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APRESENTACAO

Este manual foi elaborado especialmente para estudantes do Curso de Ciénci-
as Bioldgicas. Na sua concepgéao, prevaleceu a intengdo de despertar em cada aluno o
interesse pelo estudo da fisiologia das plantas.

Um dos desafios do ensino da Fisiologia Vegetal é permitir ao aluno visualizar
aspectos da dindmica dos processos fisiolégicos, de modo a contribuir para a sua
compreenséo. E justamente nesse sentido que a realizacéo de atividades praticas
apresenta-se como um instrumento valioso e imprescindivel ao processo de aprendi-
zagem.

Ao longo da pratica no ensino da disciplina fomos selecionando de vari-
0s manuais de Fisiologia Vegetal, oriundos desta e de outras Instituicdes de Ensino
Superior, atividades adequadas a compreensao dos processos fisiolédgicos. Daf surgiu
a idéia de agrupa-las em um manual que pudesse integrar teoria e pratica.

Este manual representa, portanto, um maoddulo de 39 atividades praticas,
ordenadas conforme o contelido programatico. Em muitas dessas atividades foram
feitas modificagdes e/ou adaptacdes. Entretanto, algumas delas mantiveram-se prati-
camente inalteradas com relagédo as suas versdes originais.

As atividades deverdo ser desenvolvidas em equipe, devendo cada membro
participar, a0 maximo, da sua condugao. Um bom proveito e que juntos, professor-
aluno, alcancemos 0s nossos objetivos de ensinar e aprender.

Herminia Bastos Freitas
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VIABILIDADE DE SEMENTES: TESTE DO TETRAZOLIO

INTRODUGAO

A viabilidade de uma semente define a sua capacidade de germinar quando
submetida as condicbes adequadas. Portanto, uma semente viavel € uma semente
viva, com embrido apto a retomar o crescimento.

A capacidade germinativa de uma semente pode ser avaliada através de varias
técnicas ou testes, dentre os quais o Teste do Tetrazélio, o qual se baseia na existéncia

de atividade metabdlica no embrido.
OBJETIVO

Avaliar a viablidade de sementes de feijao (Phaseolus. vulgaris L) e de milho
(Zea mays L) pelo teste do Tetrazolio.

MATERIAL

- Sementes de feijao e graos de milho, previamente embebidos em &gua corrente,
por 12h;

- Solugéo a 0,5% de cloreto de 2,3,5 trifenil tetrazolio (TTC);

- Béquer, lamina de barbear, pincas, bastao de vidro;

- Papel aluminio;

- Agua destilada.
PROCEDIMENTO

1. Corte ao meio 10 sementes de feijao e 10 graos de milho;

2. Separe 05 sementes de feijao e 10 graos de milho e ferva por 15 minutos;
1. Imerja o material fervido na solucao de TTC;

2. Imerja, igualmente, na solugdo TTC, as sementes nao fervidas;

3. Observe os resultados apds 60 minutos.

11
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DISCUSSAO

1. Considerando que a cor rosa indica a presenca de tecido ativo, como expli-
car os resultados obtidos?
2. Por que usar sementes fervidas?

w

. Qual o processo metabdlico “indicado” pelo tetrazélio?
4. Como poderia ser explicada a presenca de alguma semente corada no
grupo das fervidas?

Roteiro adaptado de ROCHA,Z.M.M.; SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA, 1972.

VARIACAO DA MASSA E DO VOLUME DE SEMENTES
DURANTE O PROCESO DE EMBEBICAO

INTRODUGAO

A Germinacao é definida como a retomada de crescimento do embrido, apds o
periodo de quiescéncia. Entretanto, para que um embrido viavel e nao dormente
retome a atividade metabdlica, é preciso que o mesmo absorva agua e, com isto, se
rehidrate. Assim, a 12 fase da germinagao corresponde a absorgéao de dgua, processo
denominada de EMBEBICAO.

A embebicdo é um processo fisico correlacionado com as propriedades das
substancias coloidais e que resulta em um aumento de volume da semente.

OBJETIVO

Avaliar a variacao da massa (peso) e do volume de sementes durante o pro-
cesso de embebigao.

MATERIAL

- Béquer de 100 mL;

- Proveta graduada de 50 mL;

- Balanga de analitica;

- Papel absorvente, pinca;

- Placas de Petri;

- Sementes de feijao, milho, mamona, flamboyant, grao de bico, dentre outras.



PROCEDIMENTO
PARTE | - Determinacgéo do peso e da massa antes da embebicao

1. Separe lotes de 10 sementes de cada uma das espécies (03 no minimo);

2. Determine o peso (massa) de cada um desses lotes, pesando-o; anote na
Tabela 1;

3. Determine o volume das sementes:

a) Colocando 10 ml de 4gua em uma proveta e, em seguida, as 10 semen-
tes, anteriormente pesadas. Se for o caso, agite a proveta de maneira a
retirar bolhas de ar que poderiam interferir nos resultados;

b) Anote o volume encontrado. A diferenca entre as 2 medidas (altura do
nivel da dgua sem e com sementes) representa o volume das sementes
utilizadas;

4. Repita para cada um dos lotes de sementes o procedimento anterior, a fim
de obter o volume das mesmas;

5. Cologue os valores encontrados na Tabela 1;

6. Cologue cada um dos lotes das sementes em béqueres separados, conten-

do agua, deixando-os por 24h.

PARTE Il - Determinacao do peso e do volume apé6s a embebicao

1. Retire um dos lotes de sementes de um dos béqueres e seque-as, leve e
rapidamente, com papel absorvente;

2. Pese-o novamente;

3. Determine o volume desse lote pelo processo indicado na Parte | deste
exercicio;

3. Faga 0 mesmo com cada um dos outros lotes de sementes embebidas;

4. Os valores de massa e de volume obtidos devem ser anotados na Tabela 1.

TABELA 1 - Massa e volume das sementes antes (secas) e apés a embebicao.

MASSA VOLUME

Espécies Seca  Embebidas /\ Peso (%) | Seca Embebidas A\ Peso (%)

13
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DISCUSSAO

1. Em que consiste a embebigéo?

2. Qual a consequiéncia da embebigao com relagao a massa e ao volume das
sementes?

3. Os diferentes tipos de sementes apresentaram o mesmo “grau” de
embebicao? A que se pode atribuir esse comportamento?

4. Como se comporta 0 tegumento das sementes apos a embebigao?

5. Existem plantas cujas sementes possuem tegumento espesso e imperme-
avel. Neste caso, como ocorre a embebicdo para que elas germinem?

6. Qual o papel desempenhado pela 4gua na germinagao da semente?

Roteiro adaptado de ROCHA,Z.M.M.; SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal, Salvador: UFBA, 1972.

PRESSAO DE EMBEBICAO EM SEMENTES

INTRODUGAO

A imediata causa da germinacdo de uma semente, freqiientemente, é a sim-
ples embebicao de agua. Como na osmose, na embebigao ocorre movimento de mo-
léculas de agua em resposta a um AW de agua. Contudo, diferentemente, nao requer
a presenca de uma membrana semipermeéavel.

A embebicéo ¢é a adsorgao de agua pelos coldides e resulta da interacéo entre
as moléculas da agua e as superficies sélidas. Isto leva a um aumento de volume do
material embebido, em conseqliéncia do que é gerada uma substancial pressao deno-
minada Pressdo de Embebicgéao.

OBJETIVO

Observar o desenvolvimento da pressao de embebi¢cao em sementes.

MATERIAL

- Sementes de milho (Zea mays L), grao-de-bico (Cicer arietinum L), feijao
(Phaseolus vulgaris, L); dentre outras
- Cartolina;



- Vaselina em pasta; (opcional) 15
- Béquer pequeno (100 mL);

- Grampeador;

- Espétula;

- Papel absorvente;

- Tesoura.

PROCEDIMENTO

1. Confeccione 2 funis de cartolina. Para tanto, risque um disco em uma
cartolina com 10 cm de diametro (utilizando a base de uma placa de petri),
recorte e faga um corte radial; junte as bordas grampeando-as; |dentifique-
os escrevendo em um as letras CS (com semente) e SS (sem semente);

2. Passe vaselina em pasta na superficie interna dos funis e coloque-os sobre
dois bégueres pequenos;

3. Pese 100g de gesso em uma bacia ou outro vasilhame pléstico. Aos poucos,
vé adicionando 100 mL de agua, misturando sempre até obter uma massa
uniforme. Aja rapido, pois o gesso endurece facilmente;

4. Tome o funil SS e preencha-o, completamente, com gesso. Em seguida, no
funil CS coloque gesso até a metade, acrescente 5 sementes da especie
escolhida no centro e complete com gesso;

5. Cologue os funis sobre béqueres e aguarde o endurecimento do gesso.

6. Observe apés 24h.

OBS.: Os funis podem ser substituidos por copos plasticos pequenos (tipo cafezinho).

DISCUSSAO

1. O que ocorreu com os moldes de gesso?

2. Como explicar os resultados obtidos?

3. Se tivessem sido usadas sementes embebidas em lugar de secas, os resul-
tados seriam os mesmos? Por que?

Roteiro adaptado do Manual de BIB — 201 Fisiologia Vegetal, Depto de Botanica, Instituto de Biociéncias, USP, 1994.
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ATIVIDADE DAS ENZIMAS o e B AMILASES NA
GERMINACAO DE SEMENTES

INTRODUGAO

O amido é uma das principais reservas das sementes e representa uma impor-
tante fonte de energia para a retomada de crescimento do embriao durante o processo
da germinagao.

Por se encontrar, como as demais reservas, sob forma insollvel, o amido pre-
cisa ser hidrolisado e, assim, tornar-se disponivel para o embrido. A hidrélise pode
ocorrer pelas vias fosforolitica e hidrolitica, esta Ultima caracterizada pela participagao
das hidrolases (a e b-amilases).

OBJETIVO

Avaliar a reativagao metabolica do embrido a partir da degradacéo do amido.

MATERIAL

- 4 placas de Petri;

12 sementes de milho (4 secas e 8 embebidas);

1g de agar;

- 0,6g de amido;
Béquer de 250 mL;
- Etiquetas;

- Lamina de barbear;

Lugol (iodeto de potassio (KI) 10g, iodo (I, ): bg e agua destilada: 100 mL);

Pipeta e bastao de vidro;

Fogareiro ou chapa aquecedora;
PROCEDIMENTO

PARTE |
1. Etiquete cada placa com as seguintes indicagoes:
a) sementes embebidas;
b) sementes secas;
c) sementes embebidas e fervidas;
d) controle.



2. Ponha em um béquer 80mL de agua, o 4gar e o amido. Ferva esta mistura; 17

3. Distribua, igualmemte, nas 4 placas de Petri a mistura de amido e agar
ainda quente. Deixar a mistura esfriar para solidificar;

4. Corte, com a lamina de barbear, 4 sementes secas e 8 embebidas, ao longo
do comprimento, e utilize apenas uma das metades;

5. Ferva, por 20 minutos, 4 das sementes embebidas;

6. Distribua as sementes conforme a seguinte orientagdo: na placa com indi-
cagao “sementes secas”, coloque as metades dessas com as faces cortadas
em contato com o agar. Cuidado para que as sementes nao figuem muito
proximas umas das outras;

7. Faga 0 mesmo com as sementes embebidas e com as sementes fervidas;

8. Na placa com indicagao “controle”, ndo coloque sementes;

9. Cubra cada uma das placas, deixando-as em local pouco iluminado, a tempe-
ratura ambiente, por 48h.

PARTE Il

1. Retire as sementes de uma das placas;

2. Goteje lugol sobre a superficie do agar de modo a cobri-la totalmente;

3. Espere alguns segundos e escorra 0 excesso de lugol;

4. Repita este procedimento para as demais placas, inclusive a controle;
5. Compare a superficie do agar da placa controle com as demais placas.

DISCUSSAO

1. Qual a finalidade da placa controle?

2. Apds a colocacao do lugol, foram evidenciadas modificagbes na regiao do
agar em contato com as sementes? Quais?

3. Como se justificam essas modificagdes nas regides onde estavam as se-
mentes?

4. Qual o papel da embebicéo na ativagao das enzimas necessérias a germinagao?

5. Quais enzimas estdo envolvidas no processo de hidrélise do amido a glicose?

6. Qual a importancia do amido de reserva da semente para o desenvolvimen-
to inicial da plantula?

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M.;SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal, Salvador: UFBA , 1972.
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AVALIACAO DA ESTRATIFICACAO NA GERMINACAO

INTRODUGAO

Certas sementes requerem exposicao prévia a uma temperatura critica, para
gue possam superar a dorméncia. Esse tratamento com baixas temperaturas é deno-
minado Estratificagdo e durante o mesmo ocorrem alteragdes fisioldgicas e metabd-
licas que resultam na germinacao da semente.

Este tipo de dorméncia tem sido, com freqiiéncia, associado a presenga de
inibidores da germinacao no embriao. E provével que durante a estratificagdo ocorram
alteragbes na relacao entre inibidores-promotores, com redugao nos niveis dos primei-
ros, possibilitando assim a retomada de crescimento do embrido.

OBJETIVO

Avaliar o efeito da baixa temperatura sobre a germinacdo de sementes.

MATERIAL

- Sementes de alface (Lactuca sativa L) e melancia (Citrullus sp.);
- Placas de Petri;

- Algodao ou papel de filtro;

- Pinga.

PROCEDIMENTO

Parte | - Estratificacao

1. Forre uma placa de petri com algod&o ou papel de filtro, umedeca e distribua
50 sementes de alface. Tampe a placa e cubra-a com filme pvc e mantenha
a 5°%C por 48 h;

2. Repita o procedimento com sementes de melancia.

Parte Il - Germinagao

Prepare 8 placas de Petri forradas com algodao umedecido, etiquetando-as

conforme a orientagéo a seguir:

1. AE/30°C (25 sementes de alface estratificadas) e AE/15°C (25 sementes
de alface estratificadas);

2. ANE/30°C (25 sementes de alface nao estratificadas) e ANE/15°C (25
sementes de alface ndo estratificadas);



3. ME/30°C (25 sementes de melancia estratificadas) e ME/15°C (25 semen-
tes de melancia estratificadas);

4. MNE/30°C (25 sementes de melancia nao estratificadas) e MNE/15°C (25
sementes de melancia nao estratificadas).

OBS.: Coloque as placas nas temperaturas indicadas e, apés 5-7 dias, conte o nime-
ro de sementes germinadas, anotando em uma tabela.

DISCUSSAO

1. Como se comportaram as sementes apos a estratificacdo?
2. A resposta das sementes era esperada?
3. Como atua a estratificacdo na promogédo da germinacao?

Roteiro adaptado do Manual BIB— 201. Fisiologia Vegetal. Depto. de Botanica,Instituto de Biociéncias, USP, 1994.

EFEITO DA ESCARIFICACAO NA GEMINAGCAO DE SEMENTES

INTRODUGAO

Em certas sementes, a causa da dorméncia esta no tegumento, por ser o mes-
mo impermedvel a entrada da agua e/ou troca de gases, ou ainda por se apresentar
excessivamente resistente. Nesses casos, a escarificagdo mostra-se como um eficiente
método para quebrar ou superar a dorméncia.

OBJETIVO

Avaliar trés tipos de escarificacdo e demonstrar a importancia desse método na
germinagao de sementes.

MATERIAL

- Sementes de Adenanthera pavonina L (carolina, olho de pavédo ou falso
sandalo), Erythrina speciosa Andr, Delonix regia (Boj.) Raff (flamboyant),
Leucaena leucocephala L (leucena), Pterodon sp (sucupira), dentre outras;

- Lixa de papel, papel de filtro ou algodao;

- Agua destilada, béquer e placas de Petri (05).

19



20 PROCEDIMENTO

1. Escarificacao fisica ou com abrasivo:

- Forrar a placa de Petri com folha de papel de filtro ou simplesmente algodao
umedecido com &gua destilada;

- Lixar 05 sementes de cada espécie lateralmente e distribui-las na placa
etiquetada;

- Na outra placa (controle) distribuir também 05 sementes nao escarificadas
de cada espécie.

2. Escarificagdo quimica:

Colocar acido sulfdrico concentrado em um béquer;

Mergulhar 05 sementes de cada espécie no acido por 10 minutos;
Decantar numa pia e lavar em agua corrente por 20-30 minutos;

- Distribuir sementes tratadas e nao tratadas, separadamente, em 2 placas
forradas com papel de filtro ou algodao e umedecidas;

- Observar a germinagéao das sementes apos 5 dias.

3. Escarificagdo com agua fervente

- Manter agua fervente em um béquer. Mergulhar 05 sementes de cada espé-
cie por 1 minuto, no maximo.

- Distribuir as sementes fervidas e nao fervidas em placas separadas e
etiquetadas.

DISCUSSAO

1. Defina os termos dorméncia e qliiescéncia.

2. A partir dos resultados obtidos, pode-se afirmar que as sementes usadas
estavam dormentes? Por que?

3. Os métodos utilizados mostraram-se eficientes? E na natureza, como a
dorméncia pode ser quebrada?

4. Quando o embrido é a sede da dorméncia, como proceder?

Roteiro adaptado de FELIPPE,G.M; VALIO, I.F.M.; PEREIRA, M.F.A.; SHARIF, R.R; VIEIRA,S.R. Fisiologia do Desenvol-
vimento Vegetal, Rio de Janeiro: Ed.Campos, 1983.



RELACOES ENERGETICAS DA EMBEBICAO 21

INTRODUGAO

A etapa inicial da germinacao de uma semente quiescente envolve a absorgao
de 4gua, processo este denominado de EMBEBICAO.

A embebigao é um processo fisico relacionado com as propriedades dos coléides.
Assim, ocorre independente de a semente estar viva ou ndo. Durante a embebicao,
moléculas de agua interagem com as superficies sélidas, resultando numa diminui-
¢ao da energia livre da 4gua no sistema, que resulta na liberagao de calor.

Vérios fatores interferem na velocidade deste processo e a temperatura é um
deles. Temperaturas mais altas causam embebicdo mais rapida, vez que alteram a
viscosidade e a energia cinética da agua.

OBJETIVO

Observar a variacao da temperatura quando da hidratagdo do amido.

MATERIAL

- Amido desidratado;

- Agua quente e fria;

- Tubo de ensaio grande;

- Proveta de bmL ou pipeta graduada de 5mL;
- Termometro;

- Espatula e béquer.

PROCEDIMENTO

1. No tubo de ensaio, cologue uma camada de amido de milho (previamente
desidratado e guardado em dessecador) de 2 a 3 cm de altura;

2. Mergulhe o bulbo de um termbémetro na massa de amido e anote a tempe-
ratura;

3. Em um bequer a parte, misture agua quente e fria até que se obtenha a
mesma temperatura do amido;

4. Adicione ao amido cerca de 3mL desta dgua e observe imediatamente a
variagdo de temperatura;

5. Observe até que a temperatura atinja 0 maximo.
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DISCUSSAO
1. Defina embebicado e mencione as suas caracteristicas;
2. Como justificar o aumento da temperatura do amido ao desidratado?
3. Se 0 amido usado ja estivesse hidratado, o efeito sobre a temperatura seria

0 mesmo observado para o amido desidratado?

Roteiro adaptado do Manual de Laboratdrio de Fisiologia Vegetal. Universidade Federal de Vigosa/MG, 1994.

EFEITO DA LUZ NA GERMINACAO

INTRODUGAO

De modo geral, as sementes germinam independentes da luz e por isso sao
classificadas como Fotoblasticas Neutras. No entanto, algumas sementes requerem a
presenca da luz (Fotoblasticas positivas) ou a auséncia da mesma (Fotoblasticas
negativas) para germinarem e o fitocromo é o fotorreceptor envolvido no processo.

OBJETIVO

Avaliar o efeito dos comprimentos de onda vermelho curto (660nm) e verme-
lho longo (730nm) na germinagdo do maxixe.

MATERIAL

- Sementes de maxixe;

Béquer, algodao;

Placas de Petri;

Papel de filtro, pingas e etiquetas.

PROCEDIMENTO

1. Etiquete 04 placas de Petri com as seguintes indicagoes:
- Luz fluorescente branca continua;
- Escuro continuo;
- Vermelho curto continuo - VC;
- Vermelho longo continuo - VL;



2.Forre as 04 placas de Petri, ja devidamente etiquetadas, com algodao ou
papel de filtro e umedeca bem com agua destilada;

3.Distribua 10 sementes por placa;

4.Submeta cada placa aos respectivos tratamentos:
- Controle 1: mantenha as placas sob luz constante;
- Controle 2: cubra as placas sem as tampas com plastico preto ou com
papel aluminio de preferéncia;
- Vermelho Curto continuo: cubra as placas com sacos feitos com 2 folhas
de papel celofane vermelho;
- Vermelho Longo continuo: cubra as placas sem as tampas com sacos
feitos com 2 folhas de celofane vermelho e 2 folhas de celofane azul;

5. Disponha o ensaio sobre uma bancada, de modo que fique exposto a luz
continua. Apds 5 dias, efetuar a contagem das sementes germinadas.

OBS.: No tratamento escuro continuo, as placas devem ser cobertas com papel aluminio
ou plastico preto espesso ou colocadas em uma camara escura.

Os tratamentos vermelho curto (VC) e vermelho longo (VL) serao simulados com o uso
de saco feitos com papel celofane vermelho para o primeiro (VC) e celofane vermelho
e azul para o segundo (VL), seguindo Fellipe et al. (1983).

DISCUSSAO

1. Como classificar a semente usada quanto ao fotoblastismo?

2. Caracterize a acao do fitocromo no processo de germinagao.

3. Justifique a utilizacdo dos tratamentos vermelho curto continuo e vermelho
longo continuo.

Roteiro adaptado de Felippe, G.M. et al. Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal. Rio de janeiro, Ed. Campus,1983.
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DETERMINACAO DA AREA FOLIAR

INTRODUGAO

O crescimento é uma das caracteristicas fundamentais dos seres vivos e pode
ser definido como um aumento irreversivel de massa, volume ou peso de uma célula,
6rgao ou organismo. Externamente, ele se manifesta por um aumento de volume.

Para a sua caracterizagao ou quantificagao existem varios indicadores, dentre
0s quais: peso fresco, peso seco, comprimento e também éarea foliar que sera objeto
deste exercicio prético.

OBJETIVO

Utilizar o parametro area foliar como medida de crescimento, numa condicdo
de simulagao.

MATERIAL

- Tesoura;

- Régua;

- Lapis e borracha;
- Papel p/ recorte;
- Ramo vegetal;

- Balanga.

PROCEDIMENTO

1. Colete O1 ramo vegetal com varias folhas, evitando aquelas com bordos
irregulares;

2. Risque, em um papel, um quadrado com as seguintes dimensoes: 10 x 10cm;
Recorte e pese;

3. Destaque as folhas, uma a uma; coloque-as sobre o papel e em seguida,
contorne-as. Feitos os moldes das folhas, numere-os de acordo com a posi¢ao
de cada folha no ramo.

4. Recorte cada decalque e pese-0s separadamente, anotando os respectivos
pesos;

5. Cologue os dados numa tabela e em seguida calcule a area foliar;

6. Elabore um grafico utilizando os dados de area foliar, nimero da folha.

OBS.: O trabalho podera ser desenvolvido em equipe, de 3 a 4 componentes, poden-
do cada grupo trabalhar com uma espécie vegetal.
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DISCUSSAO
1. Qual o objetivo do quadrado?
2. Por que foram pesados os recortes e nao as folhas?
3. Correlacione a posigao da folha no ramo, sua area foliar e também a sua
idade. O que podera ser concluido?

Fonte: Roteiro adaptado de ROCHA Z.M.M.;SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA, 1972.

DETERMINACAO DA BIOMASSA DE ORGAOS VEGETAIS

INTRODUGAO

No processo de desenvolvimento de uma planta, as alteracdes de tamanho e
de massa sao definidas como crescimento enquanto as alteracoes na forma e estru-
tura, caracterizam a morfogénese.

O crescimento se manifesta por um constante aumento de tamanho e pode ser
avaliado de diversas maneiras. Por ser dificil medir diretamente o0 aumento de protoplasma,
é comum medir-se alguma quantidade que seja mais ou menos proporcional a ele, a
exemplo da biomassa fresca, biomassa seca, comprimento, dentre outros.

OBJETIVO

Utilizar o pardmetro biomassa como medida de crescimento num contexto de

simulagao.
MATERIAL

- Folhas;

- Sacos plasticos;
- Sacos de papel;
- Tesoura;

- Balanga;

- Estufa.



PROCEDIMENTO

1. Etiquete cada saco pléstico e cada saco de papel com as indicagdes do

material vegetal a ser coletado (folhas jovens, folhas maduras, folhas de sol,
folhas de sombra, folhas, frutos etc.);

. Colete o material vegetal, colocando-o imediatamente nos sacos plésticos,

especialmente se o local de coleta for distante da sala de aula. Em caso
contrario, pode-se dispensar o uso de sacos plésticos;

. Retire do saco pléstico e pese o material para determinar a biomassa fresca

do mesmo;

. Transfira o material para os sacos de papel j& etiquetados (se necessario,

cortar o material vegetal em pedagos pequenos). E aconselhavel fazer al-
guns cortes/furos nos sacos;

. Levar a estufa a 65°C até a obtencao de peso constante;
. Retire os sacos da estufa e pese-os para determinar a biomassa seca do lote

de material vegetal.

TABELA | — BIOMASSA FRESCA E SECA DE ORGAOS VEGETAIS

B. Fresca B. Seca

Planta

Orgdo vegetal () (%) (® (%)

DISCUSSAO

1.

Compare os parametros biomassa fresca e biomassa seca quanto a precisao
enquanto indicadores de crescimento.

. Por que é importante que a biomassa seca somente seja determinada apés

a confirmacédo do peso constante?

. Por que se deve colocar o material coletado em sacos plasticos?

Roteiro adaptado de ROCHA,Z.M.M.; SILVA, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA,1972.
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ZONAS DE CRESCIMENTO DA RAIZ

INTRODUGAO

O crescimento é o aumento irreversivel de tamanho e que, freqlientemente,
conduz a um aumento de material seco.

As plantas, diferentemente dos animais, nao crescem como um todo, mas
apresentam zonas ou é&reas especificas de crescimento, denominadas meristemas.
Nos &pices dos caules e das raizes localizam-se os dois grandes meristemas primaéri-
0s, responsaveis pelo crescimento em altura dos vegetais.

OBJETIVO

Observar o crescimento inicial da raiz, resultante da atividade do meristema apical.

MATERIAL

- 3 sementes de milho em germinacdo com radiculas retas medindo de 3 a
4cm de comprimento (aproximadamente 72h apds a embebicao);

- Espuma de nylon recortada em retangulo de 10 x 15cm;

- Béquer de 500mL ou de 1000mL, alfinetes entomoldgicos;

- Caneta nanquim, régua;

- Lamina definitiva de tecido meristematico e microscépio.

PROCEDIMENTO

1. Selecione 03 sementes com radiculas bem uniformes. Coloque-as sobre a
bancada e com papel toalha remova, cuidadosamente, o excesso de umida-
de. Mega as radiculas e anote;

2. Margue, com nanquim, 02 das trés radiculas a intervalos de 2mm de uma
extremidade a outra. Faga a marcagéao de modo rapido e com muito cuidado
para nao danificar o 6rgao. A terceira radicula sera o controle;

Pode-se substituir o nanquim por caneta de retroprojetor. Mas, nao esquega
de secar bem as radiculas para ndo manchar a marcacéo;

3. Perfure o endosperma de cada uma das sementes com um alfinete e, em
seguida, fixe-as na espuma de nylon, com as radiculas em posicéao vertical
e direcionadas para baixo;



4. Coloque, verticalmente, a espuma de nylon com as sementes em um béquer 31
contendo um pouco de agua. Tampe com uma placa de Petri;

5. Mantenha o bequer em local pouco iluminado, por um periodo de 24 a 48
horas;

6. Apbs esse periodo, meca novamente as radiculas, observando os espagos
em que se verificou maior crescimento;

7. Observe agora uma lamina com meristema de raiz, atentando para a forma
das células. Localize a zona meristematica e aquela acima da mesma;

8. Compare essa zona de crescimento com aquela de maior crescimento,
evidenciada na radicula de milho a partir da marcagdo com nanquim.

DISCUSSAO

1. O que a marcagéao de nanquim evidenciou em termos de crescimento?
2. Por que a radicula controle nao foi marcada?

3. 0 que ficou comprovado com a radicula controle?

4. Caracterize as etapas de crescimento celular.

5. Como se da a agao dos hormonios vegetais sobre o crescimento celular?

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA, 1972.

GRAVITROPISMO DE RAIZ

INTRODUGAO

Tropismos sao movimentos apresentados pelas plantas causados por cresci-
mento desigual em resposta a um fator ambiental, a exemplo de: luz, temperatura,
gravidade, dentre outros. A Auxina é o hormdnio responsavel por esse efeito fisiolégico.

OBJETIVO

Avaliar a resposta gravitropica positiva da raiz.



32 MATERIAL

- 6 graos de milho em germinagao com radiculas retas medindo de 2 a 3cm
de comprimento (aproximadamente 72h apds a embebicéo);

- Esponja de nylon cortada em retangulos de 10x15cm, aproximadamente;

- Alfinetes entomolégicos;

- Béquer de 1000mL e placa de Petri tamanho grande;

- Lé&mina de barbear ou estilete.

PROCEDIMENTO

1. Corte o &pice da radicula de 03 grédos de milho em germinacéo, deixando
os outros 03 intactos;

2. Marque com nanquim os graos cortados para destaca-los dos demais;

3. Perfure cada grao com um alfinete entomologico. Com cuidado, faga o alfine-
te atravessar o endosperma, nao atingindo o embriao;

4. Fixe-0s na esponja, de maneira que 02 figuem com o apice voltado para
cima, 02 para o lado e 02 para baixo;

5. Cologue a esponja no béquer contendo um pouco de agua e em seguida
tampe-o com uma placa de Petri;

6. Observe o comportamento das radiculas apds 48h.

DISCUSSAO

1. Caracterize o comportamento das radiculas;

2. ldentifique o efeito fisiolégico observado, mencionando o horménio vegetal
responsavel pelo mesmo;

3. Como esse horménio induz o gravitropismo;

4. Por que a remogao do apice anula a resposta gravitropica da raiz?

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA,C. P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA, 1972.



GRAVITROPISMO DE CAULE

INTRODUGAO

Os tropismos sao movimentos por crescimento em resposta a um fator

ambiental unidirecional (luz, gravidade, agua etc.). O gravitropismo,como todos 0s

tropismos, é um crescimento diferencial causado por uma redistribuicdo da auxina, e

que tem como fator desencadeador a gravidade.

OBJETIVO

Observar o gravitropismo de caule.

MATERIAL

- Ramos com 15-20cm de comprimento, aproximadamente, de bem-me-quer

(Wedelia sp);

- 3 tubos de ensaio;

- 1 suporte universal;

- Algodao;

- Parafina sélida;

- Espétula e chapa aquecedora.

PROCEDIMENTO

A W N =

. Cologue &gua nos tubos de ensaio, sem enché-los completamente;

. Introduza um ramo em cada tubo de ensaio;

. Cologue algoddo como tampa, envolvendo o ramo;

. Derreta parafina e impermeabilize o algodao para garantir a sua eficiéncia

como tampa. Cuidado para nao atingir o ramo com a parafina quente; Se
preferir, substitua o algodao com parafina por rolhas perfuradas e utilize
algodao envolvido em filtro transparente para a vedacao;

. Repita o procedimento para os ramos restantes;
. Prenda os tubos no suporte universal, nas 03 seguintes posicoes: raizes

orientadas para cima, para baixo e dispostas horizontalmente;

. Deixe o conjunto em local iluminado, por 24-48 horas;
. Observe os resultados, anotando-os.
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34 DISCUSSAO

1. Qual o comportamento apresentado pelos ramos?

2. A que se deve o comportamento observado?

3. Qual a participacao da auxina no efeito fisiolégico observado?
4. Mencione outros tipos de tropismo

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal. Salvador: UFBA, 1972

EFEITO DA CITOCININA 6BA SOBRE A SENESCENCIA
DE FOLHAS DESTACADAS

INTRODUGAO

A senescéncia é um processo de degeneracdo progressiva e morte de um érgao
ou do préprio organismo, no caso, as plantas anuais ou bianuais. E o que, comumente,
se reconhece como o envelhecimento natural de érgéos e/ou organismos.

Quando ocorre nas folhas, a senescéncia comumente se expressa pelo apare-
cimento de clorose (perda de clorofila) e, em seguida, necrose (morte do tecido). A
acao do Etileno é decisiva para desencadear este processo. No entanto, tem-se obser-
vado que essa agao pode ser antagonizada pela citocinina.

OBJETIVO

Avaliar a acdo da 6-Benziladenina na senescéncia foliar.

MATERIAL

- Folha de Crysanthemum sp ou de Wedelia sp (Bem-me-quer)
- Placas de Petri, papel de filtro, bastdo de vidro, balanca semi-analitica
- Solugéo de 6-Benziladenina (10mg/L)



PROCEDIMENTO

. Forre com algodao ou papel de filtro 02 placas de Petri;

. Etiquete as placas com as indicagdes: Controle e 6BA;

. Prepare a solucao de 6BA na proporgao indicada;

. Umedega com solugao de 6-benziladenina a placa correspondente e com
agua destilada a placa controle;

5. Selecione 3 a 4 folhas maduras e verdes, de preferéncia localizadas na parte

inferior do caule, e cologue-as em cada uma das placas;

A W N =

6. Acompanhe o experimento por 5 a 7 dias.

OBS.: a quantidade de agua ou da solucdo 6BA nas placas deve ser verificada diariamente.

DISCUSSAO

1. Como se comportaram as folhas nos 2 tratamentos?

2. Como explicar o efeito fisioldgico observado, caracterizando a acédo do 6BA.

3. Quais os hormonios envolvidos no processo de senescéncia e como se da a
acdo dos mesmos?

Roteiro adaptado do Manual BIB 201, Fisiologia Vegetal. Dept® de Botanica/ Instituto de Biociéncias. USP, 1994.

EFEITO DO HORMONIO ETILENO SOBRE
O DESENVOLVIMENTO DE PLANTULAS DE FEIJAO

INTRODUGAO

O Etileno (C,H,) é um hidrocarboneto insaturado que se apresenta sob forma
gasosa nas condicoes fisiolégicas de temperatura e pressao. Por ser um produto natu-
ral do metabolismo vegetal, mesmo sendo um gas, é considerado um hormdnio vege-
tal, estando relacionado com vérios processos fisiolégicos, dentre os quais amadureci-
mento de frutos carnosos, abscisao foliar, formagao de raizes adventicias, epinastia e
gancho plumular.

Hidrocarbonetos similares ao etileno, a exemplo do acetileno, quando adminis-
trados em altas doses, podem induzir efeitos fisiolégicos similares aos do etileno,
ainda que nao sejam horménios.
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OBJETIVO

Avaliar o efeito do etileno e do seu analogo, o acetileno, sobre o desenvolvimento

inicial do feijao.

MATERIAL

- Sementes hidratadas de feijao (Phaseolus vulgaris L);

- Terra vegetal;

- Fruta em maturacédo (banana);

- 06 garrafas tipo peti (2 L);

- Carbureto (dois pedagos pequenos);

- Sacos pléasticos e filme pvc;

- Copos plasticos de 200mL ou vasos;

- Fita crepe;

- Béquer pequeno;

- Campanula de vidro.

PROCEDIMENTO

1.

Tome 6 garrafas transparentes (tipo peti) e corte a extremidade superior logo
abaixo da regiao de estreitamento;

. Tome 6 copos/vasos plasticos, coloque terra vegetal ou solo até a metade e

umedeca adequadamente. Distribua 5 sementes de feijao, previamente
embebidas, em cada;

. Tome 2 desses copos/vasos e cologue, separadamente, dentro de 2 garra-

fas peti, que servirao como campéanulas. Cubra as superficies abertas com
plastico, prendendo-o com a fita crepe. Coloque as etiquetas: controle/luz e
controle/escuro;

. Tome mais 2 copos/vasos e cologue, juntamente com as bananas, em cada

uma das garrafas peti. Cubra as superficies abertas com plastico, prendendo-
o com a fita crepe. Coloque as etiquetas: etileno/luz e etileno/escuro;

. Os 2 copos/vasos restantes serdo colocados em campanulas ou outro

vasilhame de vidro transparente, onde também se colocara o carbureto (uma
pedrinha dentro de um béquer pequeno). Cubra as superficies abertas com
filme pvc e coloque as etiquetas: acetileno/luz e acetileno/escuro;

. Disponha os tratamentos que exigem “escuro” em uma camara ou armario,

e aqueles que exigem luz, sobre a bancada, mantendo-se 0 ambiente per-
manentemente iluminado;
Observar por 5 a 7 dias e concluir.
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. Avalie o comportamento das plantulas nos diferentes tratamentos;

. Qual a funcao da fruta em processo de maturagao?

. Qual a relacéo entre etileno e escuro?

. Defina gancho plumular e explique a acdo do etileno sobre 0 mesmo;
. Justifigue o uso do carbureto;

o O~ W N =

. Caracterize a acao do etileno e acetileno sobre o desenvolvimento do feijao,
a partir dos efeitos fisiolégicos induzidos.

Roteiro adaptado do Manual BIB 201, Fisiologia Vegetal, Depto. de Botanica, Instituto de Biociéncias, USP, 1994.

EFEITO DA GIBERELINA SOBRE O DESENVOLVIMENTO
DE GEMAS EM TUBERCULOS

INTRODUGAO

As Giberelinas sédo diterpenos &cidos, de ocorréncia geral nas plantas. Estao
envolvidas em varios efeitos fisiolégicos, a exemplo de: crescimento celular,
hiperalongamento do caule, germinacdo e quebra de dorméncia de sementes,
mobilizagao das reservas do endosperma no desenvolvimento do embrido, floracao e
desenvolvimento do fruto.

OBJETIVO

Observar a agado da giberelina no desenvolvimento de gemas.

MATERIAL

- Tubérculos de batata (Solanum tuberosum L);

- Placas de Petri;

- Béqueres de 300 mL (2);

- Solugao de acido giberélico (GA, ) - 34,63 mg/L.
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PROCEDIMENTO

1. Prepare a solugao de GA,, conforme indicado;

2. Separe 8 tubérculos de batatinha de tamanhos equivalentes. Conte o nu-
mero de “olhos” (reentrancias com gemas) de cada um e anote em uma
tabela;

3. Coloque 2 tubérculos na solugao de acido giberélico, por 1 minuto, e 2
tubérculos, por 5 minutos;

4. Coloque os outros 4 tubérculos em agua. Retire 2 apés 1 minuto, e 0s
outros 2, apdés 5 minutos.;

5. Etiquete 4 placas de Petri com as seguintes indicagoes: 1. Tubérculo + GIB (1');
2. Tubérculo + GIB (5'); 3. Tubérculo + agua (1'); e 4. Tubérculo + agua (5');

6. Transfira os tubérculos para as placas correspondentes, colocando-as proxi-
mas a uma fonte de luz natural;

7. Observe durante 2 semanas;

8. Elabore uma tabela e coloque os dados. Calcule o percentual de gemas
desenvolvidas.

DISCUSSAO

1. Como se comportaram as gemas dos tubérculos tratados e nao tratados?
2. Justifique a resposta dada.

Roteiro adaptado do Manual BIB 201, Fisiologia Vegetal — Depto de Botanica, Insti-
tuto de Biociéncias, USP, 1994.

INTERAGCAO ABA/GA NA GERMINAGAO DE SEMENTES

INTRODUGAO

No desenvolvimento da semente ha significativa alteracdo nos niveis dos
hormonios. Na maioria das espécies, nos estadios iniciais de desenvolvimento do
embrido, os niveis de Citocinina, Auxina e Giberelina se mostram mais altos, e os de
ABA, baixos. Ao final da embriogénese, os niveis destes hormonios declinam e, em
contrapartida, os niveis de ABA se elevam.



Na germinacao, a giberelina é necessaria para a degradagao das reservas. Em
cevada e em outros cereais, enquanto a giberelina promove a ativacao da maioria das
hidrolases, especialmente a-amilase, o0 ABA age de modo inverso, inibindo a biossintese
desta enzima.

OBJETIVO

Avaliar o efeito da interacao ABA/GA, na germinagao de sementes de maxixe,
pepino e/ou alface.

MATERIAL

- Sementes da espécie escolhida;

- Placas de Petri;

Papel de filtro e algodéo;

- Béqueres de 100mL (04), bastao de vidro;

- Agua destilada;

- Fita crepe ou etiquetas;

- Solugbes de ABA a 26,43 mg/L e de GA, a 34,63 mg/L.

PROCEDIMENTO

1. Prepare as solugdes nas concentragdes indicadas;
2. Forre 04 placas de Petri com algodao e/ou papel de filtro e etiquete com as
seguintes indicagoes:

Placa 1 — ABA

Placa 2 — GA,

Placa 3 — ABA + GA,
Placa 4 — Agua;

3. Umedega as placas conforme as indicacdes acima;
4. Distribua 30 sementes da espécie escolhida em cada placa;
5. Observe a germinacdo apos 5-7 dias.

DISCUSSAO

1. Explique os resultados obtidos;
2. Caracterize a acéo dos hormonios GIB e ABA na germinagao destas sementes.

Roteiro adaptado de Felippe, G. M. Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal. Rio de
Janeiro: Campus, 1983.
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FOTOMORFOGENESE EM PLANTULAS

INTRODUGAO

A importancia da luz para as plantas nao se limita a captagéo e transducao da
energia para a fotossintese, mas também a sua influéncia no desenvolvimento do
vegetal. Os efeitos formativos da luz sdo denominados de Fotomorfogénese, estando
mediados pelo Fitocromo. Dentre os processos fisiolégicos controlados por este pig-
mento, acham-se: germinacao, floragdo, crescimento de cotilédones, desenvolvimen-
to de plantulas e outros.

OBJETIVO

Avaliar o efeito da luz sobre o desenvolvimento de plantulas de milho (Zea
mays, L), feijao (Phaseolus vulgaris, L), mostarda (Sinapsis alba,L.); alface (Lactuca

sativa, L)

MATERIAL

- Sementes da espécie escolhida;
- Placas de Petri;

- Papel de filtro;

- Béquer;

- Agua destilada;

- Algodao.

PROCEDIMENTO

1. Forre O3 placas de Petri com algodéo e/ou papel de filtro;

2. Distribua 10 sementes, por placa, da espécie escolhida;

3. Umedega as placas com agua destilada;

4. Coloque as placas de Petri sob as seguintes condicoes luminosas:
- placa 1 — luz fluorescente continua;
- placa 2 — luz de comprimento de onda de 730 nm (vermelho longo);
- placa 3 — escuro;

5. Observe o desenvolvimento das plantulas apés 5-7 dias.

OBS.: Para obtengao de vermelho longo, cobrir as placas com sacos feitos com duas
folhas de papel celofane azul e duas vermelho (FELIPPE et a/., 1983). Para condigéo

de escuro, usar papel aluminio ou cdmara escura.



DISCUSSAO

1. Como explicar os resultados obtidos?

2. Cite 03 efeitos formativos da luz apresentados pelas plantulas;

3. Os efeitos acima mencionados podem ser atribuidos a fotossintese?
4. Por que se usou o vermelho externo e nao o vermelho curto?

Roteiro adaptado de Felippe, G. M. Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal. Rio de
Janeiro: Campus, 1983.

INFLUENCIA DA LUZ NO CRESCIMENTO DE GEMAS
DE BATATINHA (SOLANUM TUBEROSUM L.)

INDICACAO

A vida da Terra depende basicamente da luz, tanto como fonte de energia na
fotossintese, como regulando o desenvolvimento do vegetal. Processos morfogenéticos
como germinagao e floragao sao exemplos do efeito formativo da luz no desenvolvimento
da planta (Fotomorfogénese). O pigmento envolvido com esse processo é o Fitocromo,
uma cromoproteina sollvel em agua e de ampla ocorréncia no reino vegetal.

OBJETIVO

Observar o efeito morfogenético da luz no desenvolvimento inicial da batatinha.

MATERIAL

- Tubérculo de batata;
- Vaso ou copo pléstico;
- Areia Umida.

41



42  PROCEDIMENTO

1. Corte um tubérculo de batatinha em duas metades, atentando para que
figuem com o0 mesmo nlmero de gemas;

2. Transfira cada metade para um vaso/copo com areia Umida;

3. Numere os vasos/copos com: 1-Luz Natural e 2-Escuro. Coloque-os sob as
condigdes indicadas, lembrando que o vaso 1 devera ficar proximo a uma
janela. O vaso 2 podera ser colocado dentro de um armaério ou camara
escura;

4. Observe o desenvolvimento das gemas (brotacéo) apds 21 dias.

DISCUSSAO

1. Caracterize os aspectos dos tubérculos crescidos sob luz e no escuro;
2. Como se justificam as diferengas observadas?
3. Comente sobre a agao do fitocromo no processo.

Roteiro adaptado de Felippe, G. M. Fisiologia do Desenvolvimento Vegetal. Rio de
Janeiro: Campus, 1983.

OBSERVACAO DO FENOMENO DA POLARIDADE
EM ESTACAS HERBACEAS

INTRODUGAO

Os vegetais exibem uma forma caracteristica representada por um eixo longi-
tudinal, cujas extremidades sao completamente diferentes, e que serve de suporte
aos o6rgaos laterais, como as folhas e frutos.

A polaridade do eixo longitudinal se estabelece desde a primeira diviséo do
zigoto e persiste por toda a vida da planta. E inerente aos tecidos e ndo depende da
luz, gravidade ou outra condigdo externa.



OBJETIVO

Observar o fendbmeno da polaridade em estacas, a partir da emissao de raizes
adventicias e de gemas.

MATERIAL

- Estacas de Coleus (créton) ou de Mimo-de-Vénus (Antigonum sp)
- Copos e sacos pléasticos

PROCEDIMENTO

1. Selecione 10 estacas de 10-15cm de comprimento;

2. Cologque metade das estacas em um copo plastico, contendo um pouco
d’agua, com o apice morfolégico voltado para cima, e a outra metade, com
0 apice morfolégico para baixo. Marque as estacas de modo a distingui-las;

3. Cubra o copo com saco plastico ou coloque-o num béquer grande contendo
um pouco d'agua e com uma das suas paredes laterais revestida com um
papel absorvente ou algodao, a fim de evitar o dessecamento;

4. Observe os resultados durante 2-3 semanas.

DISCUSSAO

1. O que é polaridade?
2. 0 que se observou, em termos de morfogénese, nas estacas com apices
para cima e naquelas invertidas? Como explicar essas respostas?

Roteiro adaptado do Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal. Universidade Fede-
ral de Vigosa/MG, 1994.
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FORMACAO DE RAIZES E GEMAS ADVENTICIAS EM FOLHAS
DA FORTUNA (BRYOPHYLLUM CALLICINUM)

INTRODUGAO

Em algumas espécies vegetais, a exemplo da Bryophyllum callicinum, conhe-
cida como folha da fortuna, é comum observar-se o aparecimento de plantulas ou
mudas ao longo das margens das folhas a partir das gemas af situadas. Este fenéme-
no é conhecido como epifilia e resulta da acédo balanceada dos hormdnios auxina e
citocinina.

OBJETIVO

Observar o fendbmeno da epifilia.

MATERIAL

- 6 Folhas de fortuna (Bryophyllum calicinum), de tamanho e forma comparaveis;
- Placas de Petri (06);
- Etiquetas e tesoura.

PROCEDIMENTO

1. Cologue areia lavada em 6 placas de Petri e umedega-as conforme a orien-
tagcdo que se segue:
- placas 1 e 2 — 4gua
- placas 3 e 4 — solugdo de BA (10mg/L)
- placas 5 e 6 — solugéo de AIB (10mg/L)

2. Separe 3 folhas inteiras e coloque-as nas placas 1, 3 e 5;

3. Corte as trés folhas restantes em pedagos, de tal forma que figue uma
reentrancia da borda por pedacos e cologue-os nas placas 2, 4 e 6;

4. Durante 3 semanas, observe o nimero de reentrancias que contém gemas
e/ou raizes. Cologue os dados na tabela a seguir.



Tabela — NUmero de gemas e raizes nos diferentes tratamentos

AGUA BA AlIB

Gemas Raizes Gemas Raizes Gemas Raizes

Folhas Inteiras

Folhas Recortadas

DISCUSSAO

1. Analise os resultados obtidos com base na % de formacgdo de gemas;
2. Compare a formagao das gemas nos tratamentos que utilizaram folhas inteiras;
3. Idem para as placas nas quais foram colocados os fragmentos das folhas.

Roteiro adaptado do Manual BIB-201, Fisiologia Vegetal, Depto. Botanica, Instituto
de Biociéncias, USP, 1994.
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AGUA NA PLANTA 49

PERMEABILIDADE DA MEMBRANA CELULAR

INTRODUGAO

Ao se colocar uma célula numa solugéo qualquer, ela perderé ou ganharé agua
em resposta ao seu potencial de dgua (¥ de agua). Quando o seu W é maior ou mais
enérgetico do que o da solucéo, a célula perdera agua para o meio, contraindo o seu
volume até separar-se da parede celular. Esse fendmeno é denominado de Plasmoélise.
Ao contréario, quando o W da célula é mais negativo do que o da solugao, ocorrera
uma entrada de &gua na mesma, levando-a a Turgescéncia.

Turgescéncia e Plasmélise sdo processos que decorrem justamente da propri-
edade de permeabilidade seletiva, caracteristica das membranas celulares.

OBJETIVO

Observar os processos de Turgescéncia e Plasmolise em células de tecido
vegetal.

MATERIAL

- Fragmentos de bulbo de cebola;

- Laminas de barbear;

- Pincéis, pingas e conta-gotas;

- Béquer;

- Vidro de relégio;

- Laminas e laminulas;

- Agua destilada, solugdo aquosa de Vermelho Neutro a 0,25% e solugéo de NaCl.

PROCEDIMENTO

1. Retire, descolando, um fragmento da epiderme interna de um bulbo de cebola;
2. Coloque esse fragmento sobre uma lamina e goteje a solugéo de vermelho neutro;
3. Observe ao microscépio, atentando para a forma das células nessa CONDIGAO 1;
4. Prepare, em um béquer pequeno, uma solugao concentrada de NaCl;
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5. Substitua a solucdo de vermelho neutro da lamina contendo o fragmento, pela de
NaCl. Para isto, use o conta-gotas e goteje a solugao de NaCl em uma das
extremidades da laminula, colocando uma tira de papel filtro na extremidade
oposta;

6. Observe ao microscépio, acompanhando as alteragdes do volume celular e
denomine o processo que se evidencia nessa CONDICAQ 2;

7. Substitua a solugao de NaCl do fragmento por agua destilada, procedendo
como no item 5;

8. Observe mais uma vez ao microscépio, denominando o processo evidenci-
ado nessa CONDIGAO 3.

DISCUSSAO

1. O que se observa quanto ao movimento da 4gua na CONDICAO 2? Como
definir a célula em tal estado?

2. O que ocorre ao substituir-se a solugdo salina por agua destilada? Por que
isto acontece?

3. Defina POTENCIAL DE AGUA e, a partir disso, atribua valores hipotéticos
para célula e solucao que justifiquem os movimentos da dgua observados nas CON-
DICOES 2 e 3.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z. M.M., SILVA, C. P. Manual de Fisiologia Vegetal.
Salvador: UFBA, 1972.

PERMEABILIDADE CELULAR

INTRODUGAO

As moléculas da dgua numa solugéo estdo em continuo movimento, colidindo
umas com as outras e liberando energia cinética. Todo e qualguer movimento da agua
decorre da sua condigao energética de realizar trabalho ou simplesmente do seu po-
tencial de agua (W de agua). A agua fluird sempre em resposta ao um AWY e esse fluxo
sera da condicao mais energética para a menos energeética.



Quando ocorre um movimento livre de particulas de uma regido mais concen-
trada para uma regido menos concentrada, da-se o nome de Difusdo. Caso essa
difusédo se dé através de uma membrana com permeabilidade seletiva, sera denomi-
nada Osmose. Através da osmose, a célula podera perder dgua para o meio em
resposta a um AW, tornando-se Plasmolisada ou, ao contrario, poderéa absorver
4gua do meio, tornando-se Tdrgida.

OBJETIVO

Verificar os processos de difusao, turgescéncia e plasmdlise.

MATERIAL

- 04 Béqueres;

- Pedra de anil;

- Papel celofane, papel de filtro, barbante;
- Vareta de madeira;

- Placas de Petri;

- Laminas e laminulas;

- 02 Tubérculos de batata;

- NaCl (sal de cozinha);

- Glicerina.

PROCEDIMENTO

1. DIFUSAO
- Coloque agua até a metade de um béquer ou copo;
- Acrescente uma pedra de anil;
- Deixe em repouso por meia hora mais ou menos.

2. OSMOSE
- Corte um quadrado de celofane e cologue dentro um pedaco pequeno de anil;
- Amarre com um barbante formando um saquinho com a pedra de anil dentro;
- Amarre o saquinho na vareta de madeira;
- Suspenda o saquinho em um béquer ou copo com agua, sem encontrar o

fundo;

- Deixe em repouso até o dia seguinte;
- Descreva o resultado, justificando o fato observado.
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3. PLASMOLISE E DESPLASMOLISE

- Observacdo macroscépica:

- Coloque em duas placas de Petri 30mL de 4gua e acrescente na primeira
placa um pouco de sal;

- Corte 2 fatias de batata e, em seguida, pese-as;

- Coloque as 2 fatias de batata nas placas e aguarde por 10 minutos;

- Retire as batatas, pese-as e depois verifique o volume de dgua. Compare
os resultados e justifique corretamente.

- Observagdo em nivel celular:

- Retire, através da técnica do rasgao, uma pelicula transparente da epiderme
de Tradescantia sp ou do bulbo de uma cebola;

- Coloque uma gota de 4gua sobre a lamina e depois o tecido vegetal cobrin-
do com uma laminula. Retire o excesso de agua com papel filtro;

- Examine o material ao MO no menor aumento. Registre em desenho no
maior aumento;

- Com papel filtro, retire em uma das bordas a agua e acrescente no
lado oposto uma gota de glicerina ou de solucao concentrada da NaCl;

- Observe e registre;

- Faca a troca da glicerina ou NaCl por agua e registre.

DISCUSSAO

1. Defina: Difusdo e Osmose.

2. Que direcao toma o fluxo de agua quando se coloca a glicerina?
3. Como se apresentam as células apds a introdugao de glicerina?
4. E possivel distinguir a membrana plasmatica da parede celular?
5. O que ocorre quando se substitui a glicerina por agua?

Roteiro adaptado da Apostila de aula prética. Universidade Federal de Santa Maria/RS,

1994.



EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A PERMEABILIDADE 53
DAS MEMBRANAS CELULARES

INTRODUGAO

Uma importante propriedade das membranas celulares é a permeabilidade
seletiva, em conseqiliéncia do que algumas substancias a atravessam facilmente,
enquanto outras nao. A agua flui livremente, o que ndo acontece com os solutos.

O pigmento vermelho e hidrossollvel da beterraba (Beta vuigaris L) pertence
ao grupo das Betacianinas e apresenta como caracteristica o fato de nao atravessar a
membrana plasmatica, nem tampouco o tonoplasto, uma vez que essas estruturas
mostram-se impermeaveis aos mesmos. Entretanto, determinados fatores podem al-
terar essa permeabilidade, dentre os quais a temperatura.

OBJETIVO

Avaliar o efeito da temperatura sobre a permeabilidade das membranas celulares.

MATERIAL

- Raizes de beterraba;
- Pinga;

- Faca ou bisturi;

- Papel toalha;

- 04 tubos de ensaio;
- Papel aluminio;

- Fogareiro;

- 03 Béqueres;

- Termometro;

- Agua destilada

- Pipetas;

- Suporte para tubos de ensaio;
- Placas de Petri.
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PROCEDIMENTO

1. Etiquete 4 tubos de ensaio com as indicagoes:
- freezer (-10 a -20°C)
- geladeira
- ambiente (controle)
- 70°C
2. Cologue, 10 mL de &gua destilada em temperatura ambiente, em cada um
dos tubos de ensaio e tampe-o com papel laminado ou rolha;
3. Corte 4 fragmentos de beterraba com as dimensoes 0,03m x 0,05m 0,01 m;
4. Cologue os fragmentos de beterraba em um béquer com agua destilada e
lave-os bem até que a agua saia limpa. Seque, rapidamente, em papel
absorvente;
5. Tome dois desses fragmentos, enrole cada um em um papel laminado e
cologue um deles no freezer e o outro na geladeira, por 20 minutos;
Ao retira-los do freezer e da geladeira, cologue-os nos tubos correspondentes.
6 Aquega a agua em um béquer a temperatura de 70°C e mergulhe o 3° fragmen-
to de beterraba por 2 minutos. Transfira-o para o tubo etiquetado 70°C;
7. O Ultimo fragmento deve ser colocado diretamente no tubo etiquetado ambiente;
8. Apds 30 minutos, agite os tubos e compare os tratamentos com o tubo
controle, considerando a intensidade de difusao da betacianina.

DISCUSSAO

1. Como explicar o resultado obtido no tubo de ensaio contendo o fragmento
de beterraba submetido a 70°C?

2. Compare os resultados dos tubos de ensaio correspondentes aos fragmen-
tos de beterraba submetidos aos tratamentos geladeira e freezer. Como ex-
plicar o efeito da baixa temperatura sobre a permeabilidade das membranas
celulares?

3. Qual a importancia de se lavar os fragmentos de beterraba antes da monta-
gem do ensaio?

4. Por que os frutos sdo normalmente armazenados em temperaturas baixas,
porém nunca abaixo de zero?

Roteiro adaptado da UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA, Manual de Laboratdrio
de Fisiologia Vegetal, Minas Gerais, 1984.



TURGESCENCIA E PLASMOLISE EM CELULAS VEGETAIS

INTRODUGAO

0 estado interno de 4gua de uma célula vegetal esta constantemente variando para
que ela se ajuste as mudangas no ritmo metabdlico e as flutuagdes de agua no ambiente.

A agua se move em funcédo da sua energia, da sua capacidade de realizar
trabalho, ou seja: do W de agua. Toda vez que existir um gradiente de potencial de
agua (AW), ocorrerd movimento da agua sempre do meio de maior condigao energética
para o de menor energia. Portanto, uma célula vegetal, quando colocada em uma
solugéo, absorvera ou perdera agua, caso exista um gradiente de potencial de agua
(AW) entre @ mesma e a solugado. Quando o W de &gua do tecido € maior do que o
da solugao, a dgua saira da célula, tornando-a plasmolisada. Na condigéo inversa, a
agua entrara na célula, levando-as a turgescéncia.

OBJETIVO

Observar os processos de plasmélise e desplasmdlise em células de tecido
caulinar.

MATERIAL

- Caule de abdbora ou de cocd (Alocasia sp);

- Bisturi ou lamina de barbear;

- 2 béqueres de 50 mL;

- Pinca metalica;

- Solucao de sacarose a 0,6 M ou de NaCl a 10%.

PROCEDIMENTO

1. Corte dois pedagos do caule (aproximadamente 0,06 m) e, em uma das
extremidades, faga quatro cortes no sentido longitudinal, a uma profundida-
de de 0,02 m;

2. Pese os dois pedacos de caule, anotando os respectivos valores;

3. Prepare a solugéo sugerida, colocando-a num dos béqueres. No outro, colo-
que apenas agua destilada. Etiquete-os devidamente;

4. Coloque um dos pedacos de caule no béquer contendo a solugédo previa-
mente preparada, e 0 outro, no béquer com agua destilada;
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56 5. Deixe por uns 15 minutos e observe. Apds esse periodo, retire cada frag-
mento de caule e pese, apds secé-lo levemente;
6. Retorne os fragmentos aos béqueres, invertendo a ordem; aquele que se
encontrava na solucdo devera ficar na agua destilada e vice-versa;
7. Aguarde 15 minutos, acompanhando o aspecto desses fragmentos. Pese-

0S novamente.
DISCUSSAO

1. Com base no conceito de ¥, , explique os resultados em ambas as situagoes.
2. Seria possivel nao observar qualquer alteracdo no peso desses fragmentos?

Justifiqgue a sua resposta.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA, 1972.



CONDUCAO E PERDA DE AGUA PELA PLANTA 57

ASCENSAO DA AGUA NA PLANTA

INTRODUGAO

A &gua absorvida pelas raizes ascende através do xilema, alcancando as fo-
lhas, e depois, por transpiragdo, a atmosfera. As for¢as propulsoras para a ascensao
da agua pelo xilema envolvem a tensao gerada pela transpiracdo, a coesao entre as
moléculas da 4gua e a adesao dessas as superficies dos vasos e dos traqueides.

OBJETIVO

Demonstrar a existéncia de tensoes internas na planta, através da absorgao de
corante sollvel em agua.

MATERIAL

- Planta de caule herbaceo, a exemplo de alfavaca de cobra (Peperomia
pellucida, Kunt) ou ramos com flores de margarida (Chrysanthemum sp);

- 2 frascos erlenmeyer de 100 mL;

- Solucao de azul de metileno a 0,1%;

- Solucao de eosina a 0,2%;

- Lamina de barbear.

PROCEDIMENTO

1. Cologue em um dos frascos um pouco da solugao de azul de metileno a
0,1% e, no outro, a de eosina a 0,2%;

2. Selecione 2 ramos de tamanhos aproximados da espécie herbacea, cujas
raizes e parte do caule estejam submersos em agua; seccione-0s com uma
lamina de barbear;

3. Mergulhe os ramos cortados, um em cada solugao;

4. Coloque os frascos em local bem iluminado e acompanhe por um periodo
entre 2 a 3h, a ascensao das solucdes nos ramos, em especial a da eosina.

Obs.: No caso de usar capitulos de margarida, cortéa-los sob 4gua, deixando o peddnculo
com bcm de comprimento.



58 DISCUSSAO

1. As solugdes apresentaram a mesma velocidade de ascensao? Por que?
2. Caracterize o xilema, o tecido condutor da agua;

3. Explique o mecanismo da coesao-tensao;

4. Nas condicbes do ensaio, é possivel a existéncia de pressao de raiz?

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M.; SILVA, C.P.. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA, 1972.

TRANSPIRACAO PELO METODO DA CAMPANULA

INTRODUGAO

No balango hidrico de uma planta, enquanto uma pequena parte da agua
absorvida pelas raizes é utilizada para o crescimento, a maior parte é eliminada para
a atmosfera pelo processo de transpiragao, sob a forma de vapor.

A atmosfera terrestre é relativamente seca, o que favorece a desidratagdo. Ao
perder 4gua para a atmosfera, a planta evita 0 aguecimento excessivo em decorréncia
da absorcao de luz para a fotossintese, assim como refrigera as superficies expostas,
impedindo ou dificultando o dessecamento.

A transpiragdo pode ser observada quando se coloca uma planta ou sua parte
aérea sob uma campanula de vidro. Apds algum tempo, surgem goticulas de agua,
como resultado do aumento do vapor d’agua na atmosfera desse ambiente fechado.

OBJETIVO

Observar o processo de transpiragdo em ramos cortados.

MATERIAL

- Campanula de vidro transparente;

- Vaselina ou fita crepe;

- Erlenmeyer de 250 mL com rolha perfurada;
- Algodao hidrdfilo;



- Fonte de luz (lampada de de 60W);
- Ramos de Eritrina sp ou de outra arvore ou arbusto qualquer, recém-cortado
em agua.

PROCEDIMENTO

1. Colete um ramo com 20 cm de comprimento, cortando-o sob agua;

2. Coloque agua de torneira no erlenmeyer, tampando-o com uma rolha;

3. Introduza o ramo coletado no orificio da rolha, vedando com algodéo, se
necessario;

4. Coloque o erlenmeyer com o ramo sob a campéanula de vidro;

5. Passe vaselina ou uma fita crepe larga no contato da campanula com a
bancada de modo a vedar totalmente o sistema;

6. llumine o ramo. Aguarde uns 30 minutos e observe a parede interna da
campanula.

DISCUSSAO

1. Nas condicdes do ensaio, como a transpiragao ficou comprovada?

2. Qual a via preferencial de transpiragao?

3. Por que a luz é importante para a transpiragdo? E nas condigbes deste
ensaio, qual a sua fungao?

4. Espera-se que a intensidade do processo de transpiracao, nessas condi-
¢oes, seja mantida? Justifique corretamente.

5. O processo de gutagdo pode ser observado sob as condigoes deste ensaio?
Por que?

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C. P. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA, 1972.
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60 TRANSPIRACAO PELO METODO DO PAPEL DE COBALTO

INTRODUGAO

Aproximadamente 99% da agua absorvida pela planta é perdida pelas folhas,
sob forma de vapor, a partir da transpiragdo. Dessa dgua perdida, estima-se que
apenas 5% ocorram através das cuticulas e, 95% restantes, pelos estomatos.

As células-guarda dos estébmatos funcionam como valvulas hidraulicas
multissensoriais, controlando o fluxo transpiratério.

OBJETIVO

Observar o processo de transpiragao pelo método do papel de cobalto.

MATERIAL

- Laminas (04), pregadores de roupa (04);

- Tiras de papel de cobalto (tiras de papel de filtro nas dimensdes de 2cmx4cm,
embebidas em solugéo de CoCl a 5% e, posteriormente, secas em estufa);

- Um ramo com folhas inteiras e largas de uma espécie qualquer, a exemplo
de Sanchesia sp, ou imerso em &gua ou outra espécie qualquer envasada.

PROCEDIMENTO

1. Colete 0 ramo sob agua ou use uma planta envasada;

2. Escolha duas folhas e cologue uma tira de papel de cobalto sobre cada face
das mesmas;

3. Cubra cada tira de papel de cobalto com uma lamina seca, prendendo as
extremidades com um pregador de roupa ou uma presilha qualquer;

4. Observe, apos alguns minutos, a alteragao na cor das tira de papel de cobalto.

DISCUSSAO

1. Explique as alteragdes observadas nas tiras de papel de cobalto.
2. Por que o ensaio foi montado em ambas as faces das folhas?

3. O que os resultados comprovaram?

4. Explique o mecanismo de abertura estomatica.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C. P. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA,1973.



TRANSPIRACAO PELO METODO DE PESAGENS SUCESSIVAS

INTRODUGAO

A transpiracao ou perda de dgua na forma de vapor é um fenémeno comum a
todas as plantas terrestres. A quantidade total de dgua absorvida por qualquer planta
é enorme, contudo, aproximadamente 99% dessa agua é liberada para a atmosfera
pela transpiragdo. Estimativas indicam, por exemplo, que o milho, o tomate e a batata
podem perder 200, 125 e 95 litros de agua respectivamente, nos periodos de cres-
cimento.

Vérios sdo os métodos que servem para medir a transpiracao. Dentre eles,
um freqlientemente empregado consiste em acompanhar a perda de peso da folha ao
longo de um tempo.

OBJETIVO

Avaliar a transpiragao pelo método da balanca.

MATERIAL

- Balanga semi-analitica;
- Folhas recém-colhidas;
- Barbante;

- Pregador de roupa.

PROCEDIMENTO

1. Colete uma folha de um vegetal qualquer, deixando-a com parte do peciolo.
Amarre o peciolo com um cordao e pese imediatamente. Anote o dado
numa tabela;

2. Pendure a folha pelo cordao de modo que ambas as faces figuem nas
mesmas condigdes de arejamento. N&o deixe incidir luz diretamente sobre
a folha, nem tampouco forte ventilacao;

3. Repita a pesagem a cada 15 minutos, registrando os dados na tabela, por
um tempo de 60 a 90 minutos;

4. Faga um grafico plotando os dados de pesagens no eixo das ordenadas e os
de tempo no das abscissas.
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DISCUSSAO

1. A que se deve atribuir a perda de peso registrada?

2. Qual a participacdo dos estdbmatos na transpiragao?

3. 0 que leva um estdbmato a se abrir?

4. Por que a perda de peso observada ndo se mantém crescente apés algum
tempo?

5. Explique o mecanismo de fechamento de um estdbmato.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA, 1972.

ABERTURA ESTOMATICA PELO METODO DE INFILTRACAO

INTRODUGAO

O método de infiltragdo foi desenvolvido por Alvim e Havis (1954) e permite
avaliar a abertura relativa dos estématos. Consiste em aplicar uma gota de um liquido de
facil penetragdo numa face da folha e observar a penetragao ou ndo do mesmo no tecido.

Trata-se de uma técnica qualitativa, na qual uma série de solugoes é preparada
com o liquido de diferentes tensdes superficiais, a exemplo de éleo mineral neutro,
Nujol e Xilol.

OBJETIVO

Ter uma idéia aproximada da abertura relativa dos estématos.

MATERIAL

- Frascos conta-gotas;
- Plantas diversas;
- Mistura Nujol: Xilol nas proporgoes especificadas a seguir;



Mistura Nujol : Xilol

N° da mistura 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11
Xilol (prop.) 100 90 80 70 60 50 40 30 20 10 O
Nujol(prop) O 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

PROCEDIMENTO

1. Coloque uma gota de cada solugao na superficie da folha. A abertura relativa
dos estdbmatos correspondera ao nimero da Ultima solucdo que penetrou
visivelmente no tecido dentro de 1 minuto, no méaximo;

2. Repita este procedimento em folhas expostas a condigdes diferentes de
irradiancia (sol/sombra), de estresse hidrico (turgida/murcha) e de idade
(nova/velha).

DISCUSSAO
1. Esta técnica deve ser aplicada em ambas as faces de folha? Por que?

2. Expligue o mecanismo de abertura e fechamento dos estématos.
3. Quais as vantagens e desvantagens de utilizagdo de método de infiltracéo.

Roteiro adaptado do Manual do Laboratério de Fisiologia Vegetal, Depto. de Biologia
Vegetal, Universidade Federal de Vicosa/MG, 1994.

GUTACAO

INTRODUGAO

A gutacdo ou sudacédo é a perda de agua sob a forma liquida, observada em
certas espécies herbaceas, quando submetidas a determinadas condicbes ambientais.
Esse processo, verificado freqlientemente ao entardecer ou nas primeiras horas da ma-
nha, se manifesta pela perda da agua na forma de gotas, que se da através de poros de
abertura fixa, associados com um tecido parenquimatoso modificado (hidatédios).
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Na gutacao, a 4gua ascende através do xilema sob uma pressao criada na raiz,
denominada pressao radicular. Nessas condigdes, a planta nao esta transpirando, o
solo acha-se bem suprido em &gua e a umidade relativa do ar ¢ alta.

OBJETIVO

Estudar as condigdes necessarias para a ocorréncia do fendmeno da Gutacao.

MATERIAL

- 2 vasos com 3 plantas jovens de milho ( 3 a 6 dias de idade) ou vasos com
Bem-me-quer (Sphagneticola trilobata (L) Pruski) ou Tradescantia sp;

- Solugéo de NaCl a 5% (sal de cozinha);

- Campanula de vidro;

- Béquer.

PROCEDIMENTO

1. Etiquete os vasos com as indicagoes: agua e NaCl;

2. Regue-os com NaCl a 5% e &gua, conforme a identificacao das etiquetas;
3. Tampe-0s com uma campanula ou um frasco invertido;

4. Observe as margens da folha durante 2-3h;

Obs.: Usar vasos cujos solos estejam bem secos.

DISCUSSAO

1. Compare os resultados, justificando o comportamento da espécie em ambas
as situagoes.

2. Como é gerada a pressao de raiz? Nessas condigOes, existird tensédo no
xilema? Justifique.

3. Quais as condigdes ambientais que favorecem a gutagao?

4. Por que as plantas ficaram sob uma campéanula?

Roteiro adaptado de ROCHA,Z.M.M; SILVA,C.P. Manual de Fisiologia Vegetal, Salvador:
UFBA, 1973.
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FOTOSSINTESE

EXTRACAO E SEPARACAO DE PIGMENTOS
EM TECIDOS FOLIARES

INTRODUGAO

Os pigmentos presentes nas plantas superiores incluem as clorofilas a e b e
os carotendides (fotossintéticos) e também os flavondides, entre os quais estao as
antocianinas. Enquanto os pigmentos fotossintéticos acham-se localizados nos
cloroplastos, as antocianinas encontram-se dissolvidas em agua no suco celular.

As antocianinas ocorrem como glicosideos, geralmente possuindo uma
ou duas unidades de glicose ou galactose. Apresentam coloragdo sensivel ao
pH, que varia de azul ao vermelho, ainda que existam algumas incolores. Séo
responsaveis pelo colorido das flores, embora também possam ocorrer em fo-

lhas, frutos e raizes.

OBJETIVO

Observar as classes de pigmentos lipossolUveis e hidrossolUveis em tecidos
foliares através da particdo em solventes nao misciveis.

MATERIAL

- almofariz;

- Folhas de cdleos ou de Tradescantia sp e folhas verdes de qualquer espécie;
- Tubos de ensaio (2);

- Acetona a 80%;

- Proveta de 50 ou 100 mL (1);
- Eter etilico;

- Funil separador (1);

- Papel de filtro;

- Funil de vidro (1);

- Algodao;

- Pipetas de 5 ou 10 mL (2).



70

PROCEDIMENTO

1. Macere 10 a 15 folhas variegadas e verdes em 100mL de acetona a 80%;

2. Filtre 0 homogenado em dois discos de papel de filtro, tendo uma camada
de algodéo entre os mesmos;

3. Filtre novamente, usando apenas duas folhas de papel de filtro. Repita o
procedimento por mais 2-3 vezes;

4. Tome 20mL de filtrado num funil separador e adicione, inicialmente, 20 mL
de éter etilico e depois 20 mL de agua destilada, girando sempre o funil;
observe 0 que acontece;

5. Transfira 5 mL da camada inferior para um tubo de ensaio e acrescente 5 mL
de 4gua destilada;

6. Faca o mesmo com a camada superior, observando as diferencas.

DISCUSSAO

1. Com base nas caracteristicas das camadas, identifique aquela onde estao
os pigmentos fotossintetizantes.

2. Qual a caracteristica desses pigmentos que justifica a resposta anterior?

3. Qual a funcao desses pigmentos no processo fotossintético?

4. Como caracterizar as antocianinas quanto a solubilidade?

5. Qual a localizacédo celular das antocianinas e qual a particularidade das

mesmas com relacao ao pH do meio?

Roteiro adaptado do Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal da Universidade
Federal de Vigosa/MG, 1994.



SEPARA,(;AO DE PIGMENTOS FOTOSSINTETICOS
PELA TECNICA DA CROMATOGRAFIA DE PAPEL

INTRODUGAO

Os pigmentos fotossintéticos das plantas superiores acham-se localizados nos
cloroplastos e compreendem as clorofilas a € b e os carotenoides. Desses, apenas a
clorofila a participa diretamente do fluxo de elétrons, enquanto os demais atuam
indiretamente, transferindo energia luminosa para a clorofila a.

A cromatografia de papel é uma das técnicas usadas na separagao dos pig-
mentos cloroplastidicos, que se baseia na particdo liquido-liquido dos compostos,
qguando tiras de papel de filtro servem como suporte de uma fase aquosa e uma fase
movel organica se dirige para o apice ou extremidade da cromatografia.

OBJETIVO

Separar e identificar os pigmentos fotossintéticos pela técnica da cromatografia
de papel.

MATERIAL

- Folhas verdes de qualquer espécie e variegadas de cdleos ou de Tradescantia sp;
- Lamina de barbear ou bisturi;

- Almofariz;

- Acetona e algodao hidrofilo;

- Funil de vidro, tubos de ensaio (2) e suporte;

- Fonte de luz e discos de papel de filtro;

- Solucao de NaOH a O,1N e de HCI a O,1N.

PROCEDIMENTO

Parte 1 - Observacao do fendmeno da Fluorescéncia

1. Corte 6-10 folhas verdes e variegadas em pedacos pequenos hum almofariz;

2. Cologue um pouco de acetona e macere;

3. Filtre 0 homogenado em algodéo e papel de filtro e receba o filtrado em um
tubo de ensaio;

4. Observe a coloragdo do extrato sob a agao de luz direta e refletida;
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Parte 2 — Cromatografia em papel

1. Marque o centro de um disco de papel de filtro com um ponto a lapis (nao
use tinta e nem dobre o papel).

2. Com uma pipeta ou conta-gotas, coloque uma gota do extrato. Deixe a gota secar
um pouco e cologue outra gota. Continue gotejando (5-7 gotas), sempre sobre o
mesmo ponto, até que surjam varios circulos coloridos no disco ou na tira;

3. Se preferir faga a cromatografia em coluna; para tanto cologue uma pequena
aliquota do extrato em um bequer pequeno e em seguida, imerja uma tira
de papel de filtro (6cm x 2cm), apenas a extremidade inferior, com o cuida-
do de deixar o papel apoiado a parede do bequer.

4. Se surgirem circulos azulados ou avermelhados (no disco ou na coluna)
cologue uma gota de solugao acida (HCI) ou basica (NAOH) sobre os mesmos.
Observe o0 que acontece.

DISCUSSAO

1. Identifique os pigmentos presentes no extrato, caracterizando-os quanto a
faixas de absorcédo de luz, solubilidade e localizagao celular.

2. Caracterize a participagao dos mesmos no processo fotossintético.

3. Como explicar o comportamento da clorofila quando exposta a luz direta e
refletida?

4. Caso tenham surgido os circulos azulados ou avermelhados, identifique os
pigmentos responsaveis pelos mesmos e explique o comportamento dos
mesmos em presenga do acido ou de uma base.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., SILVA, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal,
Salvador: UFBA, 1972.

FOTOSSINTESE E PONTO DE COMPENSACAO LUMINOSO

INTRODUGAO

Quando as condigoes se mostram desfavoraveis para a fotossintese, a assimi-
lagdo de CO, pode ocorrer em uma proporgao apenas suficiente para compensar as
perdas provenientes da respiragdo e da fotorrespiracao. Nesta condicdo, a troca de
CO, entre a planta e 0 meio € zero, ou seja: ndo ha trocas gasosas liquidas e a planta



se encontra em seu “ponto de compensagdo”. Em caso de ser a luz o fator limitante,
diz-se que a intensidade luminosa na qual a fotossintese liquida é zero corresponde
ao ponto de compensacédo luminoso ou irradiancia de compensacéo.

O ponto de compensagao luminoso varia com as espécies e com os fatores luz,
temperatura, disponibilidade de nutrientes e concentracao de CO,

OBJETIVOS

Determinar o ponto de compensacao luminoso em folhas isoladas (de sol e de
sombra), bem como verificar o efeito do deficit hidrico sobre a fotossintese.

MATERIAL

- Folhas verdes de sol e de sombra de espécies C,;
- Solugdo indicadora de vermelho de cresol ( NaHCO, (84mg/L), KCI (7,46g/L)
e vermelho de cresol (10mg/L) com pH ajustado a 8,1);
Esta solugao serve para indicar o teor de CO, no ar. Quando o CO, aumenta,
a solugao torna-se mais acida e sua cor passa para amarelo (fotossintese
menor do que a respiracao); quando o CO, diminui, torna-se mais alcalina,
e sua cor passa a rosa purpura (fotossintese maior do que a respiragéo). Se
nao ocorrer variagao em sua cor, significa que o CO, do ar permaneceu
constante (fotossintese igual a respiragéo);
- Tubos de ensaio grandes(9);
- Suporte para os tubos de ensaio(5);
- Rolhas de cortica ou borracha (8);
- Papel aluminio, pipeta graduada de 10 mL(1), lampada refletora e luximetro;
- Hastes fixadoras (8 segmentos de arame de cobre com 5 cm de comprimen-
to, tendo uma das extremidades curvada, similar a de um anzol).

PROCEDIMENTO

1. Cologue 2 mL da solugéo indicadora nos 9 tubos de ensaio, fechando-os
bem com tampa de cortica ou borracha, onde j& devem estar presas as
hastes fixadoras;

2. Separe 5 tubos e fixe, nas hastes, 4 a 5 folhas tdrgidas ou fragmentos das
mesmas (dependendo do tamanho) em cada um deles. Cologue os tubos a
distancias de: 5, 50, 100, 150 e 200cm da fonte de luz. Com o luximetro,
meca a intensidade luminosa a que estd submetido cada tubo;
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3. Proceda do mesmo modo com o 6° tubo, mas enrole-o completamente em
papel aluminio e o exponha a luz;

4. Fixe no 7° tubo 4 a 5 folhas murchas e coloque-o frente a luz forte;

5. Reserve 0 8° tubo como testemunha;

6. Tome o 9° tubo ensaio que contém apenas a solucao indicadora, sopre-o
seguidamente e observe a mudanca de coloracao da solugdo. Em seguida,
acrescente algumas gotas de uma solucao alcalina (NaOH a O,1N, por exem-
plo) e observe o que acontece com a solugao indicadora;

7. Apos 60-90 minutos, observe a coloracao da solucdo indicadora nos diver-
sos tubos de ensaio e determine o ponto de compensacao luminoso da

espécie em estudo.

Obs.: Sugere-se que parte do grupo trabalhe com uma espécie de sombra e, a outra,

com uma de sol.

DISCUSSAO

1. Justifigue o comportamento das folhas nos diferentes tubos de ensaio.

2. Defina ponto de compensacao luminoso e explique o que ele representa
para uma planta.

3. As folhas murchas poderiam imprimir um tom vermelho mais intenso a
solugao? Explique a sua resposta.

4. Plantas de sol sao transferidas para um local sombreado. Que efeito isto
traria ao desenvolvimento das mesmas?

Roteiro adaptado do Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal, Universidade Fede-
ral de Vigosa/MG,1994.



FOTOSSINTESE - LUZ, CLOROFILA E SINTESE DE AMIDO

INTRODUGAO

Na fase bioquimica da fotossintese, o CO, € reduzido a carboidrato, os princi-
pais produtos acumulados séo: sacarose e amido. Enquanto a sacarose é a principal
forma de agUcar translocéavel no floema, o amido representa o agUcar de reserva para
a maioria das plantas.0 amido é sintetizado nos plastideos, mais especificamente
nos cloroplastideos, quando a sintese ocorre nas folhas, e amiloplastideos nas demais
partes da planta. Nas folhas, o seu teor varia, aumentando durante o dia, uma vez
que a exportagdo nao acompanha a taxa de acimulo, em decorréncia da fotossintese.
A noite, a situacao se inverte e o teor decresce, ndo s6 pelo consuMo na respiragao
como pelo fato da translocagéo continuar.

O amido é constituido por amilose (cadeias nao ramificadas) e amilopectina
(cadeias ramificadas), e ambas colorem-se pelo lugol, o que permite detectar a sua
presenca na célula.

OBJETIVO

Determinar o papel da clorofila e da luz no acimulo de amido nas folhas.

MATERIAL

- Folhas variegadas de coleos;

- Béquer ou copo de 250 mL (1);

- Azulejo branco e placa de Petri (grande), pipeta ou conta-gotas;

- Alcool etilico de uso domestico, Fogareiro elétrico;

- Solugéo de Lugol: iodeto de potassio (KI) 10g, iodo (1, ) 5g e dgua destilada
100 mL.

PROCEDIMENTO

Parte 1 - Efeito da clorofila

1. Retire uma folha variegada de Coleus sp;

2. Faga um desenho dessa folha, indicando as areas verdes e de outros tons;

3. Determine a presenca do amido, em toda a folha. Para isso, mergulhe a
folha, pelo periodo de meio a um minuto, em agua fervente e transfira-a para
0 béquer ou copo contendo alcool étilico em banho-maria (ou por refluxo em
banho-maria), até a sua despigmentacao completa;
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4. Cologue a folha, com a face abaxial para cima, sobre um azulejo branco ou
placa de Petri e trate-a com algumas gotas de lugol. Uma coloragéo azulada,
quase preta, indica a presenca de amido;

Parte 2 - Efeito da luz

1. Retire uma folha de Coleus sp de um ramo que tenha permanecido por uns
trés dias no escuro com a extremidade seccionada dentro d’dgua ou uma
folha de milho ou feijao de plantas que tenham sido igualmente mantidas
no escuro, por uns trés dias;

2. Retire uma folha da mesma espécie cujo ramo ou planta tenha permanecido
sob luz intensa. Procedendo da forma anterior, faga o teste do amido nas
folhas dos dois tratamentos e compare os resultados.

DISCUSSAO

1. Explique a alteragado observada da folha, apos a imersao em agua quente;
2. ldem para a imersao no alcool;

3. Em que parte da folha variegada se observou a presenga do amido?

4. Qual a funcéo dos cloroplastideos e da luz na sintese do amido?

5. Tecidos sem cloroplastideos podem apresentar reacéo positiva ao lugol?

Roteiro adaptado da UNIVERSIDADE FEDERAL DE VICOSA. Manual de Fisiologia
Vegetal, Vicosa, 1994.

FATORES QUE AFETAM A FOTOSSINTESE EM ELODEA sp

INTRODUGAO

Varios fatores, dentre os quais: luz, temperatura e concentracao de CO, afetam
a intensidade do processo fotossintético. Uma maneira simples, sob condigdes de
laboratério, de se avaliar a influéncia desses fatores neste processo é através do “mé-
todo das bolhas”. O mesmo se fundamenta na velocidade de produgao de O, gas



pouco sollvel em agua, que ao ser desprendido forma bolhas facilmente visiveis. 77
Assim, contando-se o nimero de bolhas, por unidade de tempo, produzidas por um

ramo de Elodea submerso em agua, poder-se-a ter uma estimativa da taxa de
fotossintese.

OBJETIVOS

Verificar o efeito da luz e da temperatura sobre a fotossintese e comprovar a
utilizagado de CO, na mesma.

MATERIAL

- 04 tubos de ensaio médios, proveta de 250 mL;

- 04 bequeres ou copos de 600 mL;

- Suporte para tubos de ensaio;

- Refletor com lampada de 150 ou 200 watts;

- Crondmetro e termdmetro;

- Lamina de barbear, pinga de ponta fina, bastdo de vidro, barbante;
- Elodea recentemente colhida;

- Solugéao de bicarbonato de sédio a 1%.

PROCEDIMENTO

Fator luz

1. Tome um ramo de Elodea e amarre-0 a uma extremidade do bastao de vidro;

2. Cologue-o no interior da proveta e acrescente solugao de bicarbonato de
sodio, de modo que esta ultrapasse o ramo em 5 cm, aproximadamente;

3. Transfira a proveta com o ramo para um béquer, contendo agua a tempera-
tura ambiente;

4. Acenda uma lampada de 150 ou 200W a 10 cm do ramo;

5. Determine o numero de bolhas produzidas por minuto, durante trés minu-
tos consecutivos;

6. Aumente a distancia da lampada para 20 cm e proceda como no item
anterior;

7. Repita o procedimento, apds aumentar a distancia para 40cm da fonte de luz.

Obs.: Toda vez que a lampada for mudada de posicao, esperar 5 minutos antes de
iniciar nova contagem.

No decorrer do experimento, verifique a temperatura do béquer. Caso esta aumente
mais de 2°C, resfrie com agua gelada.



78 Fator temperatura

1. Prenda o tubo contendo a Elodea a um suporte distante 30 cm da lampada
de 200W. Mergulhe o tubo em um copo contendo agua a temperatura
ambiente, aproximadamente, 20°C;

2. Determine o nimero de bolhas produzidas por minuto, durante 5 minutos
consecutivos;

3. Substitua a agua do copo, sem mexer no tubo, por agua a 30°, 40° e 50°,
fazendo-se as mesmas contagens de bolhas, por 5 minutos, em cada tem-
peratura;

Obs.: Cada vez que a agua for mudada, esperar 5 minutos antes de iniciar.

Fator CO
2

1. Cologue 40mL de dgua em um béquer e adicione uma certa quantidade de
uma solugao de KHCO, a 0,1%, suficiente para dar uma coloragao leve-
mente résea com fenolftaleina, aproximadamente 5 gotas;

2. Encha 3 tubos de ensaio com esta agua e coloque, em dois deles, um ou
dois ramos de Elodea;

3. Disponha um dos tubos com Elodea proximo a uma lampada de 150 ou
200W. Faca o mesmo com o tubo com &gua e coloque o outro tubo com
Elodea no escuro;

4. Apds duas horas, cologue uma ou duas gotas de fenolftaleina em cada tubo
e observe se ha alguma diferenca na intensidade de coloragdo dos mesmos.

DISCUSSAO

1. Comente sobre o papel da luz sobre a fotossintese em Elodea, correlacionando
0 aumento da intensidade de radiagao luminosa e a velocidade do processo;

2. Faga o mesmo para avaliar a temperatura e explique o efeito de altas tempe-
raturas no processo fotossintético;

3. Explique a mudanca de coloragao em presenga de fenolftaleina nos trés tubos.

Roteiro adaptado do Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal, Universidade Federal
de Vigosa/MG, 1994.



RESPIRACAO

RESPIRACAO ANAEROBICA - FERMENTAGAO ALCOOLICA

INTRODUGAO

A respiracdo promove a liberagao gradual da energia armazenada nas molécu-
las organicas e implica em perda de matéria seca e trocas gasosas.

Os métodos para medir a respiracao baseiam-se na determinagao de algum
desses parametros. Aqueles baseados nas trocas gasosas sao mais sensiveis e nao
sao destrutivos.

Nesta atividade, a respiragao seré avaliada por um método fisico-quimico, com
base no CO, liberado.

OBJETIVO

Avaliar a respiracdo a partir das trocas gasosas.

MATERIAL

- Suspensao de levedo (5g de levedo + 25mL de H,0);

- Solugéo de sacarose (150g de sacarose + 100mL de H,0);
- Solugao de hidréxido de célcio a 10%;

- 1 frasco erlenmeyer de 250mL, com tampa perfurada;

- 1 tubo de ensaio;

- 1 tubo de borracha ou plastico;

- 1 béquer de 500mL;

- Bastéo de vidro;

- Termdmetro;

- Fogareiro elétrico.

PROCEDIMENTO

1. Coloque 100mL da solugao de sacarose no erlenmeyer;

2. Acrescente 25mL da suspensao de levedo e agite com o bastéo;

3. Tampe o erlenmeyer com uma rolha de borracha totalmente justa. A rolha
deve ser atravessada por uma das extremidades do tubo plastico, tendo-se
o cuidado de nao deixa-lo tocar na solugao de sacarose;

79



80 4. Introduza a extremidade livre do tubo plastico no tubo de ensaio contendo a
solucéo de hidréxido de célcio. A extremidade do tubo deve imergir na solucéo;
5. Aguarde 30 minutos e observe. Para acelerar a reagao, coloque o erlenmeyer

em um béquer contendo dgua na temperatura de 30°C.

DISCUSSAO

1. Como a fermentacéo ficou evidenciada?

2. Qual a fungao do hidroxido de Ca?

3. Caracterize o tipo de fermentacgéo, os produtos finais e o rendimento energético
da mesma?

4. Explique a seqliéncia de reacdes que leva a degradagao do substrato utilizado.

Roteiro adaptado de ROCHA, Z.M.M., Silva, C.P. Manual de Fisiologia Vegetal, Salvador:
UFBA, 1973.

AVALIACAO DA RESPIRACAO EM FOLHAS DESTACADAS

INTRODUGAO

Durante o processo respiratério ocorre a liberagédo do CO, para o meio e tam-
bém o consumo de O, quando em condigbes aerdbicas ou simplesmente liberagao de
CO,, em meio anaerdbico.O CO, liberado, quando em presenca de agua, forma acido
carbénico, acidificando o meio. Em razéo disso, uma técnica freqlientemente utilizada
para demonstrar a respiracao, em sistema fechado, consiste no uso de um indicador
de pH, a exemplo do Azul de Bromotimol. Em meio neutro, esta substancia se apre-
senta verde. J&4 em meio acido, se torna amarela e azul, em pH bésico. Assim, num
sistema fechado, a presenca do Azul de Bromotimol na fase aquosa acusara as mu-
dangas na concentragao do CO,, liberado pela respiragéo, no meio.



OBJETIVO 81

Demonstrar qualitativamente a producao de CO, na respiragao.

MATERIAL

- 06 Rolhas de borracha ou cortiga;

- 04 Tubos de ensaio pequenos contornados por uma alca de metal;
- 09 Tubos de ensaio de tamanho médio;

- Suporte para tubos de ensaio;

- Canudo de refresco ou pipeta;

- 04 suportes metalicos;

- Conta-gotas;

- Suspensdo de levedo em solucdo de sacarose a 10%;

- Suspenséo de levedo em agua destilada;

- Solucao de Azul de Bromotimol a 1%;

- HCI 0,1 N e NaOH O,1N;

- Agua contendo CO, (4gua mineral gasosa);

- Sementes de feijao, milho, arroz ou de outra espécie, em germinagao;
- Pedaco retangular de uma folha qualquer ou uma folha inteira.

PROCEDIMENTO

1. Tome os tubos de ensaio de tamanho médio e numere-os de 1 a 8;

2. Cologue 5 gotas de Azul de Bromotimol nos 08 tubos de ensaio de tama-
nho médio;

3. Separe um dos tubos de ensaio pequenos e cologue suspensao de levedo,
preparada em solugao da sacarose a 10% até a metade do mesmo. Intro-
duza este tubo, segurando-o pela alga ou suporte metélico, no tubo de
ensaio 1, deixando-o a aproximadamente 1cm acima do nivel do indica-
dor. Vede o tubo maior com uma rolha de cortica ou de borracha;

4. Tome o tubo de ensaio 2 e proceda da mesma maneira que a anterior,
usando agora suspensao de levedo fervida;

5. Tome o tubo de ensaio 3 e proceda da mesma forma, usando agora
suspensao de levedo preparada em agua;

6. Cologue 5-10 sementes recém-germinadas da espécie escolhida no tubo
de ensaio pequeno e introduza-o no tubo de ensaio 4;
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7. Prenda pedacos ou folhas inteiras a rolha por um gancho e introduza-as no
tudo de ensaio 5, de modo que figuem acima do indicador. Enrole o tubo
de ensaio em papel de aluminio, para evitar a entrada de luz.

8. Vede o tubo de ensaio 6 e deixe-o como controle.

9. Aguarde 60 a 90 minutos e observe os resultados. Acompanhe as reacoes
a partir da mudanca na coloracdo do indicador.

10.Enquanto isto, tome o tubo de ensaio 7 e adicione uma gota de HCI
0,1N. Observe o resultado.

Adicione, agora, uma solucdo de Na OH O,1N, gota a gota, até que haja
nova mudanca de cor. Explique o resultado.

11. Tome o tubo de ensaio 8 e sopre a solugdo com a ajuda de uma pipeta
ou canudo. Observe 0 que acontece e explique a reacao ocorrida.

DISCUSSAO

1. Avaliando o experimento, compare os resultados obtidos nos diferentes
tubos de ensaio.

2. Como se justificam as diferencas observadas nos tubos com levedura fervi-
da e nao fervida.

3. Por que se adicionou sacarose a suspensao de levedo?

4. O tubo com folhas poderia ter sido mantido descoberto?

5. O que comprovou o tubo com sementes? Como ficaria a solugdo caso as
sementes nao estivessem viaveis?

6. Comparando o material usado (levedura, folhas e sementes) como caracte-
rizar (aerébica ou anaerébica).

Roteiro adaptado do Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal, Universidade Fede-
ral de Vigosa/MG, 1994.



EFEITO DA CATALASE EM TUBERCULO DE BATATINHA

INTRODUGAO

As células, normalmente, contém enzimas chamadas catalases, que sao
capazes de destruir compostos téxicos oriundos do proprio metabolismo celular. Um
exemplo € o perdxido de hidrogénio (H,0,) formado durante a respiragéo e responsavel
pela inibicdo de muitas enzimas.

OBJETIVO

Observar a atividade da catalase em tubérculos de batatinha.

MATERIAL

- Agua oxigenada a 20 volumes;
- Placa de Petri;

- Tubérculo de batatinha;

- Pinga, papel toalha e bisturi;

- Béquer;

- Chapa aquecedora.

PROCEDIMENTO

1. Retire uma fatia fina de tubérculo de batatinha e coloque-o na placa de Petri.
2. Cubra a fatia com uma solucgéo diluida (30:1) de peréxido de hidrogénio.

OBS: A evolucéo de bolhas de oxigénio indica a presenca da catalase.

3. Repita o procedimento com uma fatia de tubérculo de batatinha fervido por
5 minutos.
4. Observe o resultado.

DISCUSSAO

1. Compare os resultados obtidos com as fatias fervidas e nao fervidas.
2. Apresente a reacao da catalase, indicando o substrato e o produto.

Roteiro adaptado de Manual de Laboratério de Fisiologia Vegetal, Universidade Federal
de Vigosa/MG, 1994.
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