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RESUMO

SANTOS, Meline de Oliveira. Efeitos do anelamento do caule sobre as
relagBes fonte-dreno em plantas de Inga vera Willd. 2009. 49 p. Dissertacdo
(Mestrado em Fisiologia Vegetal) - Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG."

Esta pesquisa teve como objetivo avaliar a influéncia do anelamento do
caule em mudas de ingé na distribuicdo de fotoassimilados e no metabolismo do
carbono e nitrogénio. As plantas, com cerca de um ano de idade, foram
submetidas a trés diferentes condigdes: sem anelamento do caule (SA),
anelamento na parte mediana do caule (AM) e anelamento na base do caule
(AB). As avaliagdes foram realizadas imediatamente ap6s o anelamento (EO), e
em outras duas épocas, referentes aos estadios de desenvolvimento das brotacdes
que surgiram abaixo da regido anelada: -E1- inicio das brotagdes; -E2- brotacdes
com primeiras folhas em expansdo. A cada coleta foram avaliados numero de
folhas e altura das plantas, niimero de brotagdes e niimero de folhas das
brotagdes, massas secas de folhas das porgdes superior e inferior, caule, raizes e
brotagdes, teor de clorofila, andlises bioquimicas de teor de amido, acucares
soluveis totais, agucares redutores e atividade das enzimas invertases acida e
neutra, sacarose sintase (SuSy) e redutase do nitrato. Os resultados mostraram
que o anelamento do caule do ingazeiro, por um periodo de um més, nao afetou
o desenvolvimento total das plantas, sendo a massa seca de folhas superiores
determinante para o aumento na massa seca total ao final do experimento. O
anelamento acelerou a sintese de clorofila em folhas da metade superior, e
acentuou a senescéncia de folhas inferiores, quando o anelamento foi realizado
na base do caule. Por se tratarem de plantas ainda em desenvolvimento, foi
encontrada maior atividade da invertase acida em relagdo a invertase neutra,
principalmente em folhas inferiores. Em relagdo a redutase do nitrato, o
anelamento afetou a atividade da enzima ji4 na segunda avaliacdo, onde as
testemunhas apresentaram maior atividade em folhas superiores, enquanto que
nas plantas aneladas essa maior atividade foi encontrada nas folhas da metade
inferior. Dessa forma , entre as plantas aneladas, as que sofreram o anelamento
na parte mediana do caule se comportaram de maneira semelhante a testemunha,
enquanto que as aneladas na base foram as que mais se diferenciaram.

Palavras-chave: Inga vera, aneclamento, translocagdo, fotoassimilados,
crescimento.

* Orientador: José Donizeti Alves - UFLA
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ABSTRACT

SANTOS, Meline de Oliveira. Effetcs of stem girdling on source-sink
relations in Inga vera Wild plants. 2009. 49 p. Dissertation (Master in Plant
Physiology) - Universidade Federal de Lavras, Lavras, MG."

This research aimed to evaluate the influence of stem girdling in inga
seedlings on photoassimilate distribution and carbon and nitrogen metabolism.
The plants, around lyear old, were submitted to three different conditions:
without stem girdling (SA), girdling in the median stem region (AM) and the
girdling in the stem basis (AB). The evaluations were made immediately after
girdling (EO), and other two times, related to shoot development stages that
appeared below the girdled region: -E1- onset of shooting, -E2- shooting with
first leaves in expansion. For each time there were evaluated the number of
leaves, plant height, shoot number and number of shoot leaves, leaves dry mass
from upper and down regions, stem, root and shoot, chlorophylls level , starch,
reducing sugars and the enzyme activities of acid and neutral invertase, sucrose
synthase (SuSy) and nitrate reductase. The results showed that girdling of inga
stem by a month, did not affect the total plant development, being the dry mass
of upper leaves important to the increase of total dry mass in the end of
experiment. The girdling accelerate the chlorophyll synthesis in the leaves
located in the upper half portion and increased the senescence in lower leaves
when girdling was made in stem basis. The considering the plants was still in
development, it was found a higher acid invertase activity in relation to neutral
invertase, mainly in lower leaves. In relation to nitrate reductase, the girdling
affected the enzyme activity, although in the second evaluation, where the
controls showed higher activity in upper leaves, while in girdled plants this
higher activity was found in the lower half portion. Among the girdled plants,
that ones with girdling treatment in the median stem region had a similar
behavior of control, while the girdling made in the basis showed the highest
differences.

Keywords: Inga vera, girdling, translocation, photoassimilate, growth.

* Adviser: José Donizeti Alves - UFLA

v



1 INTRODUCAO

O ingazeiro (Inga vera Willd), uma planta comumente encontrada em
matas ciliares e regides de varzea, é recomendada para reflorestamento de areas
como margens de represas, encostas de rio, lagos e agudes. E uma arvore de
pequeno porte com crescimento rapido, podendo atingir dois metros de altura
nos dois primeiros anos de idade, demandando grandes quantidades de
fotoassimilados para as diferentes partes da planta, como fonte de energia e
esqueletos de carbono para a sintese de compostos para seu crescimento.

A distribuigdo dos fotoassimilados na planta se da pelo sistema fonte-
dreno, sendo as fontes as regides de producdo e os drenos as de utilizagdo. A
taxa e o sentido de translocagdo dos fotoassimilados variam de acordo com a
capacidade de produgdo da fonte, a for¢ca do dreno e influéncia de fatores do
ambiente.

Condigdes estressantes podem inverter o sentido da translocacao,
fazendo com que 6rgdos que antes eram drenos, como raizes, passem a ser
fontes, disponibilizando suas reservas para o abastecimento de outros
compartimentos da planta. Fatores que afetam a integridade do floema, como o
anelamento do caule, por exemplo, podem influenciar o transporte de
fotoassimilados para a regido abaixo deste, modificando todo o seu
metabolismo.

O anelamento do caule é uma pratica que consiste da retirada de uma
faixa do floema, causando um acumulo de carboidratos e fitohormoénios acima
da regido do anelamento, diminuindo o crescimento vegetativo, alterando as
relagGes fonte-dreno.

A distribui¢ao dos fotoassimilados também ¢ influenciada pela atividade

de enzimas sacaroliticas, como as invertases e a sacarose sintase. A sacarose,



que ¢ o carboidrato preferencialmente translocado, precisa ser clivada em
hexoses para que possa ser utilizado na produg@o de energia ou sintese de outros
compostos.

O objetivo desse trabalho foi avaliar a influéncia do anelamento do caule
em mudas de ingd na distribuicdo de fotoassimilados e no metabolismo do

carbono e nitrogénio.



2 REFERENCIAL TEORICO

O ingazeiro (Inga vera Willd) ¢ uma planta pertencente a familia
Fabaceae, subfamilia Mimosoideae. Como outras Mimosoideae, possuem a
capacidade de associar-se a microorganismos fixadores de nitrogénio, formando
noédulos radiculares e contribuindo para o ciclo do nitrogénio, desempenhando
grande importancia ecofisioldgica. Apresenta folhas compostas, com 3 a 6 pares
de foliolos lanceolados, que podem atingir até 14 cm de comprimento por 4,5
cm de largura. Possui grande abrangéncia, ocorrendo na América Central,
Colombia até Argentina e Uruguai. Na América Central ¢ utilizada como a
principal arvore de sombra para plantagdes de café (Rodriguez, 1990). No
Brasil, pode ser encontrada em quase todos os estados, comumente em
ecossistemas florestais e, especialmente, em regides de matas ciliares. Por esta
razdo, a sua utilizacdo é recomendada para o reflorestamento e revegetacdo de
margens de cursos d’agua e represas, uma vez que sobrevive a longos periodos
sob condi¢des de submersdo parcial e total (Cunha, 2003).

O desenvolvimento da planta no campo € rapido, atingindo facilmente 2
m de altura aos dois anos de plantio (Lorenzi et al., 2006). Esta caracteristica de
rapido crescimento demanda um conjunto ordenado de processos metabolicos e
de transporte que governam a sintese e transformagdo de (foto)assimilados e o
seu fluxo para os diversos compartimentos da planta (Duarte et al., 2008).

Nas folhas (local considerado como fonte), ocorre a sintese de
carboidratos, os quais sdo translocados para os tecidos (drenos) na forma de
sacarose, para suprir o metabolismo e desenvolvimento vegetal e/ou para o
acumulo na forma de sacarose ou amido (Leite et al., 2009). Esses processos sdo
acompanhados, durante a vida do vegetal, por constantes mudancas nas relagdes

fonte-dreno (Roitsch & Gonzalez, 2004).



Na parte metabolica, os fotoassimilados apoés sua sintese primaria
passam por uma série de transformacdes que vdo desde a polimerizacao de
agucares simples até o seu particionamento da sacarose pela agdo das invertases
e sacarose sintase (Susy). Em plantas superiores essas enzimas catalisam a
hidrolise da sacarose em hexoses disponibilizando para as células carbono e
energia para a manutencdo da respiragdo e dai para a sintese de inumeros
compostos organicos, vitais para todas as fases do ciclo de vida vegetal (Koch,
2004; Trouverie et al., 2004; Oliveira et al., 2006). As invertases desempenham
um importante papel no particionamento da sacarose e no transporte a longa
distdncia por criar o gradiente de concentragdo de sacarose entre os sitios de
carregamento e descarregamento do floema, revelando fungdo fundamental na
particao dos fotossintetizados entre armazenamento e crescimento, pelo controle
da relativa forc¢a do dreno (Koch 2004; Roitsch & Gonzalez, 2004).

As invertases podem ser classificadas de acordo com a sua localizagdo
subcelular, pH o6timo de atividade e seus respectivos pontos isoelétricos.
Invertases acidas localizadas no interior do vacuolo e da parede celular estdo
associadas com o transporte de agucares para a zona de crescimento ativo, sendo
mais ativas no apoplasto de diversas estruturas drenos (Weschke et al., 2003). Ja
as invertases neutras ou alcalinas ocorrem no citosol de células vegetais (Yao et
al., 2009) e estao envolvidas na mobilizagdo da sacarose do vacuolo para atender
a demanda metabolica da célula (Vattuone et al., 1981; Sturm & Chrispeels,
1990).

As fungdes especificas das diversas formas de invertases ndo sdo claras,
mas parecem regular a entrada de sacarose nas suas diferentes vias de utilizagdo
(Sturm, 1999). A invertase acida vacuolar contribui em destaque para a
importagdo de sacarose, especialmente durante a expansdo do crescimento em
diversas estruturas drenos, como pontas de raizes, gemas e folhas em

desenvolvimento (Sturm & Tang, 1999; Andersen et al., 2002; Weschke et al.,



2003). Ela contribui consideravelmente para o fluxo de sacarose através do
tonoplasto, e para a entrada de hexoses no metabolismo citoplasmatico (Koch,
2004). Esse papel para a invertase vacuolar ¢ adicional as ja reconhecidas
fungdes de regulacdo do turgor e a regulacdo do balango de agtlicar em tecidos de
frutos e tubérculos maduros (Sturm & Tang, 1999).

Em contraste, pouco se sabe sobre a fungdo fisiologica da invertase
neutra do citosol, por ela ser extremamente labil, sua atividade enzimatica ¢
rapidamente perdida durante a preparacdo da amostra (Yao et al.,, 2009). A
invertase neutra do citosol é considerada uma enzima de manutengdo, envolvida
na degradacdo da sacarose visando manter as concentracdes de hexoses no
citosol (Albertson et al., 2001).

A outra rota sacarolitica ¢ catalisada pela Susy e envolve uma clivagem
reversivel de sacarose dependente de UDP, produzindo UDP-glicose e frutose. A
Susy estd, geralmente, associada ao crescimento e a expansao celular, portanto,
esta presente em quase todos os tecidos das plantas. Tem seu papel reconhecido
em varios processos metabdlicos, admitindo-se que a sua atividade esteja
relacionada, predominantemente, com a sintese de parede celular e de amido
(Winter & Huber, 2000). No citoplasma, a Susy pode estar associada a
membrana celular, exatamente para fornecer intermedidrios para a sintese de
celulose (Ruan et al., 2003; Koch, 2004).

Outro aspecto fundamental para o rapido crescimento e desenvolvimento
das plantas ¢ o eficiente suprimento de nitrogénio organico para os diversos
sitios de crescimento. O nitrato € a principal forma de nitrogénio inorganico
disponivel para as plantas e a redutase de nitrato ¢ a primeira enzima da rota de
assimilacdo do N-inorganico, assumindo, portanto, papel de extrema
importancia no crescimento e desenvolvimento da planta (Li et al., 2009).

Diversos aspectos do metabolismo do nitrogénio, notadamente o passo

catalisado pela redutase do nitrato tem sido estudado. Para o ingazeiro, em um



dos poucos estudos relacionando crescimento com a assimilacdo do nitrogénio,
observou-se grande acumulo de nitrato nas folhas, mas uma maior atividade da
redutase do nitrato nas raizes (Torres, 2003). J4 em um outro estudo realizado
por Cunha (2003) foi observado uma maior atividade da redutase do nitrato em
folhas. Entender a relacdo entre a atividade desta enzima na raiz e parte aérea, ¢
relaciona-la com o transporte de carboidratos entre fonte e dreno, pode ajudar na
visualizagdo de aspectos fisiologicos de interesse, com aplicabilidade nos
sistemas florestais.

Em diversas espécies tem sido demonstrado que a atividade metabolica
das raizes ¢ altamente dependente da importagdo de agucares e que fatores que
afetam a integridade das folhas e/ou o transporte no floema, induzem rapido
declinio no metabolismo das raizes, em virtude do decréscimo na
disponibilidade de fotoassimilados (Koster, 1963; Radin et al, 1978),
particularmente na assimilagdo do nitrato que requer energia metabolica e
esqueletos carbonicos para formagdo dos aminoacidos, que sdo supridos em
orgios nao fotossintetizantes pelos agucares fornecidos pelas folhas (Oaks &
Hirel, 1985; Bredemeier & Mundstock, 2000).

Em relacdo ao transporte de assimilados, de maneira geral, plantas com
altas taxas de crescimento contam com um eficiente elo de conexdo entre os
sistemas radicular ¢ aéreo, mediante uma rede de condugao, o xilema e o floema,
que se encontram organizados de forma a permitir a circulacdo de agua, solutos
minerais e organicos na planta entre fonte e dreno.

O xilema, posicionado mais internamente no caule, apresenta-se com a
principal fun¢fo do transporte unidirecional ascendente de agua e solutos
minerais, sempre da raiz para a parte aérea da planta, seguindo a corrente
transpiratoria (Sartori et al., 2005). Tanto a 4gua como os solutos que chegam

até as folhas, juntamente com os carboidratos sintetizados pela fotossintese, sdo



agora retranslocados de uma regido para outra na planta, via floema (Alves,
2008).

Anatomicamente, o floema se localiza externamente ao xilema, estando
entdo mais proximo da porgao exterior do caule (Alves, 2008). O transporte via
floema, pode ocorrer bidirecionalmente, tanto no sentido ascendente quanto
descendente. Vé-se, portanto, que a direcdo do transporte no floema ndo ¢
definida com respeito a forga gravitacional, mas sim pela localizagao relativa das
areas de producao (fonte) e utilizacdo (dreno) dos produtos da fotossintese.

Diversas técnicas t€m sido utilizadas para manipular experimentalmente
as relacdes fonte e dreno nas plantas. Dentre elas destaca-se o anelamento do
caule que consiste na remog¢do de um anel completo da casca (epiderme,
camadas subepidérmicas e floema) do tronco ou de ramos da arvore, seguida do
envolvimento do local com filme de PVC a fim de se minimizar danos de
desidratacdo do tecido e ataques de pragas e microrganismos. Como
consequéncia do rompimento do floema, ha a interrupcdo do fluxo de seiva
elaborada das folhas para as raizes, provocando, dois a trés meses apos o
fendmeno, um espessamento acima da regido anelada, devido ao acumulo de
fotoassimilados (principalmente sacarose) e outros solutos organicos. Em casos
mais severos, morrem as radicelas interrompendo a absor¢do de agua
observando-se a seguir, a murcha de folhas e sintomas de deficiéncia de macro e
micronutrientes que evoluem para a seca e morte da planta (Alves, 2008). Por
outro lado, em algumas espécies, ocorre secrecdo de uma goma na regido
anelada e o tecido de cicatriza¢do rapidamente forma-se em cada lado do corte.
Estudos anatdémicos tém mostrado que conexdes entre as células do floema
podem ser restabelecidas, possibilitando o fluxo de assimilados entre os
diferentes compartimentos da planta. (Hamada et al., 2008).

No setor florestal, esta pratica, embora pouco difundida, ja foi testada

por alguns pesquisadores, como Santin et al. (2008) e Medrado et al. (2002) em



llex paraguariensis, e Ribeiro et al. (1992) em Eucalyptus grandis, visando a
inducdo de brotacdes, numa tentativa de recuperar arvores depauperadas. O
estimulo a brotacao induzido pelo anelamento pode ser explicado pelo fato de tal
pratica provocar o aumento da concentracdo de auxina e carboidratos acima da
regido anelada, e citocininas abaixo (Dann et al., 1985; Sartori & Ilha, 2005).
Dessa forma, uma menor concentragdo de auxina na regido inferior ao
anelamento pode ocasionar um decréscimo do balango auxina/citocinina,
induzindo a ocorréncia de brotagdes (Santin et al., 2008).

Os efeitos do anelamento ndao podem ser explicados somente em fungdo
da distribuicao dos carboidratos, pois ja foram detectadas alteragdes no balanco
endogeno de auxinas (Dann et al., 1985), giberelinas e citocininas (Cutting &
Lyne, 1993) e elementos minerais. O anelamento inicialmente provoca acumulo
de substancias reguladoras de crescimento, produzidas acima da regido anelada
(Sartori & Ilha, 2005), além de causar uma diminui¢do na atividade da redutase
do nitrato nas raizes, sugerindo que o processo de redugdo ¢ limitado pela

disponibilidade de fotoassimilados (Queiroz et al., 1992).

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Neste trabalho foi utilizada a espécie Ingé vera Willd. por fazer parte de
um estudo de revegetacao ciliar do Alto Rio Grande e margens dos reservatorios
das usinas de Itutinga e Camargos, MG. As mudas, com cerca de seis meses de
idade, cedidas pela Companhia Energética de Minas Gerais (Cemig), foram
transferidas para sacos plasticos com capacidade para 1L, contendo uma mistura
de terra, areia e esterco, na propor¢ao de 1:1:1 e mantidas em casa de vegetacio
com sombrite, cujas malhas interceptavam 30% da radia¢do solar. Na época do
transplantio foi realizada uma adubagdo com 2,25g de NH4NO; e 1,25g de KCI

por planta.



3.2 Condicdes ambientais do experimento

As plantas foram previamente selecionadas com base na uniformidade e
altura, descartando-se aquelas que apresentavam brotagdes em seus ramos. Com
cerca de um ano de idade, as plantas foram submetidas a trés diferentes
condigdes: sem anelamento do caule (SA), anelamento na parte mediana do
caule (AM) e anelamento na base do caule (AB). De maneira geral, o
anelamento consistiu da retirada do floema via remogdo de 1 cm do
comprimento da casca. O local do anelamento foi envolvido com filme de PVC
a fim de se minimizar danos de desidratacdo do tecido e ataques de pragas e
microrganismos. O anelamento na parte mediana do caule foi realizado
tomando-se como base a altura onde se encontrava a metade do numero de
folhas da planta naquele estadio de desenvolvimento, enquanto que o
anelamento na base do caule foi realizado a cerca de dez centimetros do coleto

(Figura 1).

FIGURA 1 Locais de anclamento: a) anelamento na parte mediana do caule; b)
anelamento na base do caule.

As avaliagoes foram realizadas imediatamente apds o anelamento (EO), e
em outras duas épocas, referentes aos estadios de desenvolvimento das brota¢des

que surgiram abaixo da regido anelada sendo a segunda (E1), no inicio das



primeiras brotagoes (Figura 2A e 2C), o que ocorreu ha aproximadamente 15
dias apds o anelamento. A terceira avaliacdo (E3) foi aos 30 dias apds o
anelamento quando as primeiras folhas das brotacdes estavam em inicio de

expansao (Figura 2 B e 2D).

FIGURA 2 Representagdo dos estddios de desenvolvimento das brotagdes nas
duas épocas de avaliagdes. A) planta anelada no meio do caule com
brotagdes em estddio inicial de desenvolvimento (E1); B) planta
anelada no meio do caule com brotagdes apresentando as primeiras
folhas em inicio de expansdo (E2); C) planta anelada na base do
caule com brotagdes em estadio inicial de desenvolvimento (E1); D)
planta anelada na base do caule com brotagdes apresentando
primeiras folhas em inicio de expansdo (E2). As setas indicam as
brotagoes.
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A cada coleta foram realizadas analises de crescimento, enzimaticas, e
bioquimicas. Foram realizadas avalia¢des nas folhas das por¢des superiores (Fs)
e inferiores (Fi) das plantas (tomando-se como base a altura onde se encontrava
a metade do niimero de folhas da planta naquele estddio de desenvolvimento),
assim como em raizes (R).

O delineamento experimental foi em blocos ao acaso, com trés
repeticdes de uma planta, para cada época de coleta. Os resultados foram
avaliados por analise de variancia (ANAVA) e as médias dos tratamentos foram
comparadas pelo teste de Skott-Knott (p < 0,05), utilizando o programa
estatistico SISVAR. (Ferreira, 1999).

3.3 Crescimento vegetativo

Para as avaliagdes do crescimento vegetativo foram quantificadas as
massas secas de folhas das por¢des superior e inferior, caule, raizes e brotagdes,
sendo que essa caracteristica foi quantificada ap6s quatro dias em estufa a 70°C.
Adicionalmente, foi avaliado o numero de folhas e a altura das plantas, nimero
de brotagdes e numero de folhas das brotagdes. As alturas das plantas foram

avaliadas medindo-se a distancia entre o coleto e o apice.

3.4 Atividade enzimatica
3.4.1. Avaliagdo da atividade das invertases (acida e neutra) e sacarose
sintase (Susy)

A atividade das enzimas invertases ¢ da SuSy foram avaliadas pelo
método “in vivo”, conforme Cairo (2007).

Para as analises enzimaticas, foram coletadas amostras de raizes
absorventes e folhas que foram imediatamente armazenadas a -80°C, para

posterior analise.
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O material vegetal oriundo de tecidos de folha e raiz, foi cortado em
pequenos fragmentos, com tamanho médio aproximado de 2 mm. Amostras de
200 e 300 mg foram adicionadas a meios de reagdo para invertase (acida e
neutra) e sacarose sintase (SuSy), respectivamente, constituidos de reagentes
especificos para a realizacdo do ensaio de cada enzima.

O meio de reacdo para a invertase acida foi constituido de 200 puL de
tampdo acetato de sodio pH 4,7 1,0 M, 100 uL. de MgCl, 0,1 M e 400 pL de
sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume completado com agua até totalizar
2.000 pL. O meio de reagdo para a invertase neutra foi semelhante ao da
invertase acida, exceto em relagdo ao tampao ¢ ao pH, que foram substituidos
por fosfato de potassio 0,1 M e pH 7,5. Ambos os ensaios foram mantidos em
banho-maria, a 37°C, durante 60 minutos.

O meio de reagdo para a SuSy foi constituido de 300 pL. de tampdo
HEPES-KOH pH 6,0 1,0 M, 150 pL. de MgCl, 0,1 M, 150 uL. de UDP 0,1 M e
600 pL de sacarose 1,0 M, sendo o restante do volume completado com agua até
totalizar 3.000 pL. O ensaio foi mantido em banho-maria, a 25°C, durante 60
minutos.

Para a determinagdo das concentracdes de acucares redutores produzidos
a partir das reagOes enzimaticas, utilizou-se o método descrito por Miller (1959).
A atividade das enzimas foi expressa em micromol de agucar redutor produzido

por grama de matéria fresca (MF) por hora (umol AR g MF h™).

3.4.2 Avaliacdo da atividade da redutase do nitrato

A atividade da redutase do nitrato “in vivo” foi determinada nas folhas e
raizes, conforme Jaworski (1971). A coleta do material foi realizada entre 9 ¢ 10
horas da manha. O material vegetal foi cortado em pequenos fragmentos, com
tamanho médio aproximado de 2 mm. Amostras de 500 mg foram adicionadas a

5 mL de meio de incubacdo contendo tampao fosfato de potéassio 0,1 M e pH
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7,5, n-propanol 1% (v/v) e KNO; a 0,1 M, em um béquer protegido da luz.
Posteriormente, sofreram infiltragdao a vacuo (2 minutos) por duas vezes e foram
incubados em banho-maria a 30°C por 30 minutos. Depois do tempo de
incubacdo, foi retirada uma aliquota de 0,5 mL de cada repeti¢ao e transferida
para o meio de reacdo composto de 1 mL de sulfanilamida 1% em HCI 1,5 N; 1
mL de N-2-naftil etileno 0,02%. O volume foi completado para 4 mL com agua
destilada. A concentracdo de nitrito produzida foi determinada em
espectrofotometro a 540 nm. A atividade da enzima redutase foi expressa em
micromol de nitrito produzido por grama de matéria fresca (MF) por hora (umol

NO, g' MF h'").

3.5 Analises bioquimicas

Imediatamente apds a coleta, amostras de folhas e de raizes absorventes
foram colocadas em estufa a 70°C por quatro dias. Em seguida, 300 mg de
matéria seca foram maceradas em 5 mL do extrator tampao fosfato de potassio
100 mM, pH 7, submetendo-se ao banho-maria a 40°C, por 30 minutos. O
extrato foi centrifugado, a 10.000 x g por 20 minutos, coletando-se o
sobrenadante. O processo foi repetido ¢ os sobrenadantes combinados.

A quantificacdo dos agucares soluveis totais (AST) foi realizada
seguindo o método da Antrona (Dische, 1962). A quantificacdo dos agucares
redutores (AR) seguiu o protocolo descrito por Miller (1959), através de DNS.

Para a extracdo do amido, o pellet da centrifugacdo anterior foi
novamente ressuspendido em 8§ mL do tampdo acetato de potassio 200 mM, pH
4,8. Em seguida, foram adicionados 2 mL da solucdo da enzima
amiloglucosidase, contendo 12,6 unidades, e novamente incubado em banho-
maria, a 40°C, por duas horas. Apos a centrifugacdo a 10.000 x g por 20
minutos, o sobrenadante foi coletado e o volume completado para 15 mL. Para a

quantifica¢do do amido, utilizou-se o método da Antrona (Dische, 1962).
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3.6 Quantificacao de clorofilas

Os teores de clorofila total foram avaliados em extratos obtidos apds a
maceragdo de 0,1 g de matéria fresca de folhas das porc¢des superiores e
inferiores, sendo essas as mesmas utilizadas para a avaliagdo da atividade da
redutase do nitrato. As amostras foram maceradas em almofariz com 5 mL de
acetona (80%), sendo o extrato filtrado e o volume completado para 10 mL, em
sala escura mantida com luz verde. Leituras dos extratos foram realizadas nos
comprimentos de onda de 663 e 645 nm para clorofila a e b, respectivamente. O
teor de clorofila total foi calculado conforme metodologia de Arnon (1949).
Foram realizadas diluicdes nos extratos quando esses se encontravam muito

concentrados.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Crescimento

As plantas que sofreram a retirada de um anel da casca,
independentemente do local de anelamento e da época de amostragem
apresentaram o mesmo numero de brotacdes abaixo deste ponto (Figura 3A). O
nimero de folhas nas brotagdes, assim como a massa seca das brotagdes
somente variou na segunda avaliacdo onde se observa maiores valores nas
plantas cujo anelamento foi feito na parte mediana do caule (Figura 3B).

O estimulo a brotagdo induzido pelo anelamento pode ser explicado pelo
fato de tal pratica provocar aumentos das concentracdes de auxina acima e de

citocininas abaixo da regido anelada (Dann et al., 1985; Sartori & Ilha, 2005).
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FIGURA 3 Numero de brotagdes (A), numero de folhas das brotagdes (B) e
massa seca das brotagdes (C) de plantas com anelamento na parte
mediana do caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes
épocas: (E0) logo apds o anelamento, (E1) inicio das brotagdes
abaixo da regido anelada, (E2) brota¢des com as primeiras folhas em
inicio de expansao.
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Esta variagdo nas concentracdes destes dois hormodnios gera uma
diminui¢do da relagdo auxina/citocinina abaixo da regido anelada, que segundo
Santin et al. (2008), estimula brotagdes neste local. Ainda segundo estes autores,
esse estimulo a inducdo de novos brotos normalmente esta relacionado a uma
estratégia que certas espécies utilizam para repor a area foliar perdida mediante
o estresse provocado pela agdo da remocgao do anel de casca.

Em um estudo realizado por Santin et al. (2008), foi observado que o
anelamento na base do tronco de llex paraguariensis induziu brota¢des abaixo
da regido anelada em 60% das arvores. Ja Ribeiro et al. (1992) relataram que ao
testarem o efeito do anelamento e reguladores de crescimento na indugdo de
brotagdo de cepas de Eucalyptus grandis, verificaram que o anelamento da
metade do tronco proporcionou um acréscimo de 23 % na sobrevivéncia das
cepas, devido a emergéncia das novas brotacdes.

Nas duas épocas de avaliacdo apos o anelamento, esta pratica afetou
negativamente o crescimento em altura das plantas cuja retirada do anel se deu
na regido da base do caule (AB), comparativamente a testemunha, sem
anelamento (SA) (Figura 4A). Uma vez que, ao contrario da testemunha, sem
anelamento (SA) e das plantas com anelamento na parte mediana do caule
(AM), as plantas aneladas na base do caule n3o apresentaram nenhum
incremento em altura com o decorrer das épocas de avaliacao.

Em relagdo ao numero de folhas, ndo se verificaram diferencas
estatisticas entre os tratamentos nas trés primeiras épocas de amostragem (Figura
4B). E importante ressaltar que houve langamento de novas folhas nessas
plantas. Entretanto, observou-se também uma senescéncia e queda das folhas
baixeiras, o que anula em nimero o langamento foliar. O mesmo fendmeno

ocorreu em menor intensidade com a testemunha.

16



120 (A) Aa Aa Aa
= 100 A Ab
5 Ab Ab Aa Aa Ba
o 801
g
S 60
o
] N
E 40
< 20
0,
SA‘AM‘AB SA‘AM‘AB SA‘AM‘AB
E0 El E2
18 1 (B)
16 -
144 Aa Aa A Aa Aa

12 4 Aa Aa Aa Aa

Namero de folhas
>

SA‘AM‘AB SA‘AM‘AB SA‘AM‘AB

E0 El E2

Epocas de avaliagio

FIGURA 4 Altura (A) e niimero de folhas (B) de plantas sem anelamento do
caule (SA), com anelamento na parte mediana do caule (AM) ¢ na
base do caule (AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o
anelamento, (E1) inicio das brotagdes abaixo da regido anelada, (E2)
brotagdes com as primeiras folhas em expansdo. Letras maitsculas
comparam médias dos tratamentos dentro de cada época de
avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias de cada
tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-Knott
(p<0,095).
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A massa seca de folhas, tanto da metade superior como da metade
inferior, ndo variou em funcdo do anelamento do caule nas duas primeiras
avaliacdes. Ja na ultima época, as plantas que sofreram a retirada de um anel na
parte mediana do caule (AM) apresentaram um crescimento de matéria seca nas
folhas superiores, o que ndo ocorreu com as demais. Tanto as testemunhas (SA)
quanto as plantas que sofreram anelamento na base do caule (AB) apresentaram
uma diminuicdo na massa seca de folhas superiores no final do periodo
experimental (Figura 5A). Nesse periodo também foi observada uma redugdo na
massa seca de folhas inferiores nas plantas com anelamento na base do caule
(Figura 5B)

Estes resultados mostram que a maior massa seca das folhas superiores
de plantas com anelamento na parte mediana do caule (AM) pode ter sido em
decorréncia do préprio anelamento. Como essa pratica impede a translocagdo de
fotoassimilados, resulta em um acumulo de carboidratos acima da regido
anelada, permitindo, em um primeiro momento, um maior investimento no
crescimento de Orgdos que se localizam acima desse ponto (Sartori & Ilha,
2005). J& para as plantas aneladas na base (AB) e testemunhas (SA) essa redugdo
na massa seca de folhas superiores foi devido a senescéncia e queda de algumas
folhas inferiores, o que fez com que as folhas superiores se encontrassem em
estadios iniciais de crescimento. Foi observado que em plantas que sofreram
anelamento na base do caule a senescéncia das folhas foi mais intensa que nas
demais.

Tal fato pode ter sido ocasionado por uma senescéncia e abscisdo de
alguns foliolos, em decorréncia da produgdo de etileno estimulada pelo
anelamento do caule, uma vez que esse horménio tem sua sintese induzida por
injurias mecanicas (Taiz & Zeiger, 2004), o que resultaria em uma diminui¢ao

na massa seca, mesmo aumentando o numero de folhas. Outra hipotese seria que
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as folhas mais velhas da base, sofreram um processo natural de senescéncia e
abscisdo, sendo repostas por folhas jovens no topo do caule. A diminui¢do na
massa seca de folhas superiores, portanto, seria decorrente do menor acimulo de
massa seca por se tratarem de folhas ainda em expansdo, em plena fase de
crescimento, quando comparadas a folhas mais maduras.

Quanto a massa seca do caule, essa ndo sofreu influéncia dos
tratamentos (Figura 5C). A analise conjunta dos dados entre crescimento em
altura (Figura 4A) e massa seca do caule permite inferir que nas plantas aneladas
na parte mediana do caule (AM) e na testemunha essas duas caracteristicas
responderam dentro de um mesmo padrio, enquanto que nas plantas aneladas na
base (AB) o crescimento do caule se deu, preferencialmente em didmetro.

Uma vez que massa seca do caule ndo variou, em ultima analise, a
massa seca total da parte aérea seguiu as mesmas variagdes no crescimento das
folhas superiores entre os tratamentos, sendo que na ultima época os maiores
valores foram encontrados em plantas com anelamento na parte mediana do
caule (Figura 6A). No caso de crescimento subterraneo, verifica-se que nao
houve diferencas significativas entre os tratamentos e entre as datas de coleta
(Figura 6B). Portanto a massa seca total da planta seguiu 0 mesmo padrdo de
comportamento da parte aérea (Figura 6C).

Na analise geral do crescimento das plantas, observou-se que embora
tenha havido diferengas entre a massa seca dos diferentes compartimentos no
final, uma compensou a outra, resultando no mesmo padrdo de resposta entre
plantas aneladas ou ndo. Isto implica dizer que o anelamento do caule do
ingazeiro por um periodo de um més, nao afetou o desenvolvimento total dessas

plantas (Figura 6C).
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FIGURA 5 Massa seca de folhas superiores (A), folhas inferiores (B) e caule (C)
de plantas sem anelamento do caule (SA), com anelamento na parte
mediana do caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes
épocas: (EO) logo apos o anclamento, (E1) inicio das brotagdes
abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes com as primeiras folhas em
expansdo. Letras maitsculas comparam médias dos tratamentos
dentro de cada época de avaliagdo, enquanto letras minusculas
comparam médias de cada tratamento no decorrer das épocas, com
base no teste de Skott-Knott (p< 0,05).

20



(A)

Massa seca de parte aérea (g)

(B)

Massa seca de raiz (g)

Massa seca total (g)

El

Fpocas de avaliagio

FIGURA 6 Massa seca de parte aérea (A), raiz (B) e total (C) de plantas sem
anelamento do caule (SA), com anelamento na parte mediana do
caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes épocas: (EO) logo
apos o anelamento, (E1) inicio das brotagdes abaixo da regido
anelada, (E2) brotagcdes com as primeiras folhas em expansdo.
Letras maitsculas comparam médias dos tratamentos dentro de cada
época de avaliacdo, enquanto letras mintisculas comparam médias
de cada tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de
Skott-Knott (p< 0,05).
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4.2 Teor de clorofila total

Tanto nas folhas superiores quanto nas inferiores ndo foram observadas
diferencas significativas nos teores de clorofila total entre os tratamentos (Figura
7). Entretanto observa-se que com o desenvolvimento das plantas houve um
aumento no teor de clorofila nas folhas superiores das plantas aneladas na parte
mediana do caule, ja na segunda avaliacdo (E1). Esses dados revelam que as
folhas superiores dessas plantas tiveram uma acelerag@o na sintese de clorofila, o

que acompanhou o aumento em massa seca dessas folhas (Figura 5A).
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FIGURA 7 Teor de clorofila em folhas da metade superior (A) e inferior (B) de
plantas sem anelamento do caule (SA), com anelamento na parte
mediana do caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes
épocas: (E0) logo apds o anelamento, (E1) inicio das brotagdes
abaixo, (E2) brotagdes com as primeiras folhas em expansdo. Letras
maitsculas comparam médias dos tratamentos dentro de cada época
de avaliacdo, enquanto letras minusculas comparam médias de cada
tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-Knott
(p<0,05).
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4.3 Atividade das enzimas sacaroliticas

A invertase acida apresentou, na primeira e na segunda época de
avaliacdo, o mesmo comportamento para os trés tratamentos (Figuras 8A e B).
Entretanto, na primeira avaliagdo, as maiores atividades ocorreram nas folhas,
comparativamente as raizes. Na segunda avaliagdo, a atividade dessa enzima nas
folhas superiores caiu ao nivel das raizes, fazendo com que as folhas inferiores
mostrassem maior atividade (Figuras 8B ¢ 9A), com maiores valores em plantas
aneladas na parte mediana do caule. Na terceira época ja se observou diferencas
entre os tratamentos onde o anelamento do caule provocou uma queda na
atividade da enzima nas folhas, permanecendo, as inferiores com maiores
valores (Figura 8C).

A menor atividade da invertase acida em plantas aneladas, quando
comparadas com as testemunhas, pode ser decorrente de uma diminuicao do
ritmo de crescimento dessas plantas em fun¢do do anelamento (Sartori & Ilha,
2005). Em plantas que a retirada do anel se deu na base do caule, essa menor
atividade da invertase acida refletiu em uma menor incorporagdo de massa seca
tanto em folhas superiores quanto inferiores na terceira época de avaliagdo
(Figura 5A e 5B). Ja em plantas com anelamento na parte mediana do caule, a
diminuicdo da atividade da invertase acida em folhas inferiores pode estar
relacionada com o crescimento das brotagdes que surgiram abaixo da regido
anelada (Figura 3C), que representam um dreno com maior forga relativa.

De um modo geral, a maior atividade da invertase acida em folhas
inferiores, possivelmente esta relacionada com uma preparacao da célula para a
expansdo dos foliolos, resultando em uma maturagdo gradual, uma vez que cada
unidade fonte-dreno desenvolve-se a partir de folhas da metade inferior para a
superior (Peluzio et al., 1999). Com base, nesses resultados pode-se inferir que,
durante o periodo experimental, as folhas da metade inferior representaram

drenos com maior for¢a relativa. Em plantas aneladas na parte mediana do caule,
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essa maior atividade da invertase acida nas folhas inferiores, pode ser um sinal
de um maior investimento da planta para recuperar a superficie assimilatoria
abaixo da regido de anelamento. A invertase acida contribui em destaque para a
importacdo de sacarose, especialmente durante a expansdao do crescimento em
diversas estruturas drenos, como pontas de raizes, gemas e folhas em
desenvolvimento (Sturm & Tang, 1999; Andersen et al., 2002; Weschke et al.,
2003).

Nas duas primeiras épocas de avaliagdo ndo foram observadas
diferencas na atividade da invertase acida nas raizes em relagdo aos tratamentos.
Entretanto, na ultima avaliacdo, as plantas aneladas apresentaram uma menor
atividade quando comparadas as testemunhas (Figura 9C). Isso pode ser devido
a uma maior demanda por carboidratos para as brotagdes que estdo se
desenvolvendo nessas plantas (Figura 3C), em relacdo as raizes. J4& a menor
atividade da invertase 4cida nas raizes, pode ser evidenciada pela manutencao da
massa seca com o decorrer do experimento, mostrando um baixo ritmo de
crescimento (Figura 6B).

Quanto a invertase neutra, de um modo geral, sua atividade apresentou
valores inferiores a da invertase acida e ndo foram observadas diferencas
estatisticas entre os tratamentos (Figura 10). Logo em seguida a aplicagdo do
anelamento, verificou-se que as plantas apresentaram a seguinte ordem de
distribuicdo decrescente de atividade: folhas superiores, inferiores e raizes
(Figura 10A). Na segunda época de avaliagdo, as folhas inferiores apresentaram
um aumento na sua atividade em relagdo a época anterior (Figura 11B), com
maiores valores para a testemunha (SA) e plantas aneladas na parte mediana do
caule (Figura 10). Ja no final do periodo experimental, observou-se uma nova
queda na atividade dessas plantas, enquanto que para aquelas com anelamento
na base do caule ndo foram observadas diferencas estatisticas com o decorrer do

experimento (Figura 11).
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A menor atividade da invertase neutra em relagdo a invertase acida, ja
era esperada, uma vez que em plantas jovens observam-se altas taxas de
crescimento, sobressaindo a atividade da invertase acida. Sua atividade pouco se
alterou em decorréncia do anelamento, talvez por ser considerada uma enzima
de manutengdo, envolvida na degradagdo da sacarose visando manter as

concentragoes de hexoses no citosol (Albertson et al., 2001).
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FIGURA 8 Atividade da invertase acida em diferentes 6rgdos de plantas sem
anelamento do caule (SA), com anelamento na parte mediana do
caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes épocas: (m)
Folhas da metade superior, (m) folhas da metade inferior, (O) raiz,
(EO0) logo apds o anelamento, (E1) inicio das brotagdes abaixo da
regido anelada, (E2) brotagdes com as folhas em expansdo. Letras
maiusculas comparam médias dos tecidos em cada tratamento,
enquanto letras mindsculas comparam médias de cada 6rgdo nos

diferentes tipos de anelamento, com base no teste de Skott-Knott
(p=< 0,05).
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FIGURA 9 Atividade da invertase acida em folhas superiores (A), inferiores (B)
e raizes (C) de plantas sem anelamento do caule (SA), com
anelamento na parte mediana do caule (AM) e com anelamento na
base do caule (AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o
anelamento, (E1) inicio das brotag¢des abaixo da regido anelada, (E2)
brotagdes com as primeiras folhas em expansdo. Letras maitsculas
comparam médias dos tratamentos dentro de cada época de
avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias de cada
tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-Knott
(p<0,05).
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FIGURA 10 Atividade da invertase neutra em diferentes 6rgdos de plantas sem
anelamento do caule (SA), com anelamento na parte mediana do
caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes épocas: (m)
Folhas da metade superior, (m) folhas da metade inferior, (O) raiz,
(EO) logo apo6s o anelamento, (E1) inicio das brotagdes abaixo da
regido anelada, (E2) brotagdes com as folhas em expansdo. Letras
maiusculas comparam médias dos tecidos em cada tipo de
anelamento, enquanto letras mintsculas comparam médias de
cada orgdo nos diferentes tipos de anelamento, com base no teste
de Skott-Knott (p< 0,05).

29



)

@ Fs

umol AR.g MF' h™

120
(B)
100
Aa Aa
80

60 - Aa BFi
Ab Aa

40 - Ab
Ab Ab Aa

umol AR. g MF'.hn?

20 A

©

H.J:
%
=1
<
°
=t
=

EO0 El E2

Epocas de avaliagio

FIGURA 11 Atividade da invertase neutra em folhas superiores (A), inferiores
(B) e raizes (C) de plantas sem anelamento do caule (SA), com
anelamento na parte mediana do caule (AM) e na base do caule
(AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o anelamento, (E1)
inicio das brota¢des abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes com
as folhas em expansdo. Letras maiusculas comparam médias dos
tratamentos dentro de cada época de avaliagdo, enquanto letras
minusculas comparam médias de cada tratamento no decorrer das
épocas, com base no teste de Skott-Knott (p< 0,05).
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Em relagdo a sacarose sintase (SuSy), outra enzima da rota sacarolitica,
na primeira época de avaliagdo, sua maior atividade foi encontrada em folhas
quando comparadas com as raizes (Figura 12A). J4 na segunda avalia¢do as
plantas sem anelamento do caule (SA) apresentaram uma maior atividade em
folhas da metade inferior (Figura 12B), devido a diminui¢do na atividade da
SuSy em folhas superiores (Figura 13A). Entretanto as plantas aneladas
mantiveram o mesmo padrio, quando comparadas a primeira época (Figura
12A). Na tultima época de avaliagdo, a atividade da SuSy se alterou em relagdo a
anterior, com maior atividade tanto em folhas superiores quanto inferiores nas
testemunhas, e com maiores valores em folhas inferiores para plantas aneladas
(Figura 12C). Em plantas que sofreram a retirada do anel na base do caule, na
segunda e ultima época de avaliacdo foram observados os maiores valores para a
atividade da SuSy em folhas da porcdo inferior, em relacdo aos demais
tratamentos (Figura 13C).

Ja em raizes, a atividade da SuSy apresentou valores muito baixos em
comparagdo as folhas, (Figura 13C), sugerindo que a rota sacarolitica via

invertases foi a que prevaleceu nesse 6rgao.
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FIGURA 12 Atividade da sintase da sacarose (SuSy) em diferentes 6rgdos de
plantas sem anelamento do caule (SA), com anelamento na parte
mediana do caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes
épocas: (m)Folhas da metade superior, (m) folhas da metade
inferior, (O0) raiz, (EO) logo apods o anelamento, (E1) inicio das
brotacdes abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes com as
primeiras folhas em expansdo. Letras maidsculas comparam
médias dos tecidos em cada tipo de anelamento, enquanto letras
minusculas comparam médias de cada 6rgdo nos diferentes tipos
de anelamento, com base no teste de Skott-Knott (p< 0,05).
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FIGURA 13 Atividade da sacarose sintase (SuSy) em folhas da metade superior
(A), inferior (B) e raizes (C) de plantas sem anelamento do caule
(SA), com anelamento na parte mediana do caule (AM) e com
anelamento na base do caule (AB) em diferentes épocas: (EO)
logo apds o anelamento, (E1) inicio das brota¢des abaixo da
regido anelada, (E2) brotagdes com as folhas em expansdo. Letras
maitsculas comparam médias dos tratamentos dentro de cada
época de avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias
de cada tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de
Skott-Knott (p< 0,05).
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4.4 Carboidratos

Em relagdo aos carboidratos, observa-se que apos a primeira época de
avaliagdo, houve um aumento nos teores de agucares soliveis totais tanto em
folhas superiores quanto inferiores de plantas com anelamento na base do caule
(AB) (Figura 14A e B). Esse aumento representa uma resposta direta a pratica de
anelamento, que leva a um actimulo de carboidratos acima da regido anelada
(Chun-Yao et al., 2003; Sartori & Ilha, 2005). Por outro lado, foi observado um
decréscimo nos teores de aglicares soluveis totais em raizes das plantas que
sofreram o anelamento (Figura 14C). Em plantas aneladas na base do caule essa
diminui¢do se deve ao impedimento a translocagdo de fotoassimilados das folhas
para as raizes em funcdo do anelamento, e ao metabolismo respiratério (Chun-
Yao et al., 2003). J4 em plantas com anelamento na parte mediana do caule,
provavelmente, se deve ao surgimento de um novo dreno representado pelas
brotagdes, assim como também ocorreu em plantas aneladas na base do caule.
Na ultima avalia¢do, os teores de aglicares soluveis totais cairam em folhas de
plantas com anelamento na base do caule, fazendo se igualar aos niveis das
demais (Figura 14A e B), provavelmente, em resposta a senescéncia de algumas
folhas observada nesse periodo.

Quanto aos acgucares redutores, de um modo geral, s6 foram observadas
diferencas estatisticas entre os tratamentos em folhas da por¢do superior (Figura
15). Nas duas ultimas avaliagdes, as plantas que sofreram anelamento
apresentaram um aumento gradual nos teores de actcares redutores em folhas
superiores, com maiores valores encontrados em plantas aneladas na base do
caule (Figura 15A). Esse aumento pode estar relacionado com uma preparacio
para expansdo dos foliolos, em decorréncia de uma aceleracdo do

desenvolvimento em fun¢do do anelamento (Sartori & Ilha, 2005).

34



Os teores de amido apresentaram uma brusca queda na segunda
avaliacdo, em relagdo a primeira, para todos os tratamentos, tanto em folhas
quanto em raizes (Figura 16). Entretanto, em folhas da por¢ao inferior, plantas
com anelamento na base do caule apresentaram os maiores teores de amido,
sendo que esse comportamento estendeu-se até a ultima avaliacdo para as folhas
da porg¢do superior (Figura 16B). Este maior acimulo de amido em folhas da
porcao inferior também representa um efeito direto do anelamento do caule
(Chun-Yao et al., 2003). Ja as demais plantas mantiveram seus teores de amido
na ultima avaliacdo. A manuten¢do de baixos teores de amido em plantas
testemunha e com anelamento na parte mediana do caule pode estar ligado ao
maior ritmo de crescimento dessas plantas em comparacdo as plantas aneladas

na base do caule (Figura 3A).

35



(A)

EFs

umol g'1 MS

Agfcares soluveis totais
(umol g* MS)

©

umol g'1 MS

El

Fpocas de avaliagdo

FIGURA 14 Teores de aglicares soluveis totais em folhas da metade superior
(A), inferior (B) e raizes (C) de plantas sem anelamento do caule
(SA), com anelamento na parte mediana do caule (AM) e na base
do caule (AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o anelamento,
(E1) inicio das brotagdes abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes
com as primeiras folhas em expansdo. Letras maiusculas
comparam médias dos tratamentos dentro de cada época de
avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias de cada
tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-
Knott (p< 0,05).
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FIGURA 15 Teores de agucares redutores em folhas da metade superior (A),
inferior (B) e raizes (C) de plantas sem anelamento do caule (SA),
com anelamento na parte mediana do caule (AM) ¢ na base do
caule (AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o anelamento,
(E1) inicio das brotagdes abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes
com as primeiras folhas em expansdo. Letras maiusculas
comparam médias dos tratamentos dentro de cada época de
avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias de cada
tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-
Knott (p< 0,05).
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FIGURA 16 Teores de amido em folhas da metade superior (A), inferior (B) e
raizes (C) de plantas sem anelamento do caule (SA), com
anelamento na parte mediana do caule (AM) e na base do caule
(AB) em diferentes épocas: (E0) logo apds o anelamento, (E1)
inicio das brota¢des abaixo da regido anelada, (E2) brotagdes com
as primeiras folhas em expanso. Letras maitsculas comparam
médias dos tratamentos dentro de cada época de avaliacdo,
enquanto letras mintisculas comparam médias de cada tratamento
no decorrer das épocas, com base no teste de Skott-Knott (p<
0,05).
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4.5 Atividade da redutase do nitrato

De um modo geral a redu¢do do nitrato ocorreu preferencialmente em
folhas, uma vez que estas apresentaram maiores valores para a atividade da
redutase do nitrato. Cunha (2003) estudando o comportamento fisioldgico de
plantas de ingd sob condi¢cdes de alagamento encontrou o mesmo
comportamento em plantas que ndo foram submetidas a essa condigdo.
Contrariamente, Torres (2003) observou um grande acimulo de nitrato nas
folhas do inga, mas uma maior atividade da redutase do nitrato nas raizes
quando comparada a atividade das folhas.

Na primeira época de avaliagdo, a assimilagdo do nitrato em mudas de
ingé ocorreu preferencialmente em folhas da metade inferior, por apresentarem
uma maior atividade da enzima redutase do nitrato (Figura 21A).

A maior atividade da redutase do nitrato em folhas inferiores pode ser
explicada por se tratarem de folhas ainda jovens, mas desenvolvidas,
apresentando mais energia disponivel para a assimilacdo do nitrato, enquanto
que as folhas da metade superior, por serem recém formadas, necessitam de
grande quantidade de energia para o seu desenvolvimento. Em folhas recém
formadas, a capacidade fotossintética assume valores baixos, por interceptarem
menos radiacao, seus cloroplastos ndo estarem totalmente formados e o trabalho
de carboxila¢ao ainda ndo ter atingido sua capacidade méaxima (Larcher, 2004).

As plantas sem anelamento (SA) apresentaram um aumento na atividade
da redutase do nitrato em folhas superiores nas épocas de avaliagdes
subsequentes (Figura 22A), com maiores valores que as folhas inferiores e as
raizes (Figuras 21B e 21C). Essa queda na atividade de folhas inferiores pode
estar relacionada a senescéncia natural de algumas folhas apresentada por essas
plantas.

As reagOes catalisadas pelas enzimas redutase do nitrito e sintase do

glutamato (GOGAT) exigem a redu¢do da ferredoxina, que ¢ feita pelo sistema
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de transporte ndo-ciclico de elétrons (Crawford, 1995). Assim, uma maior taxa
fotossintética, concomitante a uma maior producao de poder redutor, o qual é
necessario para que as reagdes de redugdo do nitrato a aminoacidos ocorram,
resulta em uma maior atividade da enzima redutase do nitrato.

O anelamento do caule afetou a atividade da redutase do nitrato nas
plantas uma vez que estas ndao apresentaram 0 mesmo comportamento que
testemunhas (SA). Na segunda época de avaliagdo, as plantas aneladas
apresentaram uma maior atividade da redutase do nitrato em folhas inferiores,
assim como na primeira época (Figura 21B). Em plantas aneladas na parte
mediana do caule (AM), essa maior atividade em folhas da metade inferior,
provavelmente estd ligada ao fato dessas folhas servirem de fonte para as
brotagdes que estdo se desenvolvendo abaixo desse ponto. Por outro lado, o
anelamento na base do caule afetou a atividade da enzima nas folhas superiores,
possivelmente por causar uma desaceleracdo no seu desenvolvimento,
evidenciado pela manutencdo do teor de clorofila (Figura 7A). Ja na terceira
época de avaliagdo ndo houve diferenca significativa entre os diferentes tecidos
nas plantas que sofreram o anelamento (Figura 21C). Tal fato indica que as
folhas das porgdes superiores e inferiores atingiram um mesmo grau de
maturagdo, ndo apresentando diferengas em relagdo a redugdo do nitrato.

As plantas sem anelamento do caule apresentaram maiores valores para
a atividade da redutase do nitrato radicular na segunda época de avaliagdo,
seguida por uma queda na ultima época (Figura 18C). Essa queda na atividade
da enzima coincidiu com o periodo em que as plantas estavam repondo as folhas
perdidas pela senescéncia natural. No decorrer do desenvolvimento de uma
planta, quando ha a emissdo de uma nova folha, grande parte dos carboidratos ¢é
direcionada para o desenvolvimento do novo 6rgdo. Paralelamente, hd uma
diminuic¢do na taxa de translocacdo desses compostos para o sistema radicular,

diminuindo a disponibilidade de energia nas raizes, o que reduz a taxa de
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assimilacdo de nitrogénio (Vessey et al., 1990; Bredemeier & Mundstock,
2000).

Ja o anelamento do caule provocou uma resposta diferenciada nas
plantas quanto a atividade enzimdtica radicular (Figura 18C). Embora o
anelamento altere a taxa de translocagdo de carboidratos para as raizes, plantas
aneladas na parte mediana do caule (AM) nd3o apresentaram diferencas
significativas na atividade enzimatica radicular com o decorrer do experimento
(Figura 18C). Isso pode ser resultado de um abastecimento das raizes com
fotoassimilados oriundos das folhas que permaneceram abaixo da regido de
anelamento, mantendo os niveis da atividade enzimatica nas raizes.

Ja as plantas com anelamento na base do caule (AB), apresentaram uma
maior atividade enzimatica radicular nas duas ultimas épocas de avaliagdo
(Figura 18C). O que pode ser explicado pelo fato das raizes representarem a
unica fonte disponivel para as brotagcdes que estdo se desenvolvendo na base da
planta, abaixo da regido anelada. Essa maior atividade da redutase do nitrato nas
raizes resultou em grande consumo de suas reservas, o que fez cair
drasticamente o teor de amido (Figura 16C). Contrariamente, Queiroz et al.
(1992) observaram uma diminui¢do na atividade da redutase do nitrato nas
raizes do cafeeiro submetido ao anelamento do caule, sugerindo que o processo

de redugdo foi limitado pela disponibilidade de fotoassimilados.
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FIGURA 17 Atividade da redutase do nitrato em diferentes o6rgdos de plantas
sem anelamento do caule (SA), com anelamento na parte mediana
do caule (AM) e na base do caule (AB) em diferentes épocas: (m)
Folhas da metade superior, (m) folhas da metade inferior, (O) raiz,
(E0) logo ap6s o anelamento, (E1) inicio das brota¢des abaixo da
regido anelada, (E2) brotagdes com as primeiras folhas em
expansdo. Letras maiusculas comparam médias dos tecidos em
cada tipo de anelamento, enquanto letras mintsculas comparam
médias de cada orgdo nos diferentes tipos de anelamento, com
base no teste de Skott-Knott (p< 0,05).
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FIGURA 18 Atividade da redutase do nitrato em plantas sem anelamento do
caule (SA), com anelamento na parte mediana do caule (AM) e na
base do caule (AB) em diferentes épocas: (EO) logo apods o
anelamento, (E1) inicio das brotagdes abaixo da regido anclada,
(E2) brotagdes com as primeiras folhas em expansdo. Letras
maiusculas comparam médias dos tratamentos dentro de cada
época de avaliagdo, enquanto letras minusculas comparam médias
de cada tratamento no decorrer das épocas, com base no teste de
Skott-Knott (p< 0,05).
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5 CONCLUSOES

Os resultados mostraram que o anelamento do caule do ingazeiro, por
um periodo de um més, ndo afetou o desenvolvimento total das plantas, sendo a
massa seca de folhas superiores determinante para o aumento na massa seca total
ao final do experimento. O anelamento acelerou a sintese de clorofila em folhas
da metade superior, ¢ acentuou a senescéncia de folhas inferiores, quando o
anelamento foi realizado na base do caule. Por se tratarem de plantas ainda em
desenvolvimento, foi encontrada maior atividade da invertase acida em relagdo a
invertase neutra, principalmente em folhas inferiores. Em relacdo a redutase do
nitrato, o anelamento afetou a atividade da enzima ja na segunda avaliagdo, onde
as testemunhas apresentaram maior atividade em folhas superiores, enquanto
que nas plantas aneladas essa maior atividade foi encontrada nas folhas da
metade inferior. De um modo geral, entre as plantas aneladas, as que sofreram o
anelamento na parte mediana do caule se comportaram de maneira semelhante a
testemunha, enquanto que as aneladas na base foram as que mais se

diferenciaram.
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