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Verificimos em trabalho anterior (1950) que da intercep¢io do
transporte basipeto da auxina resultava a rediferenciagio de lecidos
juvenis que se mantinham em prolifera¢io activa originando granulo-
mas. Ao procurarmos interprelar esta reacgio relacionimo-la com a
maior concentracdo auxinica, que nos dominios do parafisiolégico con-
duziria & diferencia¢do de neoplasias.

Na continuacdo daquele trabalho verificimos que as estacas das
plantas mes6fitas com que trabalhimos reagiam da mesma forma. Nao
obstante os ensaios ainda se encontrarem em curso e serem numerosos
os pontos de divida, ndo queremos protelar a divulgacio dos resultados
que seguem,

A titulo de esclarecimento informamos que a maior parte dos resul-
tados agora referidos dizem respeito a ensaios conduzidos com estacas
de 1 e 2 anos de idade colhidas em plantas adultas das seguintes
espécies: Populus nigra L., Montanoa bipinnatifida C. Koch, Ficus
elastica Roxb. e Phytolacca dioica L., mantidas em soluto de Knop e
em atmosfera saturada de humidade, mas frequentemente renovada
de forma a que se nio verificasse caréncia de oxigénio.

Aspecto morfoligico dos tumores

E bastante varidvel a morfologia destes granulomas que tanto
podem apresentar-se compactos como frouxos, chegando a assumir uma
configuragdo rizomdriica.
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Dentro da mesma espécie o aspecto morfoldgico do tumor mantém-se
constante qualquer que seja a fase do ciclo vegetativo em que o ensaio
é realizado.

Examinando mais detidamente estas formagées verifica-se que os
tumores caulinares do choupo se apresentam compactos — Fig. 1 —, ao
passo que os da montanoa — Figs. 2 e 3 — sio menos densos e de
aspecto frouxo e observados & lupa apresentam-se como que constituidos
por um enfeltrado de hifas. Em relagao ao Ficus elastica e & Phytolacca
dioica os tumores assumem a configuragdo duma raiz — Figs. 4 ¢ 5 —
que surge do centro dum pequeno tumor constituido a partir da activi-
dade dos tecidos dos bordos da lenticula.

Encarando o aspecto morfologico dos tumores das espécies com
que trabalhimos é-se levado a admitir, em relacio a elas e em principio,
que os tumores caulinares das espécies proprias dos climas quentes se
apresentam rizemér{icos, ou frouxos, ao passo que os das espécies de
folha caduca das regides temperadas sio, normalmente, compactos.
Note-se que esla sistematizacio se altera quando em vez dos tumores
caulinares se encara os radiculares.

E ainda de ter em consideracio que o aspecto morfolégico dos
tumores, pelo menos em relagio a4 monlanoa, se altera em funcio do
pH do meio em que se mantém as estacas; pois os meios alcalinos tor-
nam-nos compactos. '

Segundo a nossa forma de ver o tipo do tumor depende mais do
grau de habituacio da espécie a4 auxina do que da sua concentracio,
pois o lipo de tumor, para uma mesma espécie e para um mesmo érgio,
mantém-se sensivelmente constante ao longo do ciclo vegetativo da planta
se bem que durante ele variem as disponibilidades auxinicas do indi-
viduo.

Aspecto histolégico da organizacgdo tumoral

A organizacao tumoral difere consoante as espécies. Assim, e em
relaciio aos tumores caulinares do choupo observimos:

O tamanho das células nao é constante, pois as que de inicio se
constituem apresentam-se hipertrofiadas. A maioria destas células ¢
nucleiada e por vezes binucleiada, mas a frequéncia dos niicleos e das
divisdes mitéticas €, sobretudo elevada na calote periférica do tumor
— Fig. 6. Numa fase mais avancada da evolucio dos tecidos tumorais
aparecem elementos desordenados de traqueidos — Fig. 7. Na se-
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quéncia da evolugio destes tecidos muilas células passam a apresentar
inclusées de tanino ou de substincia com reacgdes histoquimicas seme-
Thantes.

E de salientar que nos granulomas em crescimento se nio observa
a impregnagio das paredes das células da sua calote periférica com
suberina, 1al como se regista uma intensa amilolise em toda a sua
extensio.

Estes tumores 18m desde o inicio uma origem endégena, pois pro-
vém principalmente da rediferenciagio do parenquima cortical interno.
Seguidamente a rediferenciagio estende-se ao floema, cimbio e raios
medulares o que lhe confere uma origem progressivamente mais pro-
funda. Numa fase ainda mais avancada para a constituicio dos granu-
lomas concorre principalmente a zona medular adjacente ao lenho pri-
mério. A frequéncia dos traqueidos é entio muito grande.

Nos tumores que se encontram numa fase adiantada da sua cons-
tituigdo verifica-se a destruigdo dos lecidos mais idosos que vio sendo
substituidos por novas formagies que se consiituem no seu embasa-
menlo. Em alguns casos e a partir destes granuiomas obtivemos forma-
¢oes do lipo embrioma e casos de faauagdo

Passando a examinar a organizacio dos granulomas observados na
montanoa hd que apontar a possibilidade de existir mais do que um
tipo de tumor, pois, ou resullam da actividade dos tecidos juvenis da
lenticula — Fig. 8 —, ou provém de tecidos mais profundos; raios
medulares e medula.

(s tumores lenticulares da montanoa diferem dos observados no
choupo, pois apresentam-se constituidos por um parenquima indiferen-
ciado formado por células rectangulares e de paredes finas, ndo dei-
xando entre si meatos, e orienladas no sentido radial. Nestes tumores
ainda nio observimos formacées vasculares — Fig. 9. Ewn relacdo
aos tumores profundos a organizagio assemelha-se a referida para os
tumores mais diferenciados do choupo, pois para a sua conslitui¢io
concorrem a medula, os raios medulares, o cambio e o liber secunddrio.

Comparando a {requéncia com que na monlanoa se constituem
estes dois lipos de tumores ¢ de notar que os granulomas se formam
rapidamente a partir da actividade das lenticulas, com mais dificul-
dade quando 18m uma origem endégena e ainda mais quando provém
das lenticulas ou dos raios medulares das formagbes ainda nao
alempadas.

Em relacio as formacdes que se observan no Ficus elastica estas
assumem, conforme dissemos, o aspecto rizomorfico e a sua estrutura,
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ainda que bastante particular, é bem definida. Elas constituem-se nas
lenticulas a partir da rediferenciacio das células que se localizam ime-
diatamente a seguir ao tecido {rouxo. As novas células obtidas através
duma proliferagio intensa alongam-se e ripidamente tornam-se prisma-
ticas ou cilindricas — Fig. 10 — conservando os seus niicleos. Com a
continuagido do processo diminui o nimero de células nucleadas, mas,
ao contririo do que se observava no choupo e na montanoa, nio se esta-
belece ligacio entre a formagao rizomérfica e o cilindro central.

E ainda de registar que na zona de contacto da formagio rizo-
mérfica com os tecidos normais existe um anel de células meristems-
ticas em actividade. Este aspecto é sobretudo flagrante na Phytolacea
dioica, onde existem distintamente dois granulomas, o primeiro crate-
riforme e o segundo rizomoér[ico.

Da possivel origem destes tumores

A constituigio de granulomas do lipo que acabamos de descrever
coincide com as manifestagoes de numerosas doencas infecciosas e dese-
quilibrios [uncionais. Seja porém qual for a sua origem julgamos
encontrar naquele sindroma um mesmo denominador comum — o
desequilibrio auxinico.

Assim, trate-se do efeito dum agenle patogénico, seja consequén-
cia da aplicagdo local duma auxina sintética, resulte da nio utilizacio
da auxina natural por ablacdo do érgio em que esta deveria ser utili-
zada (castraciio das flores), seja ainda motivada pelo bloqueio do trans-
porle polar (estase), afigura-se-nos que, em todos os casos, se trala
dum mesmo fenémeno primdrio.

Realmente, encarando os tumores provocados pelo Phytomonas
timefaciens sabemos que a primeira {ase da proliferacio e crescimento
parece eslar relacionada com a produgio duma «endotoxina» — o
dcido §-indol acético — que actuaria directamente sobre os tecidos onde
se acumulasse. Nole-se ainda que o excesso da auxina provoca um fend-
meno a que poderemos chamar «estase quimica do transporte polar». o
que ainda mais acentua o seu efeito, pois intercepla a translocacio do
dcido B-indol acético natural.

Quando consideramos os tumores resultantes da supressdo siste-
mdtica das {lores de algumas espécies do género Brassica, ou os que se
constituem nas Selanaceas em consequéncia das enxertias inter-especi-
ficas, mais uma vez se nos afigura de considerar o desequilibrio auxinico
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como sendo a determinante do processo tumoral. Assim, no primeiro
caso a eliminagdo das flores impede a wtiliza¢do duma parte da auxina;
no segundo a menor afinidade dos simbiontes cria, ao nivel da enxertia,
uma barragem anatémica que dificulta o seu transporte.

Também sdo da mesma origem os granulomas que se diferenciam
quando, através dum factor do meio ambiente, interceptamos o trans-
porte polar da auxina, pois a suspensio ou o relardamento do movi-
mento basipeto provoca a acumulagio da(s) substincia(s) especifica(s)
do equilibrio metabélico e morfogénico das plantas.

Afigura-se-nos portanto légico anlever uma origem comum aos
tumores dos tipos referidos, pois eles revelam na sua propria morfo-
logia a anulagio do determinismo da polaridade, quer esta anulagio
resulte duma estase quimica, guer se manifeste em consequéncia duma
estase provocada pela humidade.

Passando a encarar a evolugio dos granulomas de estase provo-
cados pela humidade hd que registar duas alternativas: se se trata da
fase inicial de formagdes superficiais estes sé continuam a proliferar
enquanto subsistir a causa que os determinou e uma vez esta anulada
o tumor regressa — eshate-se a hipertrofia e inicia-se a suberiza¢io das
paredes das células — ; quando se trata durm tumor profuado a anulaciao
da causa pode atenuar, e em alguns casos anular, a proliferacio dos
lecidos, mas, pelo menos no caso da montanoa, as novas folhas aue se
conslituem apresentam-se juvenis e a planta tende a caducar.

Esta altima circustancia afigura-se-nos interessanle, pois tudo
indica que o desequilibrio fisiolégico a que se submetey a planta imprime
cardcter indelével as células. S6 assim explicamos que as plantas resul-
lantes daquelas eslacas apresentem e mantenham cardcter juvenil.

Da manuten¢io da accio excitante; suas relagoes com o dcido §-indol
acético

Apontados os factos mais importantes referenles i origem dos
granulomas de estase procuraremos analisar as circunstincias que deter-
minam, uma vez eliminada a causa que lhes deu origem, que se mau-
tenha a accdo excitante,

Durante estes ensaios verificimos que os tumores de estase nio
necessitam do estimulo do dcidof-indol acélico para se diferenciarem
e se manterem em evolucio, lal como sabiamos suceder aos tecidos
tumorais resultantes do Phylomonas tumefaciens que proliferam «in
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vitro» independentemente daquela auxina. Note-se que o mesmo jd nao
sucede aos tecidos normais cultivados «in vilron, pois a sua multipli-
caglio andrquica esla condicionada a presenca daquele dcido no meio
de cultura, isto é, a correlagio dos novos tecidos s6 se altera desde que
se provoque a eslase quimica.

Sem procurarmos analisar a causa gue delermina comporiarem-se
os tecidos dos tumores provocados pelo Phytomonas tumefaciens dife-
rentemente dos tecidos normais, o que os faz compardveis a verdadeiros
tecidos neopldsicos, nio podemos todavia deixar de ter presenle que
o dcido B-indol acético se enconira naqueles tecidos em dose anormal
como excrela do parasita.

Passando a analisar os resultados dos nossos ensaios de acordo
com estes conhecimentos, verificimos que os trocos caulinares reagem
a estase determinada pela humidade, independentemente da presenca
do dcido B-indol acética no soluto nutritivo. Até a data s6 as cactdceas e
as higréfitas, bem como os tubérculos de batata, se mostraram insensiveis
ao tratamento.

Resumindo os resullados dos ensaios estabelecidos em 1930 e
1951 e conduzidos com estacas caulinares e radiculares mantidas &
luz, em meio saturado de humidade e em soluto de Knop com, e sem
dcido §-indol acético, verificdmos que o tipo das reacgdes manilestadas
por cada uma das espécies estudadas era independente da época em
que se colhiam as estacas, mas variava consoante as espécies.

Assim, nas estacas caulinares de todas as espécies arbireas de
folha caduca até agora estudadas e desde que, natural ou arlificialmente,
se nao enconirassem em repouso o dcido §-indel acético, ainda que
nio indispensavel, eslimula a conslituigio dos granulomas, sendo a sua
acgdo muito imporlante para a obtencio dos granulomas (do lipo rizo-
maorfico) a partir dos trogos radiculares. Na auséncia da luz e do dcida
5-indol acético e nas estacas caulinares as rvaizes adreas advenlicias
tendem a substituir os granulomas.

Note-se ainda que os granulomas se conslituem principalmente a
parlir da assentada de abcisdo da folha ou no ponto de insercio do gomo
a0 ramo e raras vezes no peciolo e que o seu lipo nio ¢ alterado pela
presenca do dcide §-indol acético.

Quando em vez das espécies de folha caduca se considerou duas
plantas de folha permanente proprias da zoma temperada (sobreiro e
oliveira) observimos uma reacgio inconsistente, pois nio ohstante e
em ambos os casos o dcido B-indol acético ndo ter estimulado a consli-
luicdo dos granulomas todavia na oliveira niio se verificou proliferagio
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celular sempre que ao liquido de Knop se juntou a auxina. De resto
nestas espécies também ¢é diferente o tipo de granuloma; frouxo no
sobreiro, rizomérfico na oliveira — Fig. 11 — que em ambos os casos
se constituem a partir das lenticulas. As folhas que se constituiram
neslas estacas apresentavam-se juvenis.

Considerando agora duas espécies de folha permanente préprias
das zonas quentes (Ficus elastica e Phytolacca dioica) verificimos que
a evolugdo dos granulomas tanio das estacas caulinares como das radi-
culares ¢ insensivel a presenca do dcido 3-indol acético.

Nestas espécies os granulomas radiculares apresenlam-se fredveis.

Encarando as respostas relerentes & Montanoa bipinnatifida veri-
ficimos que, o dcido 3-indol acético prejudica de inicio a constituicio
dos granulomas, mas passado este periodo e em virtude de {enomeno
desconhecido as estacas caulinares passam a reagir mais intensamente na
modalidade tratada pelo dcido §-indol acético. Os granulomas sio entio
constituidos, principalmente, a custa da actividade dos raios medulares.

A dependéncia, ou a independéncia, da reac¢io neopldsica da
presenca do dcido 3-indol acético coloca-nos perante um problema que,
na sua esséncia se nao afasta do apontade em relagio ao comporta-
mento dos tecidos infeclados pelo Phytomonas tumefaciens quando culti-
vados «in vitro».

Sem procurarmos estreitar os pontos de contacto, nio podemos
deixar de reconhecer que, pelo menos em relacdo aos tecidos infectados
pelo crown-gall, aquela independéncia deve estar relacionada com a
maior concentracio auxinica presente nos tecidos (Kulescha, 1949).
Da miesma forma nido nos parece de rejeitar que os diferentes compor-
tamentos verificados nas espécies com que trabalhimos se {filie em
causa semelhante, pois segundo a nossa forma de ver seria o grau
de habituagdo, ou adaptacio, das espécies a uma concentracio auxinica
mais ou menos elevada que determinaria as diferencas que apontimos.

Para que o estudo deste problema possa entrar numa fase eons-
trutiva falta determinar as eircunstincias que se verilicam e que con-
ferem as células e aos tecidos que delas resultam as caracteristicas da
nio correlagio e o seu acentuado cardcter juvenil.

Os elementos de que dispomos sio insuficientes para nos escla-
recerem os pontos em divida, ainda que em estacas de montanoa tivés-
semos ocasido de verificar, 1al como jd dissemos, que o seu tratamento
em meio saturado de humidade, apos ter provocado o aparecimento de
neoplasias profundas conferiu aos seus tecidos caracteristicas tais que
os lancamentos que posteriormente se formaram apresenlavam simul-
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tineamente folhas com cardcter juvenil e, por vezes, tumores secunddrios
para nio referir os casos de fasciagdo que conduziam os individuos
a morte,

Se o que escrevemos noulra parte é verdadeiro (1950), o cardcler
juvenil traduziria uma dose elevada de auxina retida nos eixos, dose
esta que explicaria o aparecimento das neoplasias observadas,

Para compreendermos o que se passa é-nos, tedavia, indispen-
savel conhecermos a causa determinante do aumento da dose auxi-
nica e em relagio a este particular existem dividas. Assim, e nio
obstante sabermos que o cardcter juvenil da folhagem e as recidivas
neopldsicas surgem concumilantemente com a constituicao de tecidos
meristematicos capazes de elaborarem a auxina, subsiste diivida quanto
A causa que assegura a manulengdo do cardcter juvenil da folhagem
quando os ulieriores crescimenlos fariam supor a diminuigdo da con-
centragiio auxinica, em consequéncia do mator volume da plania.

Tanlo quanto, de momento, podemos apreciar o fenémeno em
questio julgamos gue para além do despertar da actividade neopl.lswa,
a manuten¢do do ritmo mitdtico seja independente da auxina propria-
mente dila e, possivelmente, governada por qualquer outra substincia
cuja constituicio depende da prépria concentragio auxinica. De qual-
quer forma essa substincia exigiria para a sua prépria auto-manutengio
a existéncia de células vivas.

SUMMARY AND CONCLUSIONS

In continuation of a previous work (1950) stem and root cullings of a
certain number of species were maintained in a moisture saturated atmosphere.
With the resulting blocking of the basipetal transport of auxin a redifferen-
tiation of juvenile tissues originaling granulomes was obtained.

Tumor morphology was quite variable: compact (Populus nigra), [riable
(Montanoa bipinnatifida) or even rhizomorphic (Ficus elastica, Olea europaea).
Within a species it was consiant and independent of the phase of vegetative
cycle at which the cuttings were obtained.

The type of tumor seemed more dependent on the degree of habituation
of the species to auxin than lo its concentration. Morphology was influenced,
at least in the case of Montanea, by the pH of the medium for maintainance
of the cultings: compaciness was induced by alkalinity.

Histology varied according to species. In Populus nigra the tumor con-
sisted of a parenquima of cells, hypertrophied {rom the beginning, the majority
of which nucleated, sometimes binucleate. In a more advanced stage polarily
disorientated traqueid units appeared and the tumor showed an endogenous
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origin being formed through the activity of the phloem, cambium. medullary
rays and later by the medulla. In these granulomes suberin impregnation of the
cells of the periferical calotte did not take place and intensive amilolysis was
observed throughout. From some of these granufomes formations of Lhe em-
briome type and cases of [ascialion were oblained.

In Montanoa granulomes originated either from the aclivity of lenticular
juvenile tlissue or {rom medullary rays and medulla. Those of lenticular origin
were constiluted of an undifferentialed parenquima; the deep ones were similar.
as to origin, to those observed in Populus.

The granulomes observed in Ficus elastica were formed by the aclivily
of the cells immediatly beneath the loose tissue of the lenticules. These cells
clongale and rapidly become prismatic, or cylindric, retaining their nuclei. In
no case linkage of the rhizomorphic formation with the central eylinder was
observed.

In discussing these results a parallel was made between granulomes
obtained through hydric stasis and those resulting [rom: local application of
synthetic auxin, ablation of the flowers of certain Brassicae, interspecific grafls
in some Solanacege and also those originated by Phytomonas iumefaciens. A
common origin is suggested for any of the above tumors, namely, auxinic
unbalance: morphologically they show an annulation of polarity delerminism
resulting either from chemical stasis of from one originated by humidity.

As to the evolution of granulomes provoked by hydric stasis the [oHow.
ing was noled: in the initial prase of surface [ormation these only continue
proliferation as long as the determinative cause is presenl, annulment leading
1o the regression of the umor; in the case of deep lumor nullifying the cause
may attenuate, and somelimes nullily, tissue proliferation but, at least with
Montanoa, the new leaves found are of the juvenile Llype and the plant tended
to die out. This result seems to lead to the conclusion that the physiological
unbalance imposed on the plant confers a permanent character lo the cells.

In the sequence of the discussion it is pointed out that the tissues of
slasis tumors, as in Lhe lissues of crown-gall «in vitros, proliferate independently
of f-indol acetic acid. Up to the present, only cactaceae and hygrophyles have
shown to be insensitive Lo treatment.

Summarizing the 1950 and 1951 results of experimenis carried out with
stem and root cultings (maintained in day light, in moisture saturated euviron-
ment, and in Knop’s medium with and without B-indol acelic acid) it was seem
that the type of reaclion shown within cach species was independent of the
scason in which the cultings were oblained but was variable among species.

Accordingly with stem cuttings of the deciduous species studied B-indol
acetic acid, though not indispensable, stimulated the formation of granulomes
from the radicular segmenis. In the absence of light and 3-indol aceiic acid,
with slem cuttings, adventitious aerial roots — uninlluencied by geotropism —
tend to substitute granulomes.

With Quercus suber and Olea europaca reactions were inconsistent. In
both cases 3-indol acetic acid did not stimulate granulome formation but with
Olea europuea no proliferation at all took place when auxin was added to
Knop’s medium. In this species, however, the granulome type was rhizomorphic
while in Quercus suber it was {riable.
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In Ficus efastica and Phytolacca divice granulome evolution was insensi-
tive to the presence of f-indol acetic acid. Root tumors were riable in this species.

With Montanoa bipinnatifida -indel acetic acid slimulated the prolifer-
alion of neoplasias derived [rom the medullary rays.

In view of the above observations and considering the behaviour in cul-
ture of crown-gall tissue, it is suggested that Lhe different types of behaviour
of the species sludied may be associated with a grealer of lesser concentration
of auxin present in the lissucs; the degree of habiluation, or adaplation, of the
species would determine the differences observed.
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