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RESUMO

Rhododendron simsii é uma espécie ornamental, tendo uma
grande importé&ncia comercial. Esta espécie apresenta dorméncia
do botdo floral. O obJjetivo deste trabalho fol estudar o
desenvolvimento do botdoc floral e o tempo médio de antese desta
espeécie, mais especificamente da cultivar Helmut Vogel,
examinando a influéncia de baixas temperaturas (vernalizacgio),
fotoperiodo, &acido giberélico e cicocel, bem como estudar o
envolvimentco de substancias giberelinicas enddgenas. Foli também
construida uma escala, demonstrande variosg estadios de
desenvolvimentoe do bot3c floral, que abrange do estadio
vegetativo até o floral completo.

Os tratamentos com baixas temperaturas ou GAs;, promoveram
o desenvolvimento e a guebra da dorméncia do botac floral e
consequentemente o tempoc para antese foi diminuido. A
vernalizacdo pode ser substituida por tratamento com acido
giberélico, sendo que foil verificado que a concentragao e o
momento de aplicacdo de 4cido giberélico influenciam a
resposta. Em relagio ao fotoperiode, quando este apresentou
influéncia, dias longos (DL) fol o fotopericdo promotor. O
tratamento com cicocel evidenciou o envolvimentc de substancias
giberelinicas nos processos estudades, polis as plantas que
foram tratadas com cicocel demonstraram menor desenvolvimento
do botdac floral e atraso na antese, quandc comparados com

plantas que ndc foram tratadas com cicocel. O envolvimento de
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substancias com atividade giberelinica foi também demonstrado
através da analise cromatografica e bioensaios de extratos de
folhas de plantas logo apds serem vernalizadas.

0Os resultados sugerem que o controle do desenvolvimento
do botdo floral em Rhododendron simsii cv. Helmut Vogel, pode
ser controlade pelo tratamento de vernalizacdo e a acdo deste

envolve alteracgHes nos niveis de substidncias giberelinicas.
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ABSTRACT

Rheododendron simsii is a specles considered ornamental and
has &a great commercial importance. This species presents
dormancy in its floral bud. The objective of this study was the
observation of the floral bud development and the average time
for the species anthesis, more specifically for the Helmut
Vogel c¢v., through the investigation of the influences of the
low temperatures (vernalization), photoperiod, gibberellic acid
and cycocel, as well as studying the involvement of endogenous
gibberellic substances. A scale was also built, showing several
stages of the floral bud development, which comprises from the
vegetative stage to the complete floral stage.

The treatments with low temperatures or GA; promoted
greater development and the breaking flower bud dormancy, and
consequently the anthesis time was decreased. The vernalization
could be substituted through gibberellic acid treatment.
However, it was observed that the concentration and the time of
the gibberellic acid application do influence the result.
Regarding the photoperiod, when it showed influence, the
photoperiod promoter was the LD. The cycoccel treatment proved
the influence of the gibberellinic substances in the studied
processes, since the plants which were treated with cycocel
showed lower floral bud development and the delay of the

anthesis, when compared with control plants.
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Substances with gibberellinic activity were demonstrated
when extracted from plant leaves Jjust after they had been
vernalized.

These results suggest the participation of gibberellinic
substances influencing the bud development and the breaking
dormancy, speeding up the anthesis. The vernalization treatment

is involved in the control of these substances.



INTRODUGAO

As azaléias sdo plantas de grande importancia comercial,
devido a sua utilizacdo como plantas ornamentais. Pertencem ao
género Rhododendron {familia Ericaceae) que é constituido de
mais de 800 espécies e milhares de variedades. Sac provenientes
da Asia, BAmérica do Norte e Europa (CRILEY, 1985; BODSON,
1989).

A literatura ¢é abundante em relagdo a esse género,
abordando geralmente aspectos de técnicas de cultivo, nao
enfocande questdes fisiocldgicas.

A espécilie estudada foi Rhododendron simsii cv. Helmut
Vogel (Azaléia), uma das espécies mais cultivadas
comercialmente em vasos.

A maioria das azaléias exploradas comercialmente &
hibrida, de folhas persistentes, cultivadas em casa de
vegetacdo (BODSON, 1989).

0 processo de floracdc & um mecanismo fundamental para a
perpetuacio da espécie, pois é o primeiro passo para O sSuCessO
da reproducidc sexuada. Este sucesso é um dos malores desafios
para as plantas, Jja& gque s&oc organismos séssels sujeitos as
variacdes ambientais. Para o controle eficaz da reproducio
sexuada, as plantas tém desenvolvido sofisticados mecanismos
internos.

Apesar da floracdoc ser um processo uUnico e integrado, este

termo é muito abrangente (BERNIER, 1988). Dada a abrangéncia, o



processo pode ser dividideo em duas fases: 12 - inducéo, evocacio
e iniciacao floral, 22 - desenvolvimento do apice e botio
floral até a antese.

A iniciagédo floral é& precedida pela indugédo e evocagdo.

Os mecanismos de inducdo e a natureza quimica do estimulo
sdo problemas ainda ndo resolvidos no estudo do desenvelvimento
floral (CLELAND, 1978; O’NEILL, 1992). Em muitas espécies,
fatores do ambiente, como fotoperiocdo e temperatura baixa
{(vernalizacdo), sdo importantes como fatores da inducdo (BERNIER,
1971). No entanto, em algumas espécies, estes fatores ambientais
ndo estdo envolvidos na floragdo, ou seja as plantas séao
indiferentes a estes estimulos. Neste caso, a floracdc parece ser
influenciada por fatores intrinsecos das plantas.

H4 evidéncias da participacédo de substancias de crescimento
no processo de evocacdo floral.

Os fatores que promovem a floragdo sdo percebidos por
diferentes partes da planta, 1isto indica cque estas partes
interagem entre si. Assim, © meristema apical permanecendo
vegetativo cu tornando-se floral, € controlado por sinais a longa
disténcia a partir da planta inteira (BERNIER et al., 1981).

Julio Sachs, no século 19, foi o primeiro a prdpor a
existéncia de substancias especificas formadoras de flores
{BERNIER et al,, 1993}. Em 1937, <Chailakhyan propés que a
substidncia envelvida na floracgdo era de natureza hormonal, a qual
denominou de florigeno (VINCE-PRUE, 1975). Apesar das inumeras

tentativas apresentadas na literatura o florigeno ndo foi



identificade. SEIDLOVA (1985) sugere o envolvimento de fatores
hormonais, COmo resultado de  inducdo fotoperiddica  para
reorganizacdo do crescimento apical. Muitas pesquisas tem sido
realizadas para a identificacdo quimica de substadncias, bem como
seu envolvimento no processo de transicdo floral.

VArias teorias tém sido propostas para explicar o mecanismo
do controle quimico da fransic¢dc para o florescimento. Uma delas,
que ja& & cléassica, é o conceito florigeno/antiflorigeno (LANG,
1984, citado por BERNIER et al., 1993). A segunda fem como
hipbtese o© transporte de nutrientes, modificando a relacao
fonte/dreno dentro da planta, apds a indugdo (SACHS & HACKETT,
1977). E, finalmente, a teoria multifatorial, sugerindo que
muitas substéncias quimicas, comc fitormdnios e foteoassimilados,
participariam da inducgdo floral (BERNIER et al, 1993). METZGER
(1987} sugere que o estimulo seria determinado pelo bkalanco de
horménios e fotoassimilados que chegam ao apice numa sequéncia
especifica.

Acredita-se gue a inducgdo floral ocorra somente quando
todas as substancias estiverem presentes no Aapice, no tempo
correto e nas concentracdes adequadas. A interacdc entre estas
diferentes substdncias pode ser mais importante do que a
presenca, em carater absocluto, de qualquer uma delas. Assim, cada
substédncia por si s6 n&c val atuar necessariamente na mesma
direcdo em todas as partes da planta (BERNIER, 1988). O conteudo,

0 metabolismo e/ou a distribuicdo de substincias, mudam durante a



transicdo floral e isto leva a crer que estas mudancas estao
diretamente ligadas ao desenvolvimento (BERNIER et al., 1981).

0s eventos gue ocorrem no apice culminando com a iniciacdoc
floral s&o dencminados evocacédo, que € um periodo onde ocorrem
alteracdes moleculares e celulares irreversiveis nos nilveis de
organizacido do &apice. Essas mudangas ocorrem em uma determinada
sequéncia, interagindo entre si em alguns passos da transicéo
floral, levando & morfogénese floral (BERNIER, 1988).

A morfogénese floral é um processc complexo, no qual
ocorrem transformacgdes do meristema vegetativo para meristema
floral, apds a chegacda do estimulo floral.

As transformacdes em tamanhe e forma que ocorrem no domo
apical, sdc as marcas mals evidentes de ftransicaoc para
desenvolvimento floral. Estas transformacdes diferem de espécie
para espécie (VINCE-PRUE, 1975).

FEm girassol (Helianthus annuus) o domo apical na fase
vegetativa apresenta-se completamente planc. Com o inicio da
transicdo floral, ¢ domo apresenta um leve arredondamento e
posteriormente, ainda na fase de transicd3o floral, ele volta a
assumir uma forma achatada (AIMEIDZ, 1992). Em Stevia rebaudiana,
0 meristema na fase reprodutiva €& um domo com marcante
arredondamento, em contraste com o meristema vegetativo que & um
deomo levemente arredondade (MONTEIRO & GIFFORD Jr., 1988). O
mesmo padridc & encontrado em Arachis hypogaea (ARMANDO Jr.,

1980} .



Em plantas induzidas, com a chegada do estimulo floral
ocorre o aumento na taxa de divisio celular no dome apical. Em
algumas delas 1isto ocorre antes de qualquer outra mudanca
morfolégica ou quimica (SEIDLOVA, 1985). O &pice passa de uma
forma de crescimento repetitivo indeterminadeo de iniciacgdoe de
folhas (caracteristica de apice vegetative) para um modo
sequencial de crescimento e iniciacgdo floral (LYNDON & BATTRY,
1985) .

Muitos estudos té&m side realizados com o intuito de
elucidar como grupos de células indiferenciadas se desenvolvem em
o6rgédos florals (COEN & CARPENTER, 1992).

Segundc GREPPIN et al.(1%95), mensageiros guimicos ativam
uma cascata de reacdes bioldgicas e biofisicas levando sinais até
as células alvo, as células meristematicas.

0 desenvolvimento do botdo floral é& o processo que ocorre
entre a iniciacdoc floral e a antese (METZGER, 1987). Segundo
KINET et al. (1985), este processo também & influénciado por
fatores ambientais e enddgenos. Existem poucos trabalhos tratando
da influéncia destes fatores no desenvolvimento do botdo floral
até a antese. Os trabalhos tratam mais dos aspectos relaclonados
com a ontogénese do botdo floral.

0Os botées florais de azalélas passam por um periodo de
dorméncia durante seu desenvolvimento (CRILEY, 1885).

A dorméncia do botdc floral & um fendmeno gue consiste na
reducdo do desenvolvimento e de sua atividade metabélica, mesmo

em condicdes de temperatura e luminosidade suficientes para o



crescimento (BODSON, 1989). Botdes florais de muitas espécies
entram em dorméncia, sendo que o estadio de desenvolvimento das
flores no inicioc da dorméncia varia de espécie para espécie
(KINET et al., 1985). Esta avaliacdo tem sido aplicada para
sementes e gemas vegetativas, embora pouco seja conhecido sobre a
relacdo entre o desenvolvimente de primdérdios florais e a
dorméncia (LUNA et al., 1990). Se a dorméncia ndc ¢é quebrada por
um tratamento apropriado, ela conduzira aoc aborto da
inflorescéncia ou a uma grande heterogeneidade do desenvolvimento
posterior dos botdes até a antese (BODSON, 1989). Segundo MASIA
(1993}, a inducdo da dorméncia e seu término estdo ligados as
modificacdes que ocorrem principalmente a nivel do botdo.

A vernalizacdo ¢é importante para ¢ desenvolvimento dos
botdes florais dormentes. Para produzir rapidc crescimente sob
condicdes favoraveis, a dorméncia do botdo pode ser dquebrada por
exposicdo a bailxas temperaturas, embora o frio ndo seja .sempre
uma exigéncia absoluta para o desenvolvimente até a antese (KINET
et al., 1985). A duracio do tratamento suficiente para satisfazer
a necessidade de temperaturas baixas (vernalizacao) varia
largamente entre espécies e até mesmo dentro de uma espécie
(POWEL, 1887).

A importéncia do tratamento de vernalizacdo para acelerar a
quebra da dorméncia do botdc floral de algumas angiospermas
lenhosas estd bem estabelecida. Bs temperaturas mais efetivas
para a quebra da dorméncia variam entre O e 5°C e a duragao do

tratamento depende da espécie e da cultivar (BASCONSUELO, 1895).



0 tratamento de vernalizacidc & feito em azaléias
cultivadas, a fim de se obter quebra da dorméncia do botao floral
e antese homogénea das flores. Em azalélas, a dorméncia do botao
floral é quebrada depois de 4 a 6 semanas em resfriamento natural
no campo ou estocagem artificial em camaras frias (POST, 1942
citado por CRILEY, 1985}). PETTERSEN & KRISTOFFERSEN (1969),
observaram gque em azaléias “Red Wing” e “Reinhold Ambrosius” a
exposicdo de plantas com botdes floralis a baixas temperaturas
antecipa e uniformiza o florescimento.

Segundo KINET et al. (1985), apbs o periodo de frio para a
quebra da dorméncia do botdo floral de muitas espécles,
trratamentos com temperaturas mals altas aceleram a antese.

0 comprimento do dia (fotoperiodo) tem um envolvimento
importante no controle da dorméncia do botéo floral em muitas
espécies. Dependendo da espécie estudada e do estadioc de
desenvolvimento dos 6rgdos reprodutivos o comprimento do dia
critico pode variar (KINET et al., 1985).

A vernalizacdoc interage fortemente com condicdes de luz. Em
algumas plantas fotoperiddicas 0 tratamento com baixas
temperaturas pode predominar ao requerimento do comprimento do
dia para o desenvolvimento do botao floral. Segundo BRBODSON
(1989), dias longos e baixas temperaturas atrasam a iniciacdo
floral, mas promovem desenvolvimento da inflorescéncia para
antese em azaléias.

Alguns autores sugerem que a influéncia desses fatores

ambientais estdo ligados as giberelinas.



Segundo MASIA et al. (1993), diferentes classes de
fitorménios sdo importantes fatores para quebra da dorméncia,
embora muitos mecanismos envolvendo a inducio e término da
dorméncia de botdes e gemas precisem ser elucldados.

A presenca de fitorménios na estrutura reprodutiva e
mudancas - nas suas concentracdes durante o desenvoclvimento
{(combinadeo com respostas de tratamentc exdgeno), sugerem que
estas substaAncias tém wuma funcdo essencial no controle de
desenvolvimento de flores (KINET et al., 1885).

E preciso enfatizar que os horménios ndo agem sozinhcs, mas
em conjunto, representande uma rede de eventos do balango
hormonal (POWEL, 1987).

A literatura apresenta auxinas, giberelinas, etilenc e
citocininas «como fatores envolvidos no desenvolvimente de
plantas. Esses multifatores fisioldgicos complicam os estudos
pois em adigdo as concentracdes enddgenas, sua acdo pode ser
afetada por razdes relativas de sintese e destruicao de formas
ativas, combinadas com a formagdo e a hidrdlise de formas
conjugadas inativas (GREYSON, 19%94).

As giberelinas sdo um grupo de horménios com importantes
funcdées fisiolégicas, que contrelam uma série de processos do
crescimento e desenvolvimento da planta, entre eles as diferentes

fases da floracic (YAMAGUCHI et al., 1982; CROZIER, 1983; GRAEBE,

1987). Segundo KINET et al. (1985) as giberelinas s&o notaveis em

diminuir o tempo para a antese do botdc floral, dquebrande sua



dorméncia ef/ocu aumentandc o tamanho das flores, evitando aborto e
murcha em varias espécies.

Sabe-se que diferentes giberelinas estdo envolvidas em
diferentes processos, em diferentes espécies de plantas
(SPONSEL, 1985).

Alguns autores sugerem que a influéncia da vernalizac8o e

do fotoperiodo estd ligada & giberelina. HAZEBROEK et al. (1993},

trabalhando com fThlaspi arvense L., sugerem que a vernalizagao
ativa um ou mais passos da bilossintese de giberelinas e desta
forma uma giberelina especifica acumula-se acima de um
determinado limiar e o crescimento do caule é iniciado. ZANEWICH
& ROOD (1995), demonstraram a influéncia da vernalizacido na
concentracdo e metabolismo de giberelinas atuando no crescimento
do caule de Brassica napus cv. Crystal.

Estudos realizados em plantas que apresentam dorméncia do
botdo floral mostram a relacdo entre vernalizacido e giberelina.
Em geral a aplicacdo de giberelina substitue o tratamento de frio
{(vernalizac&o). A aplicacdo de giberelina pode substituir, pelo
menos em parte, a necessidade da vernalizacdo em botdes de
damasco e péssego (HATCH & WALKER, 1969 citade por POWEL, 1987).

Aplicacdes de giberelinas em azaléla favorecem a quebra da
dorméncia, mas nem sempre sdo eficazes. 0 sucesso do tratamento
depende da cultivar (LARSON & SYDNCR, 1971; BROWN, 1972) ou das
condicdes ambientais (PEMBERTON & WILKINS, 1983).

Fm azaléia cultivar Gléria, foi demonstrade  maior

desenvolvimento das flores de plantas tratadas com 6 semanas de
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fric que daguelas gque receberam 4 semanas de frio seguido de
aplicacdac de A&acido giberélico (GA;) (BLACK et al., 1990). Por
outro lado, segundo JOINER et al. (1982/1983), tanto a aplicacio
de GA3 ou GAy, como o tratamente de frio quebram dorméncia do
boté&o floral em “Red Wing” e Y“Alaska”. Ainda fol mostradc um
aumento nos niveis de substéncias giberelinicas em flores
tratadas com fric até estas serem remcvidas do tratamento.

A relacgéo entre fotopericdo e giberelina fol sugerida por
alguns autores (METZGER & ZEEVAART, 1982; ZEEVAART, 1571}. Alguns
trabalhos com azaléia relacionam a quebra da dorméncia do botdo
floral com vernalizagdo, fotopericdo e tratamento com giberelina.
BROWN & BOX (1971) cbservaram que azaléias “Red Wing” e “Alaska”
floresceram mesme sem o tratamento de fric, quando foram tratadas
com dias curtos (9 horas) seguido de dias longes (18 horas) e
mantidas a 18°C.

Nem todos os cultivares de azaléias s3o igualmente
sensiveis ac fotoperiodo. Assim, esse fator e suas interacdes com
outros fatores ambientais e enddgenos tém que ser estudados.

Segundo BASCONSUELO et al. (1995} o tratamento de frio, em
plantas de péssego, acelera o desenvolvimento das gemas florais,
enquanto o tratamentc de GA; atrasa este desenvolvimente e pode
retardar a quebra da dorméncia destas gemas. Nesta espécie, LUNA
et al. (1990) verificaram que enquanto os botdes florais estéo
dormentes e seu desenvolvimento é incompleto, ha concentragdes

relativamente altas de giberelinas livres, mas com © botdo
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proxime ao final da dorméncia héd uma diminuig¢do nas concentragdes
de giberelinas.

A antecipacdo do florescimento depcis do tratamento com
giberelina ndo ¢ encontrada em todas as espécies. O estadio de
desenvolvimento, quando da aplicagdo, a concentragdo e o tipo de
giberelina, podem influenciar a resposta. Segundo AIMEIDA &
PEREIRZ {1996), © tempo de aplicacdo de acido giberélico foi mais
critico do que a quantidade de 4cido giberélico aplicada, para
iniciacdo e desenvolvimento do apice floral em Helianthus annuus
L.

Alteracgdes nas concentracdes enddgenas de substancias
giberelinicas em diferentes fases do desenvolvimento do botdoe
floral, tém sideo descritas em varias espécies, MURAKAMI (1973}
demonstrou gque pétalas de Pharbitis nill contém quantidades
relativamente altas de substancias giberelinicas e que a
concentracdo maxima & alcangada 12 horas antes da antese, antes
das pétalas alcancarem o comprimentc final e a maior massa

fresca. O crescimento do tubo floral foi fortemente inibide apés

a remocdo da antera, mas apbds a aplicacdo de GA; seu crescimento
foi estimulado. Desta forma MURAKAMI (1975} sugere que a antera
seja fonte de substéncias de crescimento e as gilberelinas podem
estar entre estas substancias.

0 crescimento da corola em Gaillardia grandiflora é
acompanhado por um aumento da atividade giberelinica, sendo que a
interacdo de multiplos hormdnics no controle deste processo

parece ndo ser importante (KONING, 1984). Por outro lado, RAAB &
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KONNING (1987), apontaram que a expansdo da corola em Ipomoea nil
parece ser iniciada por mudangas no balanco entre substincias
hormonais como giberelinas e etileno, 2 dias antes da antese.

A relacdco entre o efeito de giberelinas e o estaddioc de
desenvolvimento no momento da aplicacédo, foil estudada por BODSON
(1986} em azaléias. Foi verificadc gue a aplicacdo de GAy;7 nos
estddios 1iniciais de desenvolvimentc do botédo inibe o© seu
desenvolvimento, e quando esse tratamento é realizado em botdes
florais Ja wvisivels ocorre uma antecipacdo da antese. A
antecipacdo da antese em resposta ao tratamento com giberelinas &
frequentemente obtida em espécles bulbosas e lenhosas, onde os
botdes florais tém um periode de dorméncia (KINET et al., 1985).

Alguns estudos té&m sido realizados com a aplicacdc de
retardantes de crescimento para verificar o envolvimento de
giberelinas em determinados processos de desenvelvimento de
plantas. Aplicacgdes de CCC em tomate, antes da iniciacdo floral
ou depols dos botdes florals estarem visiveis, reduziram o
aborto em plantas mantidas em altas temperaturas e baixa
irradiincia. O efeito de CCC sobre o florescimento em tomate &
mediado em parte pela redugdo de nivels enddégenos de
giberelinas (ABDUL et al., 1978).

Na producdo de azaléias em wvaso, um dos tratamentos
realizados é a aplicagdo de retardantes de crescimento para
inibir o alongamento da parte aérea.

Dentre os retardantes de crescimento conhecidos, cicocel,

fosfon D, AMO 1618  ancymidol, tetvyclacis, paclobutrazel,
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uniconazol, inibem Dbiossintese de giberelinas, bloqueando
ciclizagdo no geranilgeranil pirofosfato (RADEMACHER, 1992). Os
principais retardantes de crescimento utilizados em azaléias sé&o
o paclobutrazol e o cicocel (STUART, 1961; KEEVER & FOSTER,
1991) .

WILKINSON & RICHARDS (1991) concluiram gue para Rhododendron
“Sir Robert Peel” uma Gnica dose de paclobutrazeol 500mg/L

pulverizado & o mals conveniente para o uso comercial.
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OBJETIVOS

A proposta deste trabalho fol caracterizar as alteracgdes
morfolégicas ocorridas nos &pices de Rhododendron simsii cv.
Helmut Vogel {azaléia), guando da transicdo do apice vegetativo
para floral. Objetivou-se também, estudar o desenvolvimento do
botadc floral até a antese, examinando a influéncia de
tratamentos de frio {vernalizacio), fotoperiodo, GA; e cicocel,
bem como, a andlise de niveis endbgenos de substancias

giberelinicas envolvidas neste processo.
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MATERIAL E METODOS

1 - MATERIAL

Foram utilizadas plantas de Rhododendron simsii cv. Helmut
Vogel (Azaléia) cedidas pela Empresa “de Witt Plantas Ltda”
{Holambra). As plantas foram retiradas em diferentes etapas de
desenvolvimento.

0 desenvolvimento floral foi acompanhado até a antese. Em
cada apice desenvolve um conjunto de 3 flores. Este conjunto

foi, neste trabalho, denominado de botdc floral.

2 - METODOS

2.1 - CULTIVO

Os experimentos foram realizados em casa de vegetagao do
Departamento de Fisiologia Vegetal (UNICAMP), utilizando-se 10
repeticdes por tratamento. As plantas foram regadas diariamente
e adubadas semanalmente com solugdo nutritiva (Hoagland &
Arnon, 1938). O substrato utilizado para o desenvolvimento das
plantas era composto de casca de pinheiro, Xaxim e areia

grossa.
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2.2 - DETERMINAGAO DOS ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DO APICE DE

AZALEIA

Os éapices de azaléia foram dissecados sob microscépio
estereoscodpico, para determinacaoc do seu estadio de
desenvolvimento. Para tanto, utilizou-se uma escala de 5
estadios, que estéd ilustrada na figura 1, obtida através de
micrografias em Microscoépioc Eletrénico de Varredura JECL MOD.
JSMT - 300 e operade a 5 KV. O material foi fotografado a
fresco utilizando-se 5Smm apicais.

A descrigdo dos estddios fol baseada em alguns
trabalhos, com espécies e/ou cultivares de azaléias diferentes,
realizados por alguns autores como, CRILEY, 1969; GODKIN &

BALLANTYNE, 1870; PETTERSEN, 1972; BODSON, 1983.

2.3 - FOTOPERIODO

Para o tratamento fotoperidédico, foram utilizados dias
longos (DL)- 18 horas de 1luz diarias ou dias curtos (DC)-8
horas de luz diarias. Em DL, devido ao fotoperiodo natural de
Campinas wvariar entre 10,5 a 13,5 horas durante o ano, o
fotoperiodo fol complementado com 1luz artificial de baixa
irradiancia, utilizando-se lampadas incandescentes (53 W.m?).
Em DC, as bancadas, suporte das plantas, foram cobertas com

pano preto opaco para impedir a entrada de luz além das 8 horas
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diérias. Essas plantas foram mantidas em Lemperatura ambiente,

na casa de vegetacso.

2.4 -~ VERNALIZAGAO

O tratamento de vernalizagdo foi realizado na Empresa “de
Witt Plantas Ltda”, onde as plantas foram mantidas em camara
fria (4% por ¢ semanas, dentro de caixotes de madeira, no

CSCUuro.

2.5 - TRATAMENTO COM G&; (ACIDO GIBERELICO)

O &cido giberélico (GA:) foi aplicado nos botdes florais
em tempos e concentracdes diferentes, que serdo especificados
no texto.

As aplicacOes foram feitas semanalmente, exceto em um dos
experimentos onde GAs fol aplicado a cada duas semanas, em 4
botdes florais por vaso, até atingirem a antese. 0s botdes
foram envolvidos com pedquenos chumages de algod3o, e com
auxilio de um conta-gotas ¢ algoddo foi umedecido com acido
giberélico (por volta de 6 gotas de GA:}.

Os vasos possulam 4 plantas, sendo que foram selecionados
e marcados um botdoc floral por planta. O botdo selecionado foi

o do ramo mais desenvolvido.
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2.6 - TRATAMENTO COM RETARDANTE DE CRESCIMENTO

Foi utilizado cicocel, na concentracio recomendada para o
cultivo comercial (3465 mg.L™'). As plantas foram pulverizadas
com cicocel com auxilic de uma bomba manual de pulverizacio,
até que as folhas estivessem visualmente molhadas. Esse

tratamento foli feito semanalmente, durante 8 semanas.

2.7 - MEDIDAS DO BOTAO FLORAL

Botdes florals previamente marcados, no total de 4 botdes
por vasoc foram medidos semanalmente até a antese.

O comprimente do botdoc floral foi medido com papel
milimetrado, do apice ac final da escama de protecdo externa.

A largura do botadc floral fol determinada medindo-se o

malor diametro do botdo com o auxilio de um pagquimetro.

2.8 - ANTESE

O processo de antese (abertura das flores) foi avaliado
contando-se diariamente o numero de botdes florals que
apresentavam as pétalas visivels (inicio da antese) até
completar 100% de antese, quando todas as flores estavam

abertas.
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2.9-EXTRACAO E FRACIONAMENTO DE SUBSTANCIAS GIBERELINICAS

Para extracgdo e purificacdo de substéncias giberelinicas
foram utilizados os métodos de extragfo descritos por VALIO
{1970} e REEVE & CROZIER (1978), com modificacdes.

Para extracdo, foram utilizados 2 ou 5¢g de botdes florais
ou de folhas da porcdo mediana dc caule, em diferentes etapas
de desenvolvimento da planta.

0 material foi cortado e em seguida fol triturado em
homogeneizador Virtis 45 com 20ml de metanol 80% e guardado em
refrigerador por 24 horas. Em seguida fol filtrade e o© residuc
retomado em 20ml de metanol 80% e guardado em refrigerador por
24 horas. No dia seguinte foi novamente filtrado e juntaram-se
0s dois filtrados obtidos (extrato metandlico).

Utilizando um evaporador rotatdrio sob pressido reduzida a
38% foi removido todo o metanol do extrato, obtendo-se entédo
um extrato agquoeso bruto, que fol submetido a um processo de
fracionamento para a obtencdo da fracdo orgénica acida I ou III
dependendo do tipo de cromatografia a ser utilizada, HPLC ou

TLC respectivamente (ver esguemas I e II).



Extrato aqueose brutec

Extrair com igual
volume de éter de
petréleo (4 vezes)

Fragdo aquosa Eter de Petrdleo

Adicionar PVPP 5%
e filtrar

Fragio Aquosa PVPP

Ajustar pH para 2,5 com HCL

Extrair com igual volume de acetato
de etila por 4 vezes,

Fragdoc Aquosa Fragdo Organica I
fAcida)

Extrair 3 vezes com igual
volume de NaHCO, a 5%

Fragdao Orginica II

Fra¢doc Agquosa IT
{neutra}l

Ajustar pH para 3,0 com
HCL. Extrair com igual
volume de acetato de
etila por 4 vezes

Fragdo Aquosa TII Fragac Organica III

{acida)

ESQUEMA I - Diagrama esquematico de extracdc e fraciconamento de
substéncias de crescimento (VALIQ, 1970), modificado.



Extrato agquoso brutd

Extrair com igqual
volume de éter de
petroleoc (4 vezes)

-

Fracdo agquosa Eter de Petréleo

Adicionar PVPP 5%
e filtrar

Fracdo Aquosa PVPP

Ajustar pH para 2,5 com HCL
Extrair com igual volume de acetato
de etila peor 4 vezes.

-

Fracdo Aquosa

ESQUEMA  II

Fracdo Ofgénica I
{acida}

U
Evaporar acetato de etila
U
Ressuspender em 1lml de metanol
U
Passar com metanol em mini-coluna
SEP-PAK Clg
U
Evapcrar o metanol e ressuspender
em 2 ml de metancl
)
Secar em fluxo de N3
J
Ressuspender em 1lml de uma solugdo
de metanecl e acido acétice 0,5%
{2:3 viv)

- Extracéo e fracionamento
giberelinicas segundo REEVE & CROZIER,

(1978),
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de substancias
modificado.
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2.9.1 CROMATOGRAFIA LIQUIDA DE ALTA EFICIENCIA (HPLC)

Apés a obtencdo da fragdo orgdnica I, esta foli purificada
(vide esquema II} para, a segulr, ser crcocmatografada por HPLC
de fase reversa, com a finalidade de separacdo das substéncias
giberelinicas. A coluna utilizada foi C,; ODS - Hipersil b5um,
com 250 mm de comprimento por 5mm de didmetro. A fase mével
(solvente), constituiu-se de um gradiente de A&cido acético
0,5% {solvente A)/metanol (solvente B) wvariando de 40 a 85% en
30 minutos com fluxo de 1ml/min.

As amostras, ao sair da coluna, passaram por um detector
de UV (LKB VWM 2141 PHARMACIA) sendo gque, de 2 em 2 ninutos
foram coletados Z2ml de amostra. No final dos 30 minutcs foram
coletadas 15 amostras.

As fragdes coletadas (2ml} em HPLC foram subdivididas em 4
aliquotas, c¢ada uma das quais fol colocada em uma divisdo de
cubeta de plastico para gelo com 2 folhas de papel de filtro e
deixadas em temperatura ambiente até a evaporacgdoc total do
solvente.

No caso do controle, fol colocado apenas © papel de
filtro.

Todas as cubetas foram umedecidas com 1,0ml de A&agua

destilada.
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2.9.2 CROMATOGRAFTA EM CAMADA DELGADA (TLC)

0 extrato obtido através do fracionamento, que corresponde
a fracao organica III (acida}, fol aplicado em placas de vidro
(20 X 20 cm} com uma camada de silica gel G e &gua destilada
misturadas na proporgdc de 1:2 (g de silica:ml de A4gua
destilada}.

As placas, antes da aplicacio do extrato, foram ativadas
por 30 minutos a 110°C e os cromatogramas foram desenvolvidos
num percurseo de aproximadamente 15 cm {(do local de aplicacdo a
frente da placa), utilizando-se como sistema de solventes
isopropanol:ambénia:agua (10:1:1 V/V)-solvente 1 ou benzeno:n
butanol:dcido acético (14:5:1 V/V)-solvente 2.

Apds a evaporacdo do solvente, o0s c¢romatogramas foram
testados com diferentes metodologias para evidenciar a presenca
de substancias giberelinicas.

Os cromatogramas foram divididos longitudinalmente em 4
bandas e em 10 faixas transversais, desde o ponto de aplicacéao
até a frente do cromatograma, correspondende a 10 faixas de Rf.

A silica de cada subdivis&c do cromatograma foi raspada e
distribuida ao acaso nas cubetas de fdrma para gelo e sobre a
silica fol colocada uma folha de papel de filtro.

Como controle, fol utilizada a mesma quantidade de silica

das subdivisdes cromatografadas, mas com placas percorridas
somente pelc solvente.

Todas as cubetas foram umedecidas com Agua destilada.
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2.10 - DETECCAO DE SUBSTANCIAS GIBERELINICAS

2.10.1 - Bioteste do alongamento do hipocdtilo de alface

Este Dbioteste especifico para evidenciar substancias
giberelinicas, fol descrito por FRANKLAND & WAREING (1960).

Sementes de alface cv. Grand Rapids, foram germinadas em
placas de Petri a 25° por 24 horas sob luz continua. Apbs este
periode, foram selecicnadas pelo tamanho as plantulas mais
uniformes e colocadas 4 pléntulas em cada divisd3o das cubetas
para gelo preparadas antericrmente com o} material
cromatografado.

As férmas de plastico para gelo, foram transferidas para
cédmara de crescimento sob luz continua a 25 por 72 horas,
dentro de bandejas de pléstico tampadas com vidro transparente
e vedadas com fita adesiva para evitar evaporacgédo.

Apds 72 horas, foram medidos os hipocdtilos das plantulas
de alface e as medidas transformadas em porcentagem do

controle.

2.10.2 - Taeste quimico para detectar substancias

giberelinicas

Para evidenciar a existéncia de substéncias giberelinicas
no extrato, cromatografado em Camada Delgada (TLC}, o)

cromatograma foil revelado pulverizando-se com etanol 5% em
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dcido sulfurico 95% e colocado por 10 minutos a 110°C para
secagem (JONES et al., 1963). As placas foram observadas em luz
UV para verificar a ocorréncia ou ndoc de manchas fluorescentes,
0 que caracteriza a presenga ou auséncia de substancias
giberelinicas. A mesma metodologia fol usada para uma Ssolucao

de acido giberélico (controle).

2.11 - Aanalise Estatistica

0 teste t “Student” foi aplicado para comparacgdo de dois
valores médios (controle e tratadas), aoc nivel de 5% (SNEDECOR,
1965}). Em experimentos com mais de uma wvariavel, usou-se
analise fatorial, determinando-se nestes casos a diferenca
minima significativa, pelo teste de Tukey a nivel de 5% de
probabilidade {(GOMES, 1984). As difereng¢as sdc apresentadas por
letras, que quando repetidas indicam gque entre os valores

correspondentes ndo hd diferencas significativas.
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RESULTADOS

1 - CARACTERIZAGAO DO APICE

Para caracterizacdio dos estéadios de desenvolvimente do
dpice, estes foram dissecados e observados em estereomicroscépio.
De acordo com estas observacgbesg, foram caracterizados 6 estadios,
gque foram ilustrados através de micrografias obtidas em
microscépio eletrdnico de varredura.

Na figura 1A, pode-se observar o apice em estadio 0 (apice
vegetativo). Este estadio se caracteriza por apresentar o domo
achatado e a presenca de 3 primérdios foliares. A partir do
estddio 1 até o estddio 5 os 4apices foram caracterizados como
florais. O estédio 1 é observado na figura 1B, onde pode-se notar
a presenca de 3 &pices axilares gque dardc origem a 3 flores,
evidenciando primérdios de 2 escamas em cada apice. No centro
observa-se o 4apice terminal que geralmente ndo continua seu
desenvolvimento.

Nas figuras seguintes, cbserva-se em detalhe o
desenvolvimento de 1 dos 3 apices axilares.

No estéadioc 2 (figura 1C), observa-se ¢ domo achatado,
envolto por primérdios do cédlice e as sépalas mais externamente.
Na figura 1D, nota-se o é&apice no estéddic 3, onde pode ser
observada a presenca de primbérdios das pétalas e internamente a

iniciacdo de primérdios de estames.
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Figura 1: Micrografias de &pices de Rhododendron simsii cv.
Helmut Vogel, obtidas em microscdpic eletrdnico de varredura.
A barra horizontal na figura estd representada em um.

A- estédio
B- estadic
C- estidio
D- estadio
E- estadio
F- estadio
do- domo

po- primdérdio feoliar
aa- dpices axilares

o W NP O

es-
at-
se-
pe-
ta-
ti-
ov-
et -

escamas

dpice terminal
sépalas
pétalas
estames
estilete
ovario

estigma
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No estadio 4 (figura 1E), observam-se primérdios de pétalas
recobrindo o} apice, impedindo a visualizagédo de outras
estruturas.

Na figura 1F, os primdédiocs das pétalas foram eliminados,
para ser possivel a visualizagio completa do pistilo, cuja.
presenca caracteriza o estadio 5. Assim, pode ser observado o

estilete alongado, © ovario e o estigma.

2 - EFEITO DO TRATAMENTO DE FRIO (VERNALIZAGAO) E INTERAGAO

COM FOTOPERIODO

As figuras 2A e 2B referem-se & influéncia do tratamento de
vernalizacdo e fotoperiode, no desenvolvimento do botdc floral de
R. simsii cv. Helmut Vogel.

Observando a figura 2A, podemos notar que o fotoperiodo nao
apresentou influéncia significativa no desenvolvimento do botéo
fleoral, em relacio ac seu comprimento, tantoc em plantas
vernalizadas como na controle. Comparandc ¢ efeito da
vernalizacdo, entre plantas vernalizadas e controle, observa-se
gue independente do fotoperiodd as plantas vernalizadas,
mostraram um aumento significativo no comprimento do botao

floral.
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Do BoTEo FLORAL, (B) LARGURA DO BOTAO FLORAL DA PLANTA Rhododendron
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Em rela¢do a largura do botdo floral, pode-se cbservar na
figura 2B, gque em plantas vernalizadas ndoc houve influéncia do
fotopericdo. Em plantas n8c vernalizadas, apenas no final do
tratamento, ¢ desenvelvimento do botdo floral foi promovideo sob
DL. O tratamento de vernalizacdo promoveu o desenvolvimento do
botdao quando comparado com ¢ controle dentro de cada fotoperiocdo,

este efeito fol marcante.

3 - EFEITO DO TRATAMENTO COM ACIDO GIBERELICO E INTERACAQ

COM FOTOPERIODO

Com base nos resultados obtidos anterilormente, foili estudado
o efeito de GA; e do fotoperiodo no desenvolvimento do botao
floral de azaléia.
Plantas tratadas com GA:; sob efeito dos dois fotoperiodos,
mostraram diferen¢ga significativa no comprimento e largura do
botio floral a partir do 20° dia de tratamento até o final do
experimento, assim tratamento com DL promoveu © desenvolvimento
do botado floral, quande comparado com tratamento de DC. Por outro
lado, © efeito do fotoperiodo em plantas controle foli efémero e
pouco intenso (figuras 3A e 3B). Ac analisar-se o efeito do
tratamento com GA;, comparande plantas tratadas com plantas
controle sob o mesmo fotoperiodo, observou-se o efeito promotor
da giberelina tanto em DC como em DL, pois o comprimento e a
largura do botéc floral em plantas com GA; fol significativamente

maior a partir do 132 dia de tratamento.
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Tanto © tratamento c¢om GA; quanto o tratamento de
vernalizacdo, reduziram significativamente o tempo médio de
antese (tabela 1).

A aplicacfo de GA; 107”M nas primeiras 5 semanas &
suficiente para promover a antese e o desenvolvimento do
comprimento e largura do botdo floral (figura 4A e 4B).

A partir de 14 até por volta de 30 dias de experimento, DL
foi efetivo promovendo o desenvolvimento do comprimento do botdo
floral tratado com GAs.

Nas duas Ultimas semanas de tratamento esse efeito de DL
desapareceu, nédc ocorrendo diferenca significativa com plantas
tratadas sob DC. Com relacdo as plantas controle, o efeito do
tratamento com DL promovendo desenvolvimento do botéc floral,
quando comparado com plantas tratadas com DC, foi observado aos
14 e 42 dias de tratamento {(figura 4A).

Plantas tratadas com GA: ndo apresentaram influéncia do
fotoperiodo ao longo de todo o experimento, gquande fol medida a
largura do botao floral. Tratamento com DL promoveu
significativamente a largura do bot&o, em relacdo a DC, scmente a

partir de 14 dias de experimento, em plantas controle.
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TABELA 1: EFEITO DO TRATAMENTO COM GAj {10ﬂM) QU VERNALIZACRO,
NO TEMPO MEDIQO DE ANTESE (DIAS DE TRATAMENTQ), EM PLANTAS DE
Rhododendron simsii CV. HELMUT VOGEL.

DC DL
GAs 43,843, 61 39, 6+2, 95
A
VERNALIZAGRO 37,244, 89 39,3+2,21
CONTROLE
60, 64,42 61,342, 21

0S VALORES CORRESPONDEM AQ TEMPO MEDIC SEGUIDO DE DESVIO PADRAO
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CADA TRATAMENTO
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A aplicacdo de GA; 10™M a cada duas semanas, promoveu
desenvolvimento do botdo, independente do fotoperiodo, tanto em
comprimento (figura 5A) quanto em largura (figura 5B), quando
comparamos com as plantas controle. A antese atrasou 1 semana, em
relacdo as plantas que receberam tratamento durante as O
primeiras semanas (figura 4). O fotoperiode n&c influenciou a
resposta em nenhum dos pardmetros analisadoes.

Quando GA; 107°M foi aplicado, somente nas Ultimas 5 semanas
de experimento, o fotoperiode de 18 horas (DL} foi efetivo tanto
no aumento do comprimento do bot&o floral (figura 6A} come na
largura (figura 6B), quando comparado com o tratamento combinado
com DC. O aumento do comprimento de botdes florais de plantas
controle, foi influénciado pelo fotoperiodc somente aos 35 e 42
dias de tratamento, neste caso o fotopericdo de 8 horas (DC) foi
significativamente efetivo. A largura do botdo de plantas
controle na&o fol influenciada pelo fotoperiodo.

Comparando-se o comprimento deo botdo floral de plantas
tratadas com GA; nas Ultimas 5 semanas sob DC, com o de plantas
controle sob DC, fol observado gue o tratamente foi inibidor do
desenvolvimento. Por outro lado, comparando-se plantas tratadas e
controle sob DL, GA; aplicado tardiamente s& promoveu o
desenvolvimento significativamente nos dias 42 e 63 do

experimento.
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Em relacdo a largura (figura 6B), as plantas controle se
desenvolveram mais que as tratadas, sob DC. O efeito do
fotoperiocdo se sobressal em relacde ao efeito do tratamento com
GA: 107M, quando este é realizado muito tarde, sendo que o padrdo
de resposta & modificado.

O tempo médio de antese do botdo floral avaliado sob efeito
da aplicacgac de GA; 107°M em diferentes tempos, pode ser observado
na tabela 2. Podemos notar que o tempo de aplicagdo do GAx
influencia no tempo médic de antese dos botdes florais desta
espécie, tanto em DC comc em DL. Nio ocorreu diferenca
significativa, entre as plantas controle e as plantas que
receberam tratamento nas ultimas 5 semanas. Quando o GA; &
aplicado durante as 5 primeiras semanas ou a cada duas semanas, O
tempo médic de antese & diminuido comparando com plantas
controle.

Diferentes concentracdes de GA; foram testadas para a
analise do seu efeito no desenvolvimento do bot&o floral e tempo
médio de antese,.

No experimento onde foli aplicade GA; 10™M (figuras 7A e
7B), nenhum dos parametros analisados, demonstrou influéncia do
fotoperiodo. Quando analisamos o efeito do tratamento com GAs
107" isclado do fotoperiodo, comparado com plantas controle,
observamos que o desenvolvimento do botdo, tanto em comprimento
quanto em largura é significativamente maior em plantas tratadas.
Esses resultados sdc semelhantes aos obtidos quando as plantas

foram tratadas com GR; 107°M de 2 em 2 semanas (figura 5).
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TABELA 2: EFEITO DO TRATAMENTO COM GAs, EM DIFERENTES TEMPOS DE

APLICACAC, NO TEMPO MEDIO DE ANTESE DE PLANTAS DE Rhododendron
simsii CV. HEIMUT VOGEL.

TEMPO
DE DC DL
APLICACAO
DE GAs
(107>M)

SEM

+ +
APLICACAO 55,3%6,12 ho, 07,37

PRIMEIRAS 39 043,38 35, 746, 64
5 SEMANAS

A CADA 2 44,143, 38 44,145,76
SEMANAS

ULTIMAS 5

+ +
SEMANAS 58, 8%£3, 61 54,6%4, 66

0S VALORES CORRESPONDEM AQ TEMPO MEDIO SEGUIDO DE DESVIO PADRAO
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Quando a concentracdo de GA; aplicada foi de 10™, o
comprimento do Tbotdo floral aumentou 'por influéncia do
fotoperiode de 18 Thoras (DL). Plantas mantidas sob DC, nao
demonstraram efeito do tratamento. 0O comprimento dos botbes
floralis de plantas mantidas sob DL aumentou significativamente,
somente gquando tratadas com &cido giberélico (figura 83a). A
largura do botdo nédo foil influenciada por nenhum tratamento
(figura 8RB) .

A tabela 3 mostra a influéncia da concentragdc de GA:; no
tempo médic de antese. A concentragdo de 10™M ndoc causou qualquer
efeito em relacio ao controle em nenhum dos fotoperiodos. Plantas
tratadas com GAs 107°M ou 10™"M mantidas sob DC mostraram
antecipacio da antese em relacdo ao controle. As plantas mantidas
sob DL demchnstraram diminuicdo no tempo médio de antese somente
quando tratadas com GAs; 107°M.

Baseado nos resultados obtidos anteriormente, onde ficou
demonstrada a influéncia da vernalizacido e de GA: exdbgeno no
desenvaolvimento do botidc floral, fol realizado um teste, tratando
as plantas com 2 semanas de vernalizacdo, seguida da aplicacgdo de
GA; 107 combinado com tratamento fotoperiédico. Analisando-se o
efeito destes tratamentos em relacgdo ao comprimento do botédo
floral ({figura 9A), verificou-se que o fotoperiodo somente teve
influéncia significativa em plantas controle (plantas
parcialmente vernalizadas) a partir do 28° dia de avaliacio,

sendo que DL promoveu ¢ desenvelvimento do botdo floral.
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TABELA 3: EFEITO DO
CONCENTRACOES, NG TEMPO MEDIO
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TRATAMENTO COM  GAs, EM DIFERENTES

DE ANTESE DE PLANTAS DE

Rhododendron simsii CV., HELMUT VOGEL.

(GAs) DC DL
Q 55,3+ 6,12 56,0+ 7,37
-5

10°M 54,6+ 5,52 49,0+ 4,66
-4 *

107°M 44,1+ 4,72 45,4+ 4,95
-3

10°M 39,9+ 3,38 35,7+ 6,64

0S VALORES CORRESPONDEM AQ TEMPO MEDIQ SEGUIDO DE DESVIO PADRAO
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CADA TRATBMENTC.



45

0 tratamentc foli promotor sob DC, quande comparamos com
plantas controle sob esse mesmo fotoperiodo.

Plantas tratadas e controle ndo demonstraram diferenca
significativa sob DL.

Observando-se a figura 9B referente a largura do botao
floral, nota-se, no inicio do experimento, uma variacdo dos dados
devido possivelmente a uma grande heterogeneidade do material,
pols as plantas nao estavam ainda em diferentes fotoperiodos. Ao
longo do experimento ndo fol observado efeitc de nenhum dos

tratamentos.

4 - EFEITO DO CICOCEL

Devido ao intimo envolvimento do cicocel com a inibicdc da
sintese de (giberelinas, estudou-se o efeito do mesmo no
desenvolvimento do botdeo floral de azaléias. As observacdes foram
feitas do 1inicio do tratamento até a antese. No inicio da
aplicag¢ao de cicocel, o©s botdes foram dissecados e avaliados, com
auxilio de microscodpic esterecscdpico, quanto aos seus estadios
de desenvolvimento. Essa classificacdo se deu de acorde com a
figura 1.

Foi verificado durante essas observagdes (0 a 22 dias), que
nadc houve diferenga no desenvolvimento do botdo entre plantas
tratadas e controle, ou seja, o ciceocel, nesta fase do
desenvolvimento ndc apresentou gqualquer efeitoe promoteor ou

inibidor (tabela 4}.
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A partir do 21° dia de tratamento, os botdes Ja
mensuraveis, foram avaliados quanto ao seu comprimento e largura.

Ndo houve diferenga significativa do comprimente do botdo
floral entre plantas tratadas e controle acs 22 dias de
experimento (figura 10A e 10B}. Esse resultado coincide com o
cbtido pela avaliacdoc feita dos estadios de desenvolvimento, onde
ndo havia diferenca significativa. Nas semanas seguintes
observou-se a inibicdc do desenvolvimento dos botdes em plantas
tratadas com ciceocel. 2Apds 41 dias de experimento as plantas
foram mantidas por 35 dias em cémara fria (vernalizacdc) e depois
foram novamente avaliadas. O efeito inibidor se manteve, mesmo
apbs as vernalizacao das plantas, até o final do experimento
(antese) (figura 10B). A largura do botdoc floral, ndc foi afetada
significativamente pelo tratamente com cicocel, tanto antes
(figura 1l1A) como apds a vernalizagdo (figura 11B). A porcentagem
de botdes florais que atingiram a antese, em funcdo do tempo {em
dias), pode ser observada na figura 12, Nas plantas controle,
100% das flores abriram (antese) no 114° dia apdés o inicioc do
tratamento. Neste mesmo periodo de tempo, apenas 10% das plantas
tratadas com cicocel estavam abertas, atingindo 100% de abertura

das flores somente 15 dias depcis das plantas controle,
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TARELA 4 - ESTADIOS DE DESENVOLVIMENTO DO APICE DE Rhododendron
simsii CV. HELMUT VOGEL TRATADOS COM CICOCEL.

TEMPO (DIAS} CoM CICOCEL SEM CICOCEL
0 2,3 2,3
8 2,8 3,7
14 4,1 4,0
22 4,2 4,7

i *NAQ FOI ENCONTRADA DIFERENCA SIGNIFICATIVA A NIVEL DE 5%
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5 - EXTRACAO DE SUBSTANCIAS GIBERELINICAS

Pelo fato de GA; influenciar o desenvelvimento e tempe médioc
de antese de botdes florais de azaléia, comco evidenciado pelos
experimentos anteriores, foram feitos extratos de feolhas ou
botdes, para analise de substancias enddgenas com atividade
giberelinica.

Substidncias giberelinicas foram evidenciadas em extrato de
folhas de plantas vernalizadas. 0 cromatograma fol pulverizado
com H.30; revelando uma mancha fluorescente azulada, sob luz ultra
viocleta, no RIf 0,66. Essa mancha caracteriza a presenga de
substancias giberelinicas.

Este teste também foi realizado com &cido giberélico
(padrdo), confirmandoc o resultade anterior.

Na figura 13, sao mostrados os resultados da atividade
giberelinica, observados em extratos de folhas (A e B) ou botdes
(C e D}, logo apdés o tratamento de vernalizacido, que foram
cromatografados em TLC em 2 sistemas de solventes: solvente 1
{(isopropancl:aménia:agua), solvente 2 {(benzeno:n butanol:acido
acético) e em seguida biotestados. A figura 133, evidencia
atividade giberelinica significativa nas faixas de Rfs 0,7 e 0,8
de extrato de fcolhas cromatografado com o solvente 1.

Quando o extrate de folhas foi cromategrafado com o
solvente 2, ficou evidente a atividade giberelinica nas faixas de
Rfs 0,5 e 0,6, confirmando a atividade giberelinica nas folhas

nestas condicdes {(figura 13B}.
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Nos extratos de botdes, figuras 13 C e D, cromatografados
respectivamente com solventes 1 e 2, ndc foli evidenciada
atividade giberelinica significativa.

Um experimento realizado com eXxtratos de folhas
cromatografados por HPLC, e em segulda biotestado para evidenciar
substéncias com atividade giberelinica, pode ser observado na
figura 14. Nas figuras 14A e 14C, extratos obtidos de plantas nao
vernalizadas e 20 dias apds a vernalizacdc, respectivamente, nio
apresentaram atividade giberelinica. 0 bioteste realizade com
extratos de plantas, extraidos logo apds a vernalizacdo (figura
14R}, apresentou atividade giberelinica significativa na fracio

2.
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Discussao

A passagem do estéddio vegetativec para reprodutivo, é
acompanhada de diversas modificacdes sequencials, morfoldgicas,
celulares e moleculares no apice do ramo (SEIDLOVA, 1985;
BODSON, 1989; MACDANIEL et al., 1992 . Dentre essas
modificacdes, as mudancas morfoldgicas sdo muito estudadas,
sendo que o tamanho e a forma gue o meristema do ramo assume
com a iniciacao floral sdo as mais evidentes. Essas
modificacdes diferem de espécie para espécie (VINCE-PRUE,
1975) .

A iniciacdo floral e o desenvelvimento do apice até que o
botdo floral seja macroscoplcamente visivel em azaléas tem sido
examinados em varios cultivares. Foram identificados varios
estaddios de acordo com o desenvolvimento morfolodégico {CRILEY,
1969; GODKIN & BALLANTYNE, 1970; PETTERSEN, 1972; BODSON,
1983).

Em Rhododendron simsii cv. Helmut Vogel, o padrédo de
mudancas morfoldégicas fol semelhante ao c¢itade por outros
autores para outras cultivares. O apice vegetativo apresenta-se
com © domo achatado. Em seguida, por ocasido da transicao
floral, trés apices axilares comegam a sSe desenvolver
originande 3 flores, o© @&pice terminal ndo continua seu
desenvolvimenteo. O mesme fol encontrado por GODKIN & BALLANTYNE

(1970) para a cultivar Red Wing. Ao contraric em Rhododendron
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obtusum “Coral Bells”, fol descrita a iniciacio de uma flor
terminal perfeita (NASKALI, 1961 citadeo por BODSON, 1989).

Foli construida uma escala de 6 estadios de acordo com as
mudancas morfoldgicas que ocorrem ao longo do desenvolvimento
do apice. Estes estadios abrangem desde o apice vegetativo até
todas as partes florals terem sido formadas. Essa escala é de
grande importancia para futuras consultas, bem como para situar
o inicio de alguns experimentos com transicio e desenvolvimento
floral.

Alguns autores, construiram escalas do desenvolvimento do
apice de Rhododendron com técnicas diferentes, fotografando
dpices dissecados em microscdpio estersoscépico ou seccionando
o material e fotografando em microscédpio optico (CRILEY,19869;
GODKIN & BALLANTYNE, 1%70; PETTERSEN, 1972; BODSON, 1983).

SAITO et al. (1995} observando tricomas glandulares de
Humulus lupulus e FALK et al. (1971) observando A&pice de
Tropaeolum majus, demonstram diferencas de qualidade da imagem,
quandc sdo comparados oS materials em microscoédpico Optico e
microscopio eletrébnico de varredura, Jj& que este Ultimo oferece
muito mals detalhes tridimensionais, o que é de grande
importincia para estudos sobre morfogénese e morfologia do
apice.

FALK et al. {1971}, testaram védrios métodos de preparacio
de material, para a observacdo em microscdpio eletrdnico de

varredura, dentre eles, a observacdo de material fresco, nac



57

fixado, com uma eXxXcelenite preservacdoe celular. SAITO et al.
{1995), consideram vantajoso trabalhar com material a fresco,
pela simplicidade, rapidez e eccnomia, além de eliminar o risco
de encontrar deformacdes do materlal decorrentes das técnicas
de fixacéo.

Em azaléia cultivar “Helmut Vogel” os apices foram
fotografados a fresco (sem fixacdo e sem gqualguer outra
preparacdo), em microscépio eletrdnico de varredura, para
determinacdo dos estéddics de desenvolvimento, apds observacdes
e disseccdes feitas em microscdpio esterecscodHpico. Este métedo
foi mais eficiente, possibilitando a observacdo de detalhes
tridimensionais nas micrografias, com maior nitidez do que as
apresentadas por outros autores.

As azaléias passam por um periodo de dorméncia do botéoc
floral. O estadic de desenvolvimento do botdo floral e a
temperatura <¢tima para guebra da dorméncia variam entre
espécies e cultivares (KINET et al., 1985).

Segundo BODSON (1989}, em azaléia a dorméncila tem que ser
quebrada por um tratamento apropriado, evitande o aborto da
inflorescéncia e a ndo uniformidade do desenvolvimento dos
botdes até a antese.

No cultivo de azaléias para fins comerciais, um dos
tratamentos realizados para quebra da dorméncia do botaoc floral
e para garantir antese uniforme entre todas as plantas, & a

vernalizacdo.
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PETTERSEN & KRISTOFFERSEN (1969) e FRENCH & ALSBURY (1988}
verificaram que, tantc a durag¢do do tratamento de vernalizacao
como a temperatura eficiente, dependem da cultivar estudada.

Os dados agquil apresentados mostram que em R. simsii cv.
Helmut Vogel, 6 semanas de vernalizacdo a 4°C é um tratamento
efetivo nas condicdes adotadas.

Tem sido sugerido que o tratamentc de vernalizacdo
influencia a biossintese e o metabolismo de giberelinas
(HAZEBROEK et al., 1993; ZANEWICH & ROOD, 1995). A aplicacio de
giberelina pode substituir pelo menos em parte a necessidade de
vernalizacdo em botdes florais de damasco e péssego (HATCH &
WALKER, 1969 citado por POWEL, 1987). Segundo BROWING (1973
citado por KINET et al., 1985), giberelinas s&c as substancias
que estimulam a guebra da dorméncia de gemas florais em café.

A quebra da dorméncia do botio floral de azalélas para o
seu desenvolvimenteo até a antese, tem side também relacionada
com substancias de crescimento como giberelinas (CRILEY, 1985).

No presente trabalho a aplicacdo de GA; 10™°M sob DC e DL,
substituiu ¢ tratamento de vernalizacdo, sendo que tanto em
comprimento como na largura do botdo floral o efeitoc promotor
de GA; fol observado. Esse efeito fol acentuado sob DIL.

Esses dados sugerem gue substéncias giberelinicas estao
envolvidas no desenvolvimento do botédoc floral. A vernalizacao,
pode, portanto, estar influenciando a bhiossintese e o0

metabolismo de giberelinas, e a aplicacio destas substancias
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substituem a necessidade de um periodoc de tratamento de
vernalizacdo para a quebra da dorméncia, também nesta espécie.

Em outras espécies, tem sido sugerida uma relacac entre
tratamento de DL e um estimulo da biossintese de giberelinas
(ZEEVAART, 1971; VINCE-PRUE, 1975; TALON & ZEEVAART, 1990).
BROWN & BOX (1971) cbservaram que tratamento com DL sequido de
DC, quebra a dorméncia do botde floral de azaléia sem o
tratamento de vernalizacdo. Segundo BODSON (1992) em azaléia, o
efeito de GA; na quebra da dorméncia é maior sob DC, mas guando
as plantas s&oc préviamente tratadas com retardante de
crescimentc o fotoperiodo de 16 horas demonstra efeito
promocional.

Observandc os resultados de plantas vernalizadas ou
tratadas com acido giberélico, pode-se notar que a manutencao
de plantas em DL acentuou a resposta somente quando combinada
com a aplicacdo de GAs;. Ao longo deste trabalho o efeito do
fotoperiocdo fol esporéadico.

A diminuicdo do tempo médio de antese, bem comoc sua
uniformizacdo, foram notados tanto em plantas vernalizadas como
em plantas tratadas com GA;, ndo sendo observada diferenca
significativa entre esses dois tratamentos. Plantas que nio
receberam os tratamentos, demonstraram um atraso significativo
da antese.

E interessante notar que em plantas tratadas com GA; por
volta de 5 semanas de tratamento, ja& se inicia a antese,

enquanto as plantas vernalizadas, receberam 6 semanas de
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tratamento, e apds esse periodo, sioc necessarias mais 5 semanas
para que se inicie a antese. Desta forma, para fins comerciais,
quando se considera o fator tempo de producdo, o tratamento com
écidq giberélico é mais vantajoso, embora BLACK et al. {1990,
Cenham concluido que para azaléia cultivar Gldéria, o tratamento
de baixa temperatura aumenta o diametro das flores e sua
longevidade.

Tanto plantas que receberam 2 semanas de vernalizacdo como
as que foram vernalizadas e em seguida tratadas com GA; 1073,
entraram em antese ac mesmo tempo, indicando que 2 semanas de
vernalizacio, ja& foram suficientes para antecipar a antese. QO
crescimento do bot&do floral, avaliado através de medidas de
comprimento, foi significativamente promovide pelo tratamento
posterior de 4cido giberélico. Neste caso, as medidas em
relagdo a largura do bot3o floral ficaram prejudicadas pela
heterogeneidade do material.

Podemos assim concluir que na cultivar Helmut Vogel, o
tratamento com acido giberélico promove o© desenvolvimento do
botdo floral principalmente em comprimenteo, além de estar
envolvido com a quebra da dorméncia, antecipando e garantindo
uma boa uniformidade da antese. Por outro lado, plantas
vernalizadas demonstram também esses efeitos, mas nic tido
acentuados.

BLACK et al. (1990}, concluiram que o tratamente de 4
semanas de frio seguidas de aplicacio de giberelina antecipa o

tempo de producdc das plantas, sendo também vantajose devido ao
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menor tempo de tratamento de frio. Em relacidoc ao tratamento de
vernalizacdo, estes autores citaram como vantagens o aumento do
nimerc de botdes abertos, o aumento do didmetro das flores e a
a maior longevidade pds colheita.

Em relacdoc ao desenvolvimento do botdo floral {(comprimento
e largura) de Rhododendron simsii cultivar Helmut Vogel, o
momento de aplicacdo de GA; é importante, pois os tratamentos
iniciados no momento em que as plantas seriam vernalizadas,
demonstraram efeito promotor independentemente do fotoperiodo,
tanto para aplicacdes semanais come a cada duas semanas. Por
outro lado, quando o tratamento se inicia 5 semanas mais tarde,
o efeito do fotoperiodoe (DL) combinado com tratamento de GA. é
mais marcante, sugerindo que DL, pode estar alterando os niveis
enddégencs de giberelinas e com as aplicacgdes de GA; o efeito se
acentua.

A quebra da dorméncia e a antecipacdc da antese também
dependem do momento de aplicacio de acido giberélico, ja qgue os
tratamentos realizados nas primeiras 5 semanas de experimento,
diminuiram consideravelmente ¢ tempo médio de antese, quando
comparados com plantas controle ou tratadas tardiamente.

A concentracdo de GA; combinado com o fotoperiodo, foi
testada para verificacio do seu efeito no desenvolvimento do
botic floral e antecipacio da antese. Os tratamentos com GA;
10° M ou GA: 10" M, foram efetivos para acelerar o
desenvolvimento do botao floral independentemente do

fotoperiodo.
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0 fotoperiodo de 18 horas (DL}, promoveu o crescimento do
botado floral quando as plantas foram tratadas com GB; 107°M.
Essa promog¢ac nao fol verificada em plantas sob DL sem
GA; 10™°M, nem em plantas mantidas sob DC mesmo com tratamento
de 4cido giberélico. O 1inicio do desenvolvimento do botao
floral ocorreu apds a 4° semana de experimento sugerindo gque
com concentracdo menor a quebra da dorméncia atrasa. E provavel
que a promogdo do desenvolvimento do botédo floral precise de
uma concentracdo de giberelina critica e o fotoperiodo de 18
horas (DL) parece ser uma condicac favoravel para gue esta
concentracdo seja alcancada em plantas que foram tratadas com
GA: menos concentrado ou aplicado tardiamente,

TREWAVAS {1983) sugere que ndc é& sb a concentracio da
substancia de crescimento gque esta envolvida nas respostas, mas
as mudangas na sensibilidade do tecido em relacgdo a uma
determinada substiancia.

Algumas substancias consideradas como retardantes de
crescimento sdo capazes de inibir a biossintese de giberelinas,
agindo como antimetabdélitos, mas nac competindo com sua acgéo
{(CATHEY, 19064).

Retardantes de crescimento s8o comumente aplicados em
azaléias cultivadas para diminuir crescimento da parte aérea,
inibindo alongamento dos entrends (STUART, 1961).

Segundo BODEON (1986}, as giberelinas Promovem
desenvolvimenfo do botd8c floral somente quando estes se

encontram em estidlios mais avancados.
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0 tratamento com cicocel em Rhododendron simsii cv. Helmut
Vogel, ndo provocou atraso no desenvolvimento dos apices
florais em estadios iniciais. Esses resultados sugerem que,
nesta fase de desenvolvimento do botdo floral, nac ha
envolvimento de substancias giberelinicas.

0 tratamento com cicocel, aplicado em plantas a partir do
estadioc 5 de desenvolvimento, 1nibiu o desenvolvimento do botio
floral e atrasou a antese, em relacgdo as plantas ndo tratadas.
Isto pode ser devido & influéncia do cicocel inibindo a
biossintese de substancias giberelinicas. Esses dados sugerem
gque em um determinado estadio de desenvolvimento do botdo de R.
simsii, substancias giberelinicas s&o efetivas no
desenvolvimento e quebra da dorméncia do botde floral. A
avaliacdo da largura do botac floral, nem sempre foi uma boa
metodologia., Neste caso néo foi cocbservada diferenca entre
plantas tratadas e controle.

0 desenvolvimento floral e a antese em R. obtusum
“Gloria”, foram atrasadas por daminoczide, CCC e combinacio dos
dois, mas tratamentos com paclobutrazeol e fluometralin nao
mostraram atraso no desenvolvimento floral e antese das flores
(WHEALY et al., 1988).

A presenca de substincias reguladoras de c¢rescimento
influenciando o© desenvolvimento de flores tem sido registrada
em numerosas ocasides, mas existem poucos trabalhos, nos quais

mudancas nos nivels enddgenos de reguladores de crescimento tem
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sido asscciadas ao crescimento e desenvolvimento de flores
(JEFFCOAT & COCKSHULL, 1872).

Os extratos de folhas mostraram atividade giberelinica,
quando as substancias testadas foram extraidas logo apds o
tratamento de vernalizacdo. Esses resultados indicam que o
tratamento de vernalizacido promove a sintese e/ou liberacdo de
giberelinas. Quando a extracido foi feita com folhas de plantas
que ndo foram vernalizadas, n&c foi observada atividade de
substéancias giberelinicas, nem em extrato de plantas 20 dias
apbs a vernalizacdo.

Em extrato de botdes, nac fol observada atividade de
substancias giberelinicas. Estes resultados sugerem a auséncia
deste fitorménio nos botdes ou a sua presenca em concentracdes
muito baixas para serem detectadas pelo biocensaio utilizado.

Em Tanacetum c¢inerariaefolium L., fol observado que a
concentracdo de giberelinas aumenta durante a vernalizacgao
(temperatura noturna de 6°C) (BROWN & MENARY, 1984).

Os resultados sugerem que o controle do desenvolvimento do
botdo floral em Rhododendron simsii c¢v., Helmut Vogel, pode ser
controlado pelo tratamento de vernalizagcio e a aglo deste

envolve alteracdes nos niveis de substincias giberelinicas.
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