—
to, a analise estafistica indica que as sementes armazenadas

por 1, 3 e 8 meses apreséntam taxas de germinacao significati

vamente menores do gue as armazenadas por 9 e 11 meses.

Na tabela 13 estao representados os valores de velo
cidade de germinacdao. As sementes armazenadas por periocdosde
8 meses ou superiores germinam sob luz mais rapidamente do que
as armazenadas por peribdos de 1-3 meses, estabilizando a ger
minacdo em 20 dias, enquanto que no caso das Gltimas, isto o-
corre a partir do 329 dia do expefimento. No escuro a veloci

dade de germinacao aumenta a partir do 99 mes.

Na figura 39 estao representados os vélores angula-
res da germinacao maxima alcancada em luz e escuro para cada
periodo de armazenamento. Observa-se que em todos os perio-
dos analisados a germinagido & significativamente maior na luz

do que no escuro, com excecao das sementes armazenadas por 9



FIGURA 38

Efeito de periodos de armazenamento de 1 a 11

meses na germinagao de sementes de D. composi-

ta.

A - 1luz

B - escuro

o lAmes A 2 meées g 3 meses
v 5 meses ® 8 meses A 9 meses

Vv 10 meses B 11 meses

Barras verticais representam'DMSSO.
i . s
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TABELA 13 - Velocidade de germinacao de sementes de D. com-

posita armazenadas por periodos de 1 a 11 meses.

Periodos de armazenamento

Velocidade de germinacao

(n® de sementes. dia

h

(meses) luz escuro
1 0,6 0,4
2 0,9 -
3 0,9 0,4
5 1,4 0,8
8 2,2 0,6
9. 2,1 2,2
10 2,0 1,3
11 2,3 2,2




FIGURA 39

Efeito de periodos de armazenamento de 1 a

meses rna germinagao maxima de sementes de

cdomposita.

A - armazenamento
B - armazenamento
C - armazenamento
D -~ armazenamento
E - armazenamento
F - armazenamento
G -  armazenamento
o - luz

@ - escurc

As

Foo

barras verticais representam DMS5

por
por
por
por
por
por

por

9

mes

meses

meses

meses

meses

10 meses

11 meses

oo

armazenamento por 9 e 11 meses.

11

D.

nao significativo entre luz e escuro para
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e 11 meses, em que nao ha diferenca significativa entre os va

lores de germinacao sob luz e escuro.

E bom lembrar que seméntes armazenadas por 4 e 5 a-

nos sdo indiferentes a luz a 25°C.
4. Tipo de armazenamento.

Nestes experimentos as sementes foram armazenadas
por 9 meses em frasco de vidro a 4OC, em saco de plasticoe em
saco de papel a 259C. Na figura 402 e B, eStéo representados
os valores angulares da germinacao sob luz e escuro respecti-
vamente. A analise estatistica para o 249 dia do experimento
indica que sementes armazenadas a 4OC, apresentam germinacao
significativamente menor do que aquelas armazenadas em tempe-
ratura de ZSOC. Nao ha diferenga a 250C; entre o armazenamen

to em saco de papel e de plastico.

Os valores angulares da germinacao maxima sob luz e
escuro estao representados na figura 41. Observa-se que em
todas as condigcOes de armazenamento as sementes germinam sig-

nificativamente mais na luz do que no escuro.

O teste de tetrazdolio realizado apos 9 meses indi-

cou que a porcentagem de sementes viaveis, no caso do armaze-
(@] -

namento em saco de papel a 25°C, esta ao redor de 90% e nos de

mais tipos de armazenamento, ao redor de 60%.

Em um experimento com sementes dos trés tipos de ar
mazenamento a porcentagem de germinagao foi verificada e as se
mentes que nao germinaram foram separadas em dois grupos: se

mentes contaminadas e nido contaminadas por fungo. Estas ulti



FIGURA 40 . - Efeito do tipo de armazenamento na germi-

nacao de D. composita.

A - luz

B - escuro

A - saco pléstico a 25°C

0 - frasco de vidro a 4°C
vV -~ saco de papel a 25°%¢

As barras verticais representam DMS59.

FIGURA 41 - Efeito do tipo de armazenamento na germina

cdo raxima de sementes de D. composita.

A - saco de papel a 25°%¢

B - saco de plastico a 25°¢
C - fraéco de vidro a 4°c

o - 1luz

@ - escuro

As barras verticais representam DMS

5%°
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mas foram submetidas ao teste de tetrazdlio e separadas em vi
aveis e nao viaveis. Assim, o numero total de sementes com-
preendia sementes germinadas e nao germinadas (contaminadas

por fungos viaveis e nao viaveis).

Na tabela 14 estdo expressas, para cada tipo de arma
zenamento,~as porcentagens de sementes germinadas e nao germi
nadas. E possivel verificar que a porcentagem de sementes fun
gadas variou em torno de 20%. Entre as sementes nao contami-
nadas a porcentagem maior de sementes nio vidveis ocorreu no
tratamento em que o armazenamento foi realizado em vidro a
4OC. A soma das porcentagens de sementes germinadas e das se
mentes viaveis nao germinadas, para cada caso, aproxima-se dos
valores obtidos pelo teste do tetrazdolio. No caso das semen-
tes armazenadas em temperatura de 25°C em saco de plastico, a
porcentagem de sementes viaveis indicada pelo teste de tetra-
z0lio esta ébéixo da obtida quando se soma a porcentagem i: de
germinacdo verificada com a porcentagem de sementes viaveis

nao germinadas.

Efeito de reguladores de crescimento CEPA, AgNO3 e AVG

Estes experimentos foram realizados com o objetivo de

verificar o efeito de GA 6-BA, CEPA, AgNO, e AVG na germina

3/ 3

gao, a 25°C sob luz e escuro, de sementes recém coletadas.

Nos experimentos preliminares (Figuras 42, 43 e 44)

foram usadas 3 repetigdes com 10 sementes. Foram inicialmen-

1), de 6-BA (25 e

1

te testadas solugodes de GAj (180 e 360 mg.1l"

), de AgNO

50mg.17 '), de CEPA (0,75, 1,5, 3, 6 e 24 pl.1” 3



107
TABELA 14. - Porcentagem de sementes de D. composita germina-
das e nao germinadas ((a) contaminadas, (b) via-

veis, (¢) nao viaveis) apos
', P

diferentes tipos de ar

mazenamento.
Tipo de armazenamento Sementes germinadas Sementes nao germinadas
a b c
. o
vidro 4°C 56 19 6 19
saco de papel 25°C 73 22 5 0
saco plastico 25°%¢ 67 17 8 8
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(62,5, 125, 250 e 500 mg.1" ') e de AVG (20 mM).

Na figura 42A esta representada a germinacao sob luz
para sementes tratadas com os varios compostos. Verifica-se
que o CEPA inibe significativamente a germinacao em relacao ao
controle e aos demais tratamentos. No escuro (Figura 42B) nao
houve germinacao no caso das sementes tratadas com CEPA e no
controle. A analise estatistica ndo indicou diferenca signi-

1

ficativa em relacao aos tratamentos com GA, e 6-BA a 50 mg.l .

1

3

O tratamento com 6--BA a 25 mg.l & estatisticamente diferen- -

te do tratamento com GA3.

Os resultados dos testes de germinacgao realizados
com CEPA nas varias concentracoes na luz, sao mostrados na fi
gura 43A. Observa-se que houve germinacdo no caso das semen-

tes tratadas com CEPA 0,75, 1,5 e 3}L1.1—1

, mas ela foi signifi
cativamente menor do que a observada no controle. Nc escuro
(Figura 43B) o controle nao germinou e as sementes germinaram
com CEPA a 3}&1.1—1. Parece dque CEPA inibe a germinacao em
luz. Na figura .44A estao representados os valores angulares
de germinacao na luz para as sementes tratadas com solugoes de

AgNO., em varias concentracdes. A analise estatistica nao in-

3
dicou diferenga significativa entre os valores de germinacao
atingidos pelo controle e pelos demais tratamentos. No escu-
ro (Figura 44 B) houve germinacao apenas na concentracao de
62,5 mg.l"1 e esta nao diferiu significativamente do controle.
Na figura 45A e B estao representados os vaiores angulares da
germinacao em luz e escuro obtida para sementes tratadas com
solucao de AVG 20 mM. Neste caso foram utilizadas 3 repeti-
¢cdes com 25 sementes. Verifica-se que a germinagao €& signifi

cativamente reduzida em relacdo ao controle de agua.



FIGURA 42 -~ Efeito de‘reguladores de crescimento e CEPA na

germinacao de sementes de D. Composita.

A - Juz

B -~ escuro

vV - controle

O - CEPA 24 }11.1"'1
® - CEPA 6 pl.17"
A - GA5 360 mg.l—1
4 - GA; 180 mg.l_1‘
0 - 6-BA 50 mg.lf1
© - 6-BA 25 mg.l7|

% - Controle, CEPA 24 e'6‘p1.1‘1,

As barras verticais representam DMSSO.
3
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FIGURA 43 -~ Efeito de CEPA na germinacao de sementes de D.
composita. -
A =~ luz
B - escuro
® - controle
© - CEPA 0,75 pl.17"
A - CEPA 1,5 );1.1"1
v - CEPA 3 ),\1.1_1

-~ CEPA 6 le.l“1

% - Controle e CEPA 0,75, 1,5, 6,0 nl.17

A barra vertical representa DMSSQ.

F nao significativo para escuro.
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FIGURA 44

- Efeito de AgNO3 na germinacgao de sementes de D.

cgomposita.

A - Luz

B - escuro

® - controle

v - AgNO3 62,5 mg.l_1

A - AgNO, 125 mg.l

o - AgNO3 250 mg.l

o - Agka3 500 mg.l

B - AgNO, 125, 250 e 500 mg.l”

F55 nao sianificativo para luz e escuro
S

(controle e AgNO, 62,5 mg.l"1).

3
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"FIGURA 45 - Efeito de AVG na Qerminagéo de sementes de D.
compdsita. |
A - 1luz
B - escuro
- contrqle_'
A - AVG 20 mM

As barras verticais representam DMS5 .
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Diante desses resultados decidiu-~se fazer outros ex-

1 -1

perimentos com solucdes de AgNO3 62;5 mg.l” ', CEPA 6/Ll.l ’

GA, 180 mg.]._'1 e testar AVG 10 mM.

Na figura 46A e B estao representados os resultados
dos experimentos em que as sementes, sob luz e escuro, foram
tratadas com GA3, CEPA e AgNO3. Verifica~se gque no 249 dia o-

CEPA reduz significativamente a germinacao em relagao ao con-

trole e aos demais tratamentos. Nao ha diferenca significati

va entre a germinagéo das sementes tratadas com AgNO3, GA3 e
o0 controle. '
Na figura 47, estao representados os valores angula

res da germinacao maxima verificada para luz e escuro, paraca
da tratamento. Observa-se gue no controle e nos tratamentos
com GR; e AgNO,

vamente maior na luz do que no escuro. No tratamento com CFPA,

as sementes apresentam germinacao significati

entretanto, nao ha diferenca significativa entre os valores de

germinagao em luz e no escuro.

Na figura 48A estao representados os resultados de um

~experimento em que as sementes foram tratadas com AgNO35362,5

mg.l—1, em seguida transferidas com CEPA a 6/»:.1.1"1 e coloca-
das para germinar sob luz. Verifica-se que as sementes trata

das com AgNO, e entao transferidas para CEPA nao germinaram,

3
enquanto que a germinagao,no 249 dia, das sementes tratadas a
penas com CEPA, foi significativamente menor do que a observa-
da para o controle e para as sementes tratadas apecnas com

AgNO No escuro (Figura 48B), as sementes tratadas com CEPA

3*



FIGURA 46

FIGURA 47

Efeito de GA CEPA, AgNO, na germinacaode

3! 3

sementes de D. composita.

A - luz

B - .escuro

0 - controle

v - GA, 180 mg.l—1

A _ ‘aAgNO, 62,5 mg.17|

3

CEPA 6 )L1.1"1'

a
1

As barras verticais representam DMS5

]

Efeito de GA,, CEPA e AgNO,; na germinagao

3!

madxima de sementes de D. Composita.

A - controle
B - GA; 180 mgA.l"1
c - AgNO3 .62,5 mgflé1
D - CEPA 6 1.171
g - luz
m - escuro

As barras verticais representam DMSSQ.
o

F59 nao significativo entre luz e escuro pa
o, <

ra o tratamento com CEPA 6}#1.1—1.
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FIGURA 48 - Efeito de CEPA, AgNO, e CEPA + AgNO, na

germinacao de sementes de D. composita.

A - luz

B - escuro

O - controle

v - AgNO; 62,5 mg.l"1

O - CEPA 6 gl.17!

A - AgNO, 62,5 mg.1" '+ CEPA 6 p1.17"

As barras verticais representam DMS 5%.
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nao germinaram e as tratadas com AgNO3 e CEPA germinaram sig-
nificativamente menos do que o controle e do que as tratadas
apenas com AgNO;. Na figura 49, est3o representadas as cur-

vas de germinag¢ao, na luz, para sementes tratadas com AgNO3,

CEPA e para sementes que foram tratadas com AgNO., ou CEPA e no

3

49 dia do experimento transferidas, respectivamente, para pla-
cas de Petri com CEPA e AgNO3. Verifica-se que as sementes do

controle e as tratadas com AgNO, ou com AgNO3e CEPA, germina-

3

ram significativamente mais do que as tratadas com CEPA ou

com CEPA e AgNO resultado que nao esta de acordo com oda fi

3»!
gura 48. Para todos os tratamentos, exceto com CEPA, a ger-

minag¢ao iniciou-se no 8¢9 dia.

Na figura 50A estao representados os valores de ger-

minacido sob luz para sementes tratadas com AVG 10 e 20 mM. Ve

rifica-se que o AVG 20 mM inibe significativamente a germina-

géo no 24¢ dia em.relagéo ao controle e ao AVG 10 mM, gue al-
cahgam valoreé estatisticamente iguais. No escuro (Figura 50
B), o AVG 20 mM inibe significativamente a germinacao em rela
cao ao AVG 10 mM e ao controle.A germinacao com AVG A 20mM tam-
bém é significativamente ménor do que a verificada no contro-

le.

Na figura 51, estdo expressos os valores da  maxima

germinacao, sob luz e escuro, verificada para sementes trata-

" das ou ndo com AVG 10 e 20 mM. Observa-se gue no controle as

sementes sao indiferentes a luz, assim como no caso do trata-
mento com AVG 20 mM. A germinacdo com AVG 10 mM é significa-

tivamente maior na luz do que no escuro.



FIGURA 49 - Efeito de CEPA, AgNO CEPA + AgNO e

37 3
AgNO3 + CEPA na germinacao de sementes de

D. composita sob luz.

O -~ Ccontrole

o - AgNO; 62,5 mq.l‘1 + CEPA é 1.17"
- AgNO, 62,5 mg.l"1
- CEPA 6 pl.17

A _ CEPA 6 ‘}Al.l‘1 + AgNO, 62,5 mg.l‘1

A barra vertical representa DMS

5

oo
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FIGURA

FIGURA

- 50

51

Efeito de AVG na germinacao de sementes de

D. comEosita.

A - luz

B - escuro

O - controle
A - AVG 10 mM
v - AVG 20 mM

As barras verticais representam DMS5

oo

Efeito de AVG na germinacao maxima de se-

mentes de D. composita.

A - controle
B - AVG 10 mM
C - AVG 20 mM
o - luz

m - escuro

A barra vertical representa DMS5

Fro nao significativo entre luz e escuro
54

oo

para o controle e o tratamento com AVG

20 mM. -
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Enraizamento

Nesta parte do trabalho sao apresentados resultados
dos experimentos individuais para se ter uma idéia da variacgao

encontrada.
Efeito da aplicacao de IBA.

Nos experimentos a seguir, IBA foi utilizado em di-

ferentes concentracgoes.

Na tabela 15, estao representadas as porcentagens ma
ximés de estacas enraizadas, para 5 experimentos, em fungao
das concentragéeé de IBA variando de 2,5 a 20 mg.g—1. Obser-
va-se que as taxas de enraizamento verificadas para concentra
gées de IBA de 5 mg.g—! e abaixo séo,em geral, menores que
50% e que IBA 20 mg.g_1 inibe a formacao de raizes. 2ssim, a
concentracgao de 10 mg.g_1 parece ser a mais efetiva entre as

testadas, promovendo enraizamento em mais que. 60% das estacas.

Assim, nos outros experimentos foi utilizada a concentracao de

1

10 mg.g~ . Nunca houve enraizamento no controle.

Na tabela 16, éstao fepresentadas as porcentagens de
enrai%amento de estacas tratédés.com IBA 10 mg.g_1 ém 10 expe
rimentos realizados. Em todos os experiméhtos 0 enraizamento
no coﬁtrole foi nulo. Obsérva—se que o IBA, apesar da varia
cao verificada, promove o enraizamento das estacas. Em ape-

.

nas dois experimentos a porcentagem de estacas enraizadas foi

inferior a 40%.
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TABELA 15 - Enraizamento de estacas de D. composita tratadas
com varias concentracdes de IBA.

Porcentagem de estacas enraizadas em cinco expe-

rimentos.

IBA ’ Experimentos
(mg:g ) 1 2 3 4 5
2,5 8 | - 33 0 30
5,0 14 | 46 25 33 | 50
10,0 63 | 83 | 75 | 16 | 100
20,0 8 | o0 | 16 0 90

—~ : nao realizado.
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TABELA 16 - Enraizamento deé estacas de D. composita trata-
das com IBA.

Porcentagem de estacas com raizes em 10 experi-

mentos no periodo de 40-49 dias.

i Experimentos % de enraizamento
1 : 43
2 75
3 91
4 75
5 91
6 . 8
Y. 7 8
| 8 100 -
9 | 100
10 - 40
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J O IBA induz o enraizamento através da formagdo pré-
via de calos. Na Tabela 17 estao as porcentagens de estacas
'tratadas com IBA que formaram calos. Observa-se que em‘lé de
les a formagao dos calos ocorre entre 10-19 dias e as maiores
porcentagens de esﬁacas com calos sao verificadas, de modo -
geral, entre 20-29 dias. Em 5 experimentos a porcentagem de.
estacas com calos foi menor que 70%. A diminuigcdo do niimero
de estacas com calos com o decorrer do tempo & devida ao pog.
terior enraizamento. As estacas ndo tratadaé (controle) nao
enraiéaram. Nas tabelas a segqguir, em alguns casos, a porcen-
tagem observada de estacas com calés nao coincide com a por

centagem maxima de enraizamento pois nem todas as estacas ha

viam formado calos no periodo da contagem (20-29 dias).

Na tabela 18 estao representadas as porcentagens de

estacas tfatadas com IBA enraizadas durante o decorrer de 10

experimentos realizados. vEm nenhum dos experimentos ocorreu

enraizamento daé estacas nos priméiros 20 dias, mas entre 30-
/ . .

39 dias todos os experimentos apresentaram estacas enraizadas.

As porcentagens maximas de enraizamento sao atingidas, para a

maioria dos experimentos, apos 40 dias. BN

‘Na tabela 19 estéo representadas as porcentagens oOb
servadas de estacas que formaram calos, acompanhadas dos perio-
dos em que isto foi detectado, e as porcentagens maximas de es
tacas enraizadas. E apreéentada também é pbrcentageméb senes—

\
céncia. Apenas nos experimentos 5, 6 e 11, houve senescéncia
de esgacas antes do periodo 20-29 dias o que indica que nestes
casos foram eliminadas estacas que nao formaram calos. De mgb
do geral, durante o periodo em gque o maior'nﬁmefo possivel de
estacas com calos foi detectado, ndo houve senescéncia, mas

com o decorrer do tempo este processo se estabeleceu, eliminan

do estacas que ia& haviam formado calos. TIsto contribui para
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TABELA 17 - Formagéo de calos em estacas de g; comgosita tra
tadas com IBA.
Porcentagem de estacas com calos em 15<§qerhmmtbs.
Periodos (dias)
Experimentos 0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
- de estacas com calos
1 14 78 - 28 28 21
2 0 33 - i6 0 0
3 0 50 83 58 33 8
4 0 50 75 15 66 50
5 0 70 70 80 0 0
6 0 0 20 20 0 0
, 7 0 60 90 0 0 0
/ 8 0 60 80 70 10 0
9 0 60 100 80 10 0
10 0 60 80 70 20 10~
11 63 81 18 20 0 0
12 0 0 -0 25 41 25
13 0 58 50 33 8 0
'14 16 58 75 75 66 50
15" 0 0 10 20 30 -
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Enraizamento de estacasde D. composita tratadas

com IBA.

Porcentagem de estacas com raizes em dez experi

mentos.
| Periodo (dias)
Experimentos 20-29 30-39 . 40-49 50-59
de estacas enraizadas
1 0 28 28 36
2 0 45 75 73
'3. 58 83 91 83
4 0 50 75 75
5 16 75 75 91
6 0° 8 8 8
7 0 8 8 8
8 30 80 100 100
9 10 40 100. 100
10 0 20 30 _ 40

Obs.: periodo de

\

a zZexo.

0-19, porcentagem de estacas enraizadas igual
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TABELA 19 -~ Porcentagens de formagao de calos, enraizamento
e senescéncia de estacas de D. composita trata
das com IBA.

Dados de onze experimentos '

% de estacas

Experimentos | .calos * enraizamento senescencia
1 | 78 (10-19) 43 43
2 81 (10-19) 13 27
3 41 (40-49) 16 50
4 | 83 (20-29) 75 16
5 58 (10-19) 91 - 8
6 | 75 (20-29) 8 33
7 75 (20-29) 8 41
/8 1 80 (30-39) 100 0
9 90 (20-29) . 100 ‘ 0
10 80 (20-29). 30 50
11 80 (20-29) 40 50

Obs.: os nimeros entre parénteses representam o periodo de dbservagao
" (dias)

*: ver pagina 122, primeiro paragrafo.
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diminuir a eficiéncia de transformacao de estacas comcalos em
estacas enraizadas. Assim por exemplo no experimento 10, 80%

das estacas tratadas com IBA formaram calos mas apenas 30% des

tas formaram raizes. Como houve 50% de senescéncia, as de-

‘"mais estacas senesceram oOu permaneceram vivas com calos sem

formarem raizes. Desta forma, os maiores valores de senescén
cia parecem estar associados as baixas taxas de transformacdo
de estacas com calos em enraizadas e vice-versa. Assim, a se
nesééncia parece ser um fator que impedé qﬁe todas as estacas

que formam calos, enraizem.

Nos experimentos 6 e 7, entretanto, houve formagao
de calos em 75% das estacas tratadas no periodo 20-29 dias.
Como a porcentagem de senescéncia nao foi féo alta, subenten-
de-se que as estacas com calos permaneceram vivas. Neste ca-
so entao parece que a»baixa taxa de enraizamento nao estaria
relacionada a acentuada senescéncia.

/

/

Efeito da aplicacao de IBA com 6-BA

Como ja foi dito, parece que a senescencia das estacas

e um fator que limita a transformacao de estacas com ca-

los em enraizadas. Por esta razao decidiu-se verificar o efei

to de 6BA, na concentracao de 22,5 mg.l_i, na senescéncia.

A\ Na tabela 20 estao representadas as porcentagens de
senescéncia de estacas que nao foram tratadas com IBA oué}BA
em 15 experimentos realizados. Verifica-se que a senesceéncia
inicia-se entre 10-19 dias e no periodo de 40-59 dias mais da
metade dos experimentos apresentam taxa de senescéncia maior

que 70%. Baixas taxas de senescéncia sao observadas no expe-
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TABELA 20 - Senescéncia de estacas de D. composita nao trata
das com IBA ou 6-BA.

Porcentagem de senescéncia em 15 experimentos.

Periodos (dias)

Experimentos 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
' % de senescéncia '
N | 0 0 40 40 46
2 0 0 27 75 75
3 0 30 38 B 84
4 8 - 50 83 100
5 ‘41_*' 41 - 83 100 100
6 0 8 83 83 100
7 0 8 100 100 100
8 0 0 0 0 0
L9 0 8 8 8 8
R 0 o0 o 10 | 10
11 ' 0 60 100 100 100
12 10 10 10 10 10
13 | 0 0 0 0 0
14 1 o 0 20 30 30
15 | 0 60 80 100 100

\
\

-~ : nao observado

Obs.: 0-9: % de senescéncia igual a zero.
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rimentos 8, 9, 10, 12 e 13, mesmo depois de dois meses do ini

cio do experimento.

Na tabela 21) estao representadas‘as porcentagens de.
senescéncia de estacas que receberam pulverizagoes de 6-BA em
dias alternados. Nos primeirosnove dias néo ocorreu senescén
cia. No periodo 20-29 dias apenas 4 dos experimentos apresen
tam estacas senescentes. No periodo 40-59 dias a éenescéncia
€ maior que 70% em apenas dois dos exﬁerimentos e %éo ultra-
pass; 58% nos demais. Portanto, 6-BA retarda a senescéncizldas
estacas . ja- que 40-59 dias, no controle (Tabela 20) as estacas
de pelo menos metade dos experimentos realizados haviam senes
cido compietamente. No tratamento com 6-BA no mesmo periodo,
apenas dois éxperimentos apresenﬁam taxa de senescéncia maior
que 50%. E importante ressaltar que o IBA, pela inducao do en
raizamento também parece ter efeiﬁo no retardamento da senes-
céncia. Na tabela 22,'estéo representadas as porcentagens de
séhescéncia de estécas tratadas‘apenas com IBA para 15 experi

mentos. A senescéncia inicia-se entre 10-19 dias. No perio-

do 20-29 dias apenas 5 experimentos apresentam estacas senes-

cendo. No periodo 40-59 dias a maioria dos experimentos apre

sentam senescéncia, mas em apenas dois deles ela € maior que

70%; isto indica que o IBA retarda a senescéncia em relagao

ao -controle.

A Nos experimentos a seguir, 6-BA foi aplicado em dias
alternados. _Os resultados da aplicagéb conjunta de IBA e 6-BA
podem ser observados na tabela 23. A senescéncia inicia-se a
poés nove dias. Verifica-se que entre 40-59 dias apenas dois

experimentos apresentam mais que 50% de estacas senescendo.

'Nos demais experimentos a porcentagem de senescencia € de no
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TABELA 21 - Senescéncia de estacas de D. composita tratadas
com 6-BA.
Porcentagem de senescéncia em quatorze ekperi—
mentos.
. Periodos (dias)
Experimentos 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
% de senescéncia
1 0 0 0 7 7
2 0 0 0 0 25
3 0 0 8 33 83
| 4 0 0 25 58 91
5 0 0 o 0 0
/6 0 0 0 8 8
7 0 0 0 0 0
8 0 0 0 0 0
9 0 0 0 10 10
10 0 50 50 50 50
11 0 50 . 50 50 50
12 0 10 20 20 20
13\ 20 40 50 ’ 50 50
14 0 0 10 10 10

Obs.: periodo de

0-9:

% de senescéncia igual a 0.
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TABELA 22 - Senescéncia de estacas de Q. composita tratadas
apenas com IBA.

Porcentagem de senescéncia em dezesseis experi-

mentos.
Periodos (dias)
Experimentos 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
_ $ de senescéncia

1 | 14 - 36 43 43

2 R 27 27 27 27

3 0 0 0 0 0

4 0 0 42 92 100

5 0 0 42 50 50

6 0o 0 8 16 16

7 0 0 0 8 8

8 0 8 16 33 33
"9 0 o | 16 33 41
_16' 0 0 0 0 0
11 0 o | o 0 0
12 0 10 10 10 10
13 0 0 0 0 0
14 0 0 20 30 30
15 - 0 20 90 100 100
16 o 20 50 50 50

- : nao observado

Obs.: periodo de 0-9: % de senescéncia igual a zero.
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TABELA 23 - Senescéncia de estacas de D. composita tratadas
com IBA e 6-BA.
Porcentagem de senescéncia em guinze experimen-
tos.
Periodos (dias)
Experimentos 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
- ) $ de senescénéia
1 7 7 7 7 7
2 0 0 8 8 8
3 8 25 25 25 42
4 8 8 S 16 16 25
5 0 0 0 0 0
6 0 0 0 8 16
7 0 0 0 16 33
/g 0 8 8 8 8
9 Q 0 60 100 100
10 0 0 0 0 0
11 0 20 50 50 50
12 0 | 0 10 10 10
13 0 0 - 20 20 20
14 0 0 0 0 0
15 0 0 0 0 0

Obs.: periodo 0-9: % de senescéncia

O

igual a zero.
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maximo 42% . Assim, quando aplicado conjuntamente com IBA o
6BA é efetivo em retardar a senescéncia. A formacdo de calos
em estacas tratadas com IBA e 6-BA no decorrer de 15 experi-

mentos pode ser analisada na tabela 24. Verifica-se que a por

‘centagem maxima de estacas que formamcalos & atingida no pe-.

riodo de 20-39 dias, na maioria dos experimentos. Em apenas
4 deles a taxa de estacas que formaram calos estaacima
de 60%. Estes dados sugerem que ha diminuigéo da porcentagem
de estacas que formaram calos em relagéo‘é observada guando a
penas IBA é aplicado., Neste casb, como visto anteriormente,

(Tabela 17) em apenas 5Hexperimentos'a porcentagem de estacas
com calos foi menor qﬁe'70%. A apiicagéo de 6-BA parece retar

dar e diminuir a formacdao de calos.

Na tabela 25 estao representadas as porcentagens de
estacas enraizadas -apds tratamento com IBA e 6-BA. Foram de-

tectadas estacas enraizadas apenas apos 30 dias. As porcenta

o - . . ~ , .
gens maximas de estacas enraizadas sdo obtidas, para a .maio-

ria dos experimentos, no periodo de 50-59 dias. Em apenas do

is experimentos as taxas maximas estao entre 70 e 100%.  ‘As-

sim, o 6-BAparece retardar e diminuir as taxas de estacas en-

raizadas. Como pode ser visto pela tabelav18, quando as esta

cas sdo tratadas apenas com IBA, estacas enraizadas sao detec

~tadas ja no periodo 20-29 dias, as taxas maximas de enraiza-

mento\séo obtidas no periodo 40-49 dias e variam de modo ge-

ral entre 70—100%.

Nos experimentos a seguir o 6-pA foi aplicado em di-
as alternados desde o inicio do experimento oude 1 a 3 semanas

apos o inicio dos experimentos, em estacas tratadas com IBA.
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TABELA 24 -~ Formacao de calos em estacas deg 7 composita

h
¥

tratadas com IBA e 6-BA.
Porcentagem de estacas com calos em quinze expe

rimentos.

Periodos (dias)
Experimentos 0-9 10-19 20-29 30-39 40-49 50-59
% de estacas com calos

T 7 50 14 35 14 14

2 0 0 16 0 0 0

3 0 25 33 25 25 41

4 8 83 91 91 75 58

5 o | 60 70 40 - -

6 0 8 - 50 8 0

7 0 0 - 8 ' 0 0

8 0 8 33 33 41 41
/9 8 41 50 66 66 50
10 0 30 30 0 0 0
1M1 0 50 | 6o 0 0 0
.12 0 10 20 30 - -
13 0 0 10 50 40 -

14 0 50 80 70 - 20 -
15 0 0 10 50 40 30

-: nao observado.
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TABELA 25 -~ Enraizamento em estacas de D.composita tratadas
com IBA e 6-BA.

Porcentagem de estacas enraizadas em dez experi-

mentos.
Periodo (dias)
Experimentos 30-39 40-49  50-59

g de en;aizamento
1 50 50 78
2 - 0 58 75
3 8 8 16
4 0o o 8
5 0 0 0
6 .8 16 33
/7 0 0 0
8 0 10 10
9 10 60 60
10 0 10 50

. 4 . .

Obs.: periodo de 0 a 29 dias: % de enraizamento igual a zero.

~
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Na tabela 26 estéo representadas as porcéntagens de
senescéncia de estacas tratadas somente com 6BA, em 4 experi-
mentos. .Verifica—Se que quando 6-BA & aplicado apbs 2 ou 3 se
manas do inicio do experimento as porcentagens de senescéncia.
das estacas aumentam em felagéo aos casos em que &BA € aplica
do alﬁernadamente desde o inicio ou logo apds a primeira sema
na.

Na tabela 27,‘estéo representadas as porcentagens de
senéscéncia de estacas tratadas com IBA e 6-BA em 4 experimen
tos. Observa-se que a aplicacgao de 6-BA apds trés semanas faz
com que as téxas de senescéncia, de modo geral, aumentememre
lacao aos Qutfos tratamentos. Assim a aplicacao de 6-BA apOs
trés semanas nao seria efetiva em diminuir é senescéncia. Pa
rece, por estes dados, que uma interagao foi estabelecida en-
tre IBA e 6-BA. Com a aplicasfe isolada o tratamento a-
pOs duas semanas nao :‘inibe - a senescéncia e quando
IBA e 6~BA sao usados conjuntamente; a aplicacao de ¢-pa, apos

duas semanas é efetiva em retardar a senescéncia.

Na tabela 28 estao représentadés as porcentagens de
estacas com IBA e 6-BA que formaram calos. Verifica-se que as
porcentagens de estacas Com'calos, nos tratamentos em que 6-BA
€. aplicado em dias alternados. duas ou trés semanas apos o i-

nicio do experimento, s3o altas, parecendo que a aplicacgao tar

- dia de 6-BA ndo interfere na formagao dos calos.

A analise dos dados da tabela 29, que representamas

porcentagens maximas de enraizamento obtidas, indica que as ta

‘xas de enraizamento foram sensivelmente maiores nos tratamen-~

tos em que a 6-BA foi aplicadd. duas ou trés semanas mais tarde.

A aplicacdo de 6-BA apds a primeira semana do inicio do experi
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TABELA 26 - Senescéncia de estacas de D. composita traﬁadas
com 6~BA aplicado alternadamente desde o inicio -
(a) ou. a partir de uma semana (b), duas semanas
(c) e trés semanas (d) do inicio do experimento.

As estacas nao eram tratadas com IBA.

T Porcentagem de senescéncia em quatro experimen-

tos.
Periodos de aplicacao de 6-BA
% de senescéncia
Experimentos

(a) (b) (c) (d)

1 o 0 75 | 83

;2 0 8 58 75
3 20 50 20 60

4 50 0 40 20
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TABELA 27 .- Senescéncia de estacas de D. composita tratadas

com IBA e 6-BA aplicado alternadamente desde o i-

nicio (a) ou a partir de uma semana (b), duas

semanas (c) e trés semanas (d), do inicio do ex

perimento.

Estacas tratadas com IBA.

Porcentagem de senescéncia em quatro experimen-—
/

tos.
Periodos de aplicacao do 6-BA
Experlmentps % de senescencia .
(a) (b) (c) (d)
1 16 16 41 25
2 8 25 §] 50
. p
3 10 20 20 70°
4 20 10 20 50
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TABELA 28 - Formagéé de calos em estacas de D. composita tra
| tadas com IBA e 6-BA aplicado alternadamente des
de o inicio (a) ou a partir de uma semana (b) du
as semanas (c) e trés semanas (d) do inicio doex

perimento.

Porcentagem de estacas com calos em quatro expe-

rimentos.
Periodos de aplicacao de 6-~BA
Experimentos % de estacas com calos

(a) (b) (c) ’ (d)

1 66 91 83 91

2 91 75 “100 83

) 3 |1 30 10 60 40
4 50 70 90 » 90
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TABELA 29 - Enraizamento em estacas de D. composita tratadas
com IBA e 6-BA aplicado alternadamente desde o
inicio (a) ou a partir de uma semana (b), duas
semanas (c) e trés semanas (d) do inicio do ex-
perimento.

Porcentagem de enraizamento em quatro experimen

tos.
Periodo de aplicacao de 6-BA
Experiment?s _ % de enraizamento

(a) ~ (b) (c) (d)

1 0 16 83 66

2 ' 33 8 50 33

/ 3 0 10 33 30
4 10 : 40 70 50 g
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1}

ménto parece interferir no processo de formacdao de calos e con
séquentemente no enraizamento. Assim, a época mais propicia
para a aplicagéo'de-G—BA sem que a taxa de enraizamento seja
prejudicada, parece ser duas semanas apds o inicio do trata-
mento com IBA, tempo suficiente para que haja formagao de ca-

los nas estacas.

Fatores enddgenos

1. Efeito do pulvino e caule

Na tabela 30 estao representadas as porcentagens de
estacas sem pulvino (a), apenas com pulvino (b) e estacas com
pulvino e caule (c), que formaram calos e enraizaram. Obser
va-se que quando IBA & aplicado, ha formacao de calos e rai-
zes apenas nas estacas em que o pulvino esta presente (inde-
pendente da presenca de céule), o que indica que o tecido sen

sivel ao IBA esta localizado nesta regiao da estaca.
2. Efeito da fedugéo da area foliar

A tabelé 31 mostra as porcentagens de estacas com la
minas foliares intactas ou reduzidas pela metade, que forma-
ram cqlos e enraizaram | apos tratamento»cbm IBA. Verifica-
se que a redugéo‘da lamina foliar nao parece afetar o potenci
al de formaCéo de calos nas estacas. . Do'mesmo modo, a anali-
se das taxas de enraizamento ni3o indica drastica reducao noen

’

raizamento das estacas com laminas foliares reduzidas.

Nio foi verificado atraso na formacao de calos ou
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Formacdo de calos e enraizamento de estacas de

D. composita tratadas ou nao com IBA, sem pulvi

no (a), com pﬁlvino‘(b) e com pulvino e caule

{c).

Calos (%) ' Enraizamento (%)
Tratamentos h »
(a) (b) (c) (a) (b) (c)
controle 0 0 0 0 0 0
IBA 0 80 73 0 53 47
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TABELA 31_ - Formagéo de calos e enraizamento em estacas de'
2.,c6mEoSita com lamina-foliar reduzida ou intac
‘ta, tratadas com IQA. |
‘Porcéntagens de quatro éxperimént_:os.
Calos (%) Enraizamento (%)
Experimentos reduzida intacta . reduzida intacta [
1 78 81 | 42 63
2 33 41 0 16
3 83 58 75 | 91
4 75 s | 8 8
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no enraizamento de estacas com laminas foliares reduzidas. Por

~tanto, estacas deste tipo podem ser utilizadas sem causar pre

juizo.
3. Efeito da localizacao da folha no caule

Na tabela 32 estao representadas as porcentagens ma
ximas de estacas das regides basais, média e superior, que for
maréﬁ'calos e enraizaram em trés experimentos. Verifica-se,
num Gnico experimento realizado com folhas nao completamente
expandidas (regiao superior), que 60% das estacas com folhas
maiores que 3,5 cm formaram raizes. Com relacao as estacasda
porgao média.do caule ha formagao de calos em 73-80%
delas nos trés experimentos. As taxas de enraizéﬁento variam
entre 40-73%. Nas estacas da parte basal do caule ha forma-

cao de calos em 60-73% e enraizamento em 10% delas, no maximo.

p .
/ Esses dados indicam que as estacas das regioces me-

dia e basal apresentam o mesmo potencial de formacao de calos
quando tratadas com IBA 10 mg.g-1, mas o enraizamento é preju

dicado nas estacas basais.

Na tabela 33 estao representadas as porcentagens de

~estacas das regides média e basal que formaram calos durante

o éecorrer dos trés experimentos. Verifica-se que as porcen-
tagené de estacas da regido basal que formam calos € maxima en
tre 10-19 dias. No caso das estacas da regidao média, isto so
ocorre entre 20-29 dias, sugerindo que o processo € mais len-

to para as estacas desta regiao. S .

Pela tabela 34 observa-sé que no periodo 40-49 dias
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TABELA 32 -~ Formacao de calos e enraizamento em estacas de
D. composita, tratadas com IBA, das regioes su-
perior, média e basal do caule.

Porcentagens de tres experimentos.

‘Calos (%) Enraizamento (%)

Experimentos superior | média | basal superior | media | basal

1 40 73 . 13 60 47 6

2 - 80 60 - 40 0
3 - 80 60 - 73 10

/
/

- : nao realizado.
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TABELA 33 - Formagdo de calos em estacas de D. composita tra

tadas com IBA, da regiao média e basal do caule.

Porcentagens de estacas com calos para trés ex-

perimentos.

Periodos (dias)
Experinehtos Localizagéo % de estacas com calos
10-19 20-29 30-39 40-49
média 60 80 20 10
1 .
basal 60 60 10 0
/ média 53 73 17 0
2 .
basal 60 26 0 0
media - 80 40 13
3 .
basal .| 73 33 0 0

— : nao observado

Obs.: periodo 0-9 dias: % de formacdo de calos igual a zero.
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'TABELA 34 -~ Enraizamento de estacas de D. composita, trata-
das com IBA, da regidao média e basal '~ do
caule, : " durante o decorrer do experimen-
to.

Porcentagem de enraizamento para 3 experimentos.
Periodos (dias)
Experimentos Iocalizacao % de enraizamento
20-29 30-39 40-49
média 0 20 30
1
basal 0 : 10 0
/ meédia 20 40 47
/ 5 _ ‘
basal 10 ' 0 0
media 6 47 73
3
basal - 6 6 0

Obs. periodo entre 0-19 dias : % de enraizamento igual a zero.
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as porcentagens de estacas da regiao média que enraizam & ma-
xima. Estacas da regiao basal formam raizesno periodo . 20-29-
dias, mas a taxa nao aumenta no decorrer dos experimentos. Em

ambos os casos nao houve formacao de raizes antes do dia 20.

Estes dados indicam que as folhas da regidao média enraizam me

lhor.

Na tabela 35 estao representadas as porcentagens mé
ximgs de senescéncia de estacas . . -das regibes média
e basal em dois experimentos realizados. Os dados indicam que
tanto ho controle como nas estacas tratadas com IBA a senes-
céncia € duas vezes maior nas estacas da regiao basal do que
nas estacas da regiao média do caule. Quando se analisa a se
nescencia das estacas durante o decorrer do experimento (Tabe
la 36) verifica-se que nos casos das estacas da regidao basal
tratadas com IBA a porcentagem de senescéncia ja & de 90% no
periodo 30-39 dias chegando a 100% entre 40-49 dias. 1Isto ex
pI&ca a baixa taxa de énraizamento verificada. Tanto no con-
trole como.para o IBA a senescéncia comecou a ocorrer apos O
299 dia. A ?orcentagem de senescéncia das estacas nao trata-
daé com IBA indica que maior porcentagem de eétacas da regiao
média resistem gquando destaéadas da planta. Desta forma ape-
sar das estacas dag regides média e basal terem o mesmo poten
cial de formacgao de calos, a transformacao destas estacas em

estacas enraizadas € prejudicada pela alta senescéncia, no ca

so das estacas da regiao basal.
4. Efeito da presenca de gemas florais

' Na tabela 37 estdo representadas as porcentagens ma

7
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TABELA 35 - Senescéncia das estacas de D. composita das re-
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gioes média e basal para o periodo 40-49 dias.

Porcentagens de senescéncia de dois experimen-—

e tos.
- Senescéncia (%)
Experimentos Controle IBA
média basal media basal
1 60 100 47 100
/ 2 30 100 50 100
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'TABELA 36 - Senescéncia das estacas de D. composita das re-
gides média e basal, durante o decorrer do expe
rimento.

T Porcentagens de senescéncia em dois experimentos.
Periodos (dias)
% de senescéncia
Tratamentos :
30-39 40-49
‘média basal | média basal
/ IBA 20 90 30 100
Controle 50 80 50 100

Obs.: Periodo de 0-29 dias: porcentagem de senescéncia

a Zero.

igual
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TABELA 37 -~ Formacao de calos e enraizamento de estacas de
D. composita vegetativas ou com gemas florais.

Cada valor &€ a média de trés experimentos.

, Porcentagem
Tratamento
: calos enraizamento
estaca com gema floral
<1,5cm ' 49 , 49
estaca com gema floral
>1,5 cm ' 8 ' 4
estaca com gema floral
> 1;5 cm-removida 8 8
estaca vegetativa ‘ 78 - 72
/

i
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ximas de estacas vegetativas ou com gemas florais que forma-
ram calos e enraizaram. Verifica-se que estacas com gemas flo

rais menores que 1,5 cm formam calos e enraizam, mas menos do

que estacas vegetativas. A presenca de gemas florais maiores

que 1,5 cm parece inibir a formagao de calos e de raizes em

relagao as estacas vegetativas, mesmo quando as gemas sao re-

movidas,

A andlise da média de senescéncia das estacas, com

v
E

o decorrer do tempo, para tres expérimentos realizados (Tabe-
la 38) indica que a senescéncia das estacas com gemas florais
de até 1,5 cm nao &€ acentuada (ao redor de 22%). isté elimi-
na a hipotese da porcentagem de enraizamento ser baixa devido
a senescéncia. A senescéncia inicia-se depois do 299 dia do

experimento.

Na tabela 39 estdo representadas as médias das por-

"centagens de estacas vegetativas ou com gemas florais gque en-
/ ) .

raizaram no decorrer dos tres e#perimentos. Néo ocorre enrai
zamento antes do 209 dia e ténto no caso de estacas com gemas
florais como no caso das estacas’vegetativas a maxima porcen-—
tagem de estacas enraizadas - ocorre entre 40-49 dias. Desta
forma, a présenga de gemas florais menores que 1,5 cm nao a-
trasa a formacdo de calos ou de raizes emrelacao as estacas ve
getativas, mas reduz a taxa de enraizamento. Tanto para es
tacas\vegetativas como com gemas florais a porcentagem maxi
ma ‘de estacas com calos ocorre entre 10;29 dias(dados nao
mostradosh

5. Efeito do diametro do caule

Estes experimentos foram realizados com o objetivo
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TABELA 38 - Senescéncia de estacas de D. composita com ge-
mas florais menores que 1,5 cm, tratadas . com
IBA.

Porcentagem de senescéncia (média de dois expe

rimentos).
Periodos {(dias)
Tratamentos % de senescéhcia
30-39 40-49 50-59
Jjestacas com gema; floral - mo - 16 | 22
estaca vegetativa ’ , 5 i9 ’ _. 27
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TABELA 39 -~ Enraizamento de estacas de D. composita com ge-
mas florais tratadas com IBA. |

Porcentagem de enraizamento (média de trés expe

" rimentos).
Periodos (dias)
Tratamentos %2 de enraizamento
20-29 30-39 40-49
estaca com gema floral 16 41 49
‘estaca vegetativa ‘ 5 42 67
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- de verificar o potencial de enraizamento de estacas obtidas de

caules de mesma idade fisioldgica, mas originarios de tubércu-
los de 1 ano (caule com 0,2 cm de diametro) e 2 anos {caule

com 0,5 cm de diametro).

Na tabela 40 estao represéntadas as porcentagens de
estacas de ambos os tipos,que formaram calos e enraizaram, em
trés experimentos realizados. Verifica-se que nas estacas
de 0,5 cm de diametro a formacao de calos é nuia em dois expe
rimentos ou chega no maximo a 30% no terceiro. Nas estacas
com 0,2 cm de diametro entretanto, a formégéo de calos ‘varia
de 70-90% nos trés experimentos. Do mesmo médo, as porcenta-

gens de estacas enraizadas & acentuadamente maior entre as es

- tacas de caule de 0,2 cm de diametro.

Na tabela 41 estao répreseﬁtadas as porcentagens de
senescéncia dos dois tipos de estaéas. Observa-se que as por
cgntagens de senescéncia das estacas de 0,5 cm & acentuadamen
t; maior desde o periodo 10-19 dias; chega a alcangar 80% no
periodo 30-39 dias, em dois experimentos, contra no maximo 40%
para as estacas de 0,2 cm no mesmo periodo. .'Estacas com 0,5 cm
de diametro parecem ter menor potencial para formagio de calos
e enraizamento do que as estacas de 0,2 cm de didmetro.

Translocacao de IAA e IBA

N
\

-

Os experimentos anteriores sugeriram que provavel-.
mente o baixo potencial de enraizamento das estacas com0,5cm
de diametro estaria associado a baixa eficiéncia de transloca

cdo do IBA ja gue estas estacas formaram calos quando este re



TABELA 40 - qumagéo de calos em estacas de D. comgosita de
0,5 e 0;2 cm de diametro, tratadas com IBA.

Porcentagem de estacas com calos em trés experi-

mentos.
calos (%) enraizamento (%)
‘Experimentqs 0,5 0,2 0,5 . 0,2
1 -0 70 0 80
2 0 90 0 20
/ 3 | 30, 80 | 30 50
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TABELA 41 - Senescéncia de estacas de D. composita de 0,5 e
0,2 cm de diametro com folhas complétamente ex-
pandidas.

Porcentagem de senescéncia em trés experimentos.

Periodos (dias)

Experimentos 10-19 20-29 30-39 40-49

¢ de senescéncia
0,5 0,2105 ! 0,2}0,5 0,21 0,5 { 0,2
1 40 0 70 0 80 40 | 100 60
2 10 0 10 0 30 o] - -
/3 - 0o | 80 0 | 80 o | - | -

— : nao observado
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\

gulador foi.aplicado proximo a axila da folha. Estes experi-
mentos tiveram como objetivo verificar a translocagéo de. IAA e
IBA em segmentos de caules de 0,2-0,3 cm e de 0,5 cm de diame-
tro utilizando-se blocos de agarfmmo doador e receptor do regu

lador de crescimento.
1. Cromatografia sobre camada delgada

o Na figura 52, estao esquematizados os resultados da
cromatografia dos extratos de blocos de agar com IAA e IBA (con
trole) e de extratos de blocos de agar receptores e doadores
que estiveram em contato com segmentos de caules de 0,5 cm e
0,2-0,3 cm. Verifica-se que, no desenvolvimento em butanol; me
tanol; agua 8:451(vhﬁ(figura 52 A, B) a mancha do padrao de IAA
(bloco de agar comIAA) & detectada no Rf 0,48‘e aparece com €O
loracao rosa ap0s pulverizacao com o reagente de Salkowsky;
Manchas semelhantes em cor e em Rf foram obtidas no caso- das
cromatografias dos extratos de blocos doadores com ATA e dos

respectivos blocos receptores, que estiveram em contato com

caules de 0,5 cm e de 0,2-0,3 cm de diametro (Figuras 52 A,B).

A cromatografia do extrato de blocos contendo padrao
debIBA em butanol : metanol : &gua 8 : 4 : 1 v/v seguida da‘
pulverizagéo com reagente de Salkowski resultou em mancha ama-
rela no Rg 0,56 (Figuras 52 A, B). No caso‘dos_extratos ' de
blocos doadores com IBA e dos respectivos blocos féceptoresque
estiveram em contato com caules de 0,2-0,3 cm as manchas detec
tadas coincidem com a do.padréo de IBA (Figura 52 B). Jaacro
matografia dos extratos de blocos receptores que estiveram em

contato com caules de 0,5 cm de diametro, gue por sua vez esta
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vam em contato com blocos doadores com IBA, resultou em mancha

no mesmo R. que o IBA padrao,'mas de coloragao azul, apds pul-

verizagéo com reagente de Salkowsky (Figura 52 Aa).

No desenvolvimento em cloroformio : acetato de etilas
acido acético 60:40:45 (v/v) (Figura 52 C e D) a cromatografia
dos extratos de blocos contendo IAA e dos extratos de blocos
doadores de IAA$HOS respectivos blocos receptores, resultou em
mancha rosa no Rf 6,59, para os dois tipos de caules (Figura 52
C, D). No caso do IBA, entretanto, & mancha amarela obtida pa

ra o controle foi localizada no R. 0,65 (Figura 52 C,D). A cro

£
matografia dos extratos de blocos doadores com IBA que estive-
ram em contato com os caules de 0,2-0,3 e de 0,5 cm resultouem
manchas coincidentes com a do padrao. ‘No caso do

caule de 0,5 cm a cromatografia dos blocos receptores resultou,

novamente, - em mancha azul mas de mesmo Rf (Figura 52 C).

Em todos os casos a cromatografia dos extratos deblo
cos doadores e receptores, que hao continham IAA ou IBA, mas
gue estiveram em contato com os dois tipos de caule, nao resul
tou em aparecimento de qualquer tipo de substancia sensiveldo

reagente utilizado.

2. Enraizamento ¢e Phaseolus aureus

Na tabela 42 estdo representados os nUmeros de rai-

zes formadas em estacas de Phaseolus aureus tratadas com IBA

20 mq.l"1 e agua. A analise estatistica indicou que o IBA pro
move significativamente o aparecimento de raizes nas estacas,

nesta concentracao.



FIGURA 52 -~ Cromatograma de extratos obtidos de blocos de
agar apos a translocacao de IBA e IAA por seg-
mentos de caule de D.composita. |
Sistemas de solventes:

A e B - butanol : metanol : agua (8:4:1)

0000000 0SSO OGO OOOOGCEOEOSOS OSSO

C e D - acetato de etila : acido acético : agua (60:40:45)g
R. de IAA : 0,48 (A, B); 0,59 (C, D).

R. de IBA : 0,56 (A, B); 0,65 (C, D).

1. extratos de blocos com IAA (controle).
2. extratos de blocos doadores de IAA.

3. extratos de blocés receptores de IAA.

4. extratos de blocos com IBA (controle).
5. extratos de blocos doadores de IBA.

6. extratos de blocos receptores de IBA.

'A e C - caules de 0,5 cm

B eD ~ caules de 0,2 cm
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TABELA 42 -~ Numero de ralizes em estacas de Phaseolus aureus

tratadas com IBA e agua.

Teste T significativo (p< 0,001).

o Tratamentos
Repeticoes
IBA agua
1 13 1
2 13 1
3 14 2
4 17 1
5 15 7
6 7 2
7 14 4
8 14 5
9 10 6
10 5 7
x 12,2 3,6
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Na tabela 43 estao representados os numeros de rai-

zes formadas em estacas de Phaseolus aureus tratadas com agua

e com extratos de blocos receptores de IBA e receptores do con
trole (sem IBA) que estiveram em contato com caules de 0,5 cm
de diametro. A analise estatistica indicou quecxfextratos de
blocos receptores de IBA promoveram significativamente o apa-
recimento de raizes em relacio aos tratamentos com agua e aos
extratos dos blocos receptores sem IBA. Os extratos dos blo-
cos do controle, também promovem significativamente o apareci
mento de raizes em relagdo ao tratamento com ééua. 0 By&pareda
ser translocado pelas estacas de 0,5 cm de diametro apesar
de ser detectado na cromatografia como uma mancha de coloracao

diferente do padrao.
Analise anatomica.

O enraizamento de estacas de D. composita tratadas
com IBA ocorre na axila da folha, na regiao do pulvino (Figu-
ra 53A). A analise em corte longitudinal de uma estaca com
calo (Fig. 53B, 54a) indica que este se forma na regiao da gema
axilar, que €& envolvida por bainhas. A medida que o calo cres
ce, essas bainhas se abrem e a estrutura torna-se exposta. Pe

la figura 54 B, & possivel verificar que na base da gema axi-

“lar ha um grupo de células em divisao, que nao ocorre no mate

rial nao tratado (que nao foi fotografado), O gue sugere que
o IBA induz a proliferacao celular nesta regiao. A analiseda
figura 54 C, que representa o ,corte longitudinal de uma esta-
ca enraizada, éonfirma esta hipdtese, pois, nota-se que asrai

zes saem dessa regiao. O mesmo pcde ser verificado na figura
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TABELA 43 - Nimero de raizes em estacas de PHageolus aureus

tratad&s_com extratos de blocos recgeptores do
controle sem IBA (A), com extratos de blocos
receptores do tratamento com IBA (B) e com a-
gua (C). Caules de 0,5 cm de diametro.

F significativo a 5%.

- Tratamentos
Repeticgoes ,
! ‘ | A B C Ang
1 12 24 1
2 . 12 33 1
3 5 26 2
4 8 20 1
5 7 19 7
6 12 13 2
7 10 16 4
8 9 17 5
9 10 .22 6
10 8 10 7
% 9,3 20,0° 3,62

* as letras comparam os diferentes tratamentos



FIGURA 53

L

Estaca de D. composita enraizada e diagramas de

cortes anatémicos-de estacaé enraizadas;

A -~ Estaca en;aizada. A seta indica a regiéo da
gema axilar com calos e raizes.

B - Diagrama de um corte longitudinal ao caule

C - Diagrama de um corte transversal ao caule.

r —»raiz>

g - gema

fvc- feixe wvascular do caule
c -~ caule

pv— pulvino

'..‘..0...C.OC...‘...'..‘...Q‘..vﬂ."‘..OO...QCC.‘

=
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FIGURA 54 - sectos de estacas de D. composita o
nraizada.

leccao longitudinal. Calo mostrando

o de células em divisao na base d:

# 1,25 = 3,.2)

eccao longitudinal. Detalhe mostggf

C. Seccao longitudinal. Raiz com feixe vascular
saindo da base da gema (2,5 x 1,25 x 3,2).

D. Seccao transversal. Raiz com feixe vascular
saindo da base da gema (2,5 x 1,25 x 3,2).

a - agrupamento de células em divisaom

c - calo

cd - células em divisao.

r - raiz

g - gema

fr - feixe vascular de raiz

fg - feixe vascular da gema.
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FIGURA 54
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54 D, que mostra uma segao transversal de uma estaca enraiza-

da (ver diagrama na Figura 53C).

Efeito de 6—BA,GA3, IAA e CCC no desenvolvimento de gemaseatg

bérculos de estacas enraizadas

Na tabela 44 estao representadas as porcentagens de
estacas com gemas e/ou tubérculos dois meses apOs o tratamen-

to com os reguladores de crescimento. No caso dos tratamen-

~ tos com 6—BA,GA3 e controle, cada valor representa amédia das

porcentagens verificadas em quatro experimentos e no caso dos
tratamentos com CCC e IAA, a média € de dois experimentos. No
controle 25% das estacas ja enraizadas, formaram tubérculos e

gemas. Observa-se que o GA, a 200 mg.-l—1 inibe a formacao de

3
tubérculos e o desenvolvimento das gemas nas estacas. O 6BA
a 50 mg.l"1 possibilitou o desenvolvimento das gemas em 40%
das estacas e o tratamento com CCC a 10CO mg.l_1 induz forma-

cao apenas de tubérculos em 50% das estacas tratadas. O IAA

inibe a formacao de tubérculos e o desenvolvimento de gemas.

Diosgenina em folhas

Separacao e dosagem de diosgenina

Na figura 55 estao representados os resultados da
crématografia sobre camada delgada analitica do eluato da
faixa hidrofoba detectada na placa preparativa‘emARf coinci-
dente com o do padréo de diosgenina (Rf 0,31). Neste caso tam
bém foi cromatografada uma aliguota do extrato bruto. Apds o

desenvolvimento em diclorometano : metanol 98 : 2 v/v e reve-
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TABELA 44 - Efeito de reguladores de crescimento no desen-
volvimento da geméeaou tuberculo em estacas de
D. composita enraizadas.
Dados em porcentagem.
Tratamentos % de estacas com gema e/ou tubérculo
controle 25 (tubérculos e gemas)

©6-BA 40 (so gemas)

GA3 0

IAA 0

ccce 50 (sO tubérculos)
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lacao com mistura de acido clorosulfonico : 3cido acético
1:3 (v/v) séo‘detectadas, sob luz ultra violeta, manchas fluo
rescentes laranja avermelhadascaracteristicasde diosgenina. E
possivel verificar que as manchas correspondentes ao material
recromatografado coincidem com a mancha do extrato bruto e do
padrao (Rf 0,36). Nos casds em que o extrato bruto ou o mate
rial recromatografado séo aplicados junto com o padrao, o re-

sultado & uma mancha Unica.

Na figura 56 estao representados os resultados obti-
dos para o desenvolvimento ascendente em Rexano : acetato de
etila 4:1 (v/v) e depois em cloroférmio,.na mesma direcao. Ve
rifica-se que mancha fluorescente que & detectada no extrato
bruto e<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>