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I-INTRODUCAEDO

1. ASPECTOS DO DESENVOLVIMENTC VEGETATIVO £ REPRODUTIVO DE

CEREAIS, PARTICULARIZANDO O MILHO

O cultivo das gramineas tem ocupadé uma posicac
de destague na economia mundial, dada a sua importincia na
produgao de graos como també&m na formagao de pastagens. Da-
dos fornecidos pela FAO (Food Agricultural Grganiéation) in
dicaram que, em 1970, os céréais forneciam para a dieta hu-
mana mals de dois tercos da matéria seca, sendo 80% contri-
buicao de apenas onze espécies. Cingquenta por cento da pro
teina‘da dieta humana eram contribuic¢ac feita principalmen-

te pelo trigo, arroz e © milho (EVANS, 1978).

Dada a dependéncia do homem deste grupo de plan-
tas, muitos estudos tém sido feitos sobre o crescimento e

desenvolvimento dos cereais.

Além dos estudos do desenvolvimento anatdmico des
tas plantas existem trabalhos a respeito do aumento de pro-
dugdo, sendo analisado neste aspecto, além do componente ge-
nético, o papel de fatores ambientais. Aspectos da fisiolo-
gia do desenvolvimento como a correlaczo do crescimento das
diferentes partes da planta, o balangco e metabolismo hormo-
nal durante o desenvolvimento, ainda precisam ser esclareci-

dos.

No estaddio vegetativo, a parte aérea das graming
as & composta por la&minas e bainhas foliares que emergem dos

n6és na base do caule. Os entrends, que separam os nds, 830



bastante contraides, fazendo com gue o cauyle verdadeiro se-—
ja muito curto e nao visivel externamente. Aparentemente,o
gue parece ser o caule, sac simplesmente as laminas e bai -
hhas foliares enroladas umas sobre as cutras, formando ghini!
c¢ilindro, de onde novas folhas se desenrolam e expandem. A
regifo meristem3tica apical do caule & & responsavel pela
formagao das félhas, nds e entrends que constituem a parte

aérea da planta. Na axila de cada folha, situada em mm no,
é iniciada uma gema lateral que, em condigoes favordveis

cresce, formando o perfilho ou ramo axilar, de estrutura se
melhante a do ramo de origem (LANGER, 1972). CGrande parte
do recrescimento das pastagens esti relacionado ao nume xo
e tamanho das gemas de perfilho vegetativas, presentes na

base do eixo principal reprodutivo na é&poca da poda {(JEWISS,

1972) .

Dependendo das condigCes ambientais e internas da
propria planta o dpice principal e o das gemas laterais po -
dem se transformar em Orgados florais. No caso das gramine -
as os Orgaos florais s3o inflorescéncias. Os tipos de in =~
florescéncia mais comuns sio: a espiga, onde as Fflores sao
sésseis e inseridas ao longo de um eixo, muito proximas umas
das outras; e a panicula gque corresponde a um cacho compos
to onde os ramos decrescem da base para o apice (FERRI et
al., 1978). A formacao de flores & geralmente acompanha -
da por rapido alongamento dos entrends, principalmente dos
malg aplicais, fazendo com gue o eixo principal e os ramos

laterais se tornem visiveis.

Em milho, as folhas szc os primeiros &rgacs a e-

mergir, logo apds a emergéneia do coleoptile e constituem ;



durante todo o est@dio vegetativo, os Gnicos Srgios visiveis
externamente. De acordo com SASS (1951, in DUNCAN, 1978),
na maior parte das variedades de milho, cinco folhas estio
formadas no embrido na semente e numa planta de milho nor -
mal vinte a vinte e trés folhas s3o formadas durante ¢ pe-
riodo de crescimento vegetativo. No estidio reproduﬁiéa nao
h& formacdo de novas folhas, sendo apenas notado o desenvol
vimento das folhas ja iniciadas. ¢ alongamento dos entre -

nds s ocorre apds todos os primdrdios de gemas e  folhas

terem sido formados.

O sistema radicular se desenvolve rapidamente du
rante o estadio vegetativo e ralzes adventicias se formam
nos nds mais basais no final do desenvolvimento vegetativo

(ALDRICH, 1975).

Todas as gemas laterais em milho sao moffologicg
mente idénticas no inicio do desenvolvimento (BONNETT,1953).
O primdrdio de gema & iniciado no eixo principal da planta,
na axila da folha a que ele corresponde. Segundo BOXNNETT
(1953), que fez amplo estudo do desenvolvimento anatdmico de
plantas de milho, o desenvolvimento da gema lateral se ini-
cia por divisoes periclinais da terceira camada celular da
regiao meristemidtica apical do eixo principal. Esta origem
difere da das folhas que se iniciam anteriormente, ﬁor divi
soes periclinais da primeira e segunda camadas celulares do

dpice do eixo principal.

Durante a formagao da gema, as divisSes pericli-
nais seguem—se varias divisoes cbligquas e anticlinais. A di
visao celular & mais ripida na regifo basal do primérdio,fa

zendo com gue a gema lateral se curve para cima, paralela -



mente ac eixo principal. A organizagao dos tecidos da gema
lateral estd determinada desde o infcio do desenvolvimento

do primbdrdioc e & igual & organizacgio do =ixo principal. Ge-
‘ralmente, apds este desenvolvimentoc inicial, as gemas late-
rais permanecem em estado latente até a planta mudar do es-—
tadio vegetativo para o reprodutive guando seu desenvolvi -

mento € retomado e se transformanem espigas (BONNETT,lBSB)ﬁ

Em alguns casos, as gemas laterais mais basais
podem se desenvolver em perfilhos. Estes perfilhos sio se-
melhantes ao eixo principal, podendo inclusive sustentar es
pigas (DUNCAN, 1978). Os cultivares de milho variam muito
no numero de perfilhos desenvolvidos. A causa desta varia-
¢ao ainda nao estd estabelecida, mas de acordo com SEHGAL
(1963, in DUNCAN, 1978) a tendéncia para uma variedade per
filhar esta provavelmente relacionada ao grau de parentesco
com o Teosinte, tipo de graminea do gdnero Zea éuéxéerfilha

profusamente.

A mudanga do estadic vegetativo para o reproduti
vo, também descrita em detalhe por BONNETT {1953), & notada
inicialmente no meristema apical. Este se alonga,sendo gue
em dois a trés dias seu comprimento passa a ser duas vezes

seu didmetro.

Logo apds este alongamento, duas saliéncias {"d&ou-
ble ridge") se formam na base do &pice, saliféncias estas ,
provavelmente extensoes do tecido nodal. Para muitos auto-
res o aparecimento da primeira "double ridge" € considerado
o primeiro sinal visivel da iniciagdc floral. Acima destas
saliéncias comegam a se formar, acropetamente, os ramos gue

sustentarac as inflorescéncias masculinas, no caso do milho,



constituindo a panicula. BAs "double ridges” precedem cada
ramo floral formado, tanto na panicuia.somo nas esplgas .Nesg
te momento, O eixo principal comega a se alongar rapidamen-—
te e as gemas laterais comegam também a se transferﬁar§con§
tituindo as espigas. Existe uma hierarguia no desenvolvi -
mento das espigas, sendo dominantes as mais apicais. Tanto
nas flores das espigas como nas da panicula, +rés estames
e um pistilo sao iniciados, mas o pistilo & abortado na pa-

nicula e os estames o s3o nas espigas.

DUNCAN (13878) descreve a mudanga do estadio ve-
getativo para o reprodutivo como etapa marcante do desenvol
vimento de plantas de milho, determinando o nimero de fo -
lhas, nds e entrends formados no eixo principal, ja gue guan

do ela ocorre estes Orgaos param de ser formados.

2. FATORES ENVOLVIDOS NO CONTROLE DO DESENVOLVIMENTO DE GE-

MAS

Ha muito tempo se sabe gue a gema apilcal do eixo
principal controla o crescimento e desenvolvimento das ge—
mas e ramos laterais em plantas superiores. Geralmente a
gema apical cresce mais vigorosamente gue as laterais. o
grau de domindncia apical varia entre as espdcies de plan-—
tas, sendo gue &s vezes varia entre cultivares ou varieda -

des da mesma espécie.

Uma vez gue a dominancia apical & um fendmeno ge
ral em plantas superiores, espera~se um mecanismo comum pa-—
ra o seu controle. Embora esteja sendo feita intensiva pes

guisa sobre o assunto, até o momento, explicagoes claras nao



foram estabelecidas. A maioria dos éstudos feitos a este
respeito indicam gue fatores nutricionais, bem como hormo -
nais, estac envolvidos no controle da deminancia apical. Es
tes estudos foram feitos principalmente com dicotileddbneas,
cuja morfologia facilita a utilizagaoc de certos métodos co-
mo a remogao do apice ou a aplicagac local de subst@ncias
de crescimentc. Além disso, os estudos do crescimento de
gemas em monocotileddneas nao podem ser feitos atfavés de

observacoes externas, pelo menos na sua fase inicial.

Grande parte dos trabalhos sobre o desenvolvi -
mento de gemas em monocotileddneas tem sido feita com o pro
pdsito de aumentar a produgao de grzos ou de matéria seca .
Assim, neste aspecto, conhece-se em mais detalhes o efeito
de alguns fatores ambientais, mas o modo de acgao destes fa-
tores ainda nao estd claro. Para isto, éstudos detalhados
de estadios mais iniciais do desenvolvimento daé piéntasséo

necessarios.

O crescimento vegetativo dos ramos laterais ou
perfilhos & grandemente afetado pelo suprimento de nutrien-
tes minerais. LANGER (1966, in LANGER, 1972) observou em
varias gramineas gue o0 aumento no suprimento de nitrogénio,
fésforo e potdssio aumenta a producao de perfilhos. STAC -~
CIARINI (1984) demonstrou gue em sorgo forrageiro, que pos-—
sui fraca dominancia apical, a deficiéncia ou o excesso de
nitrato no substrato, provoca redugao no nimero de perfi -~
lhos, enquanto excesso de fosfato promove a iniciagao e e-
nergéncia dos mesmos. Em cevada, o retardamento no forneci

mento de nitrato &s pla@ntulas atrasa marcantemente a emer -



géncia de perfilhos (METIVIER, 1979).

Por outro lado, ¢ perfilhamento em cereais & con
trolado por substdncias de crescimento como auxinas (LEOPOLD
1946; JEWISS, 1972), giberelinas (JOHNSTON e JEFFCOAT, 1977)
e citocininas (LANGER et al., 1973; SHARIF e DALE, 1980). Re
lacionando a hipétesé nutricional com a hormonal, foi propos
to por SHARIF e DALE (1979} que, em cevada, a disponibilida-
de de nutrientes minerais determina os niveis de citocininas

endbgenas, que por sua vez induzem a liberacao das gemas

laterais inibidas.

Nutrientes minerais em algumas plantas exercen
influéncia ha transigao do crescimento vegetativo para o re-—
. produtivo. Na verdade, parece haver um antagonismo entre os
dois tipos de crescimento. Tratamentos que favorecem o cres
cimenﬁo vegetativo podem ser desfavoréveis para a indugao da
floragao. Assim, foi demonstrado que baixos niveis de nitro
génio tendem a adiantér a floragao em algumas plantas e al-
tos niveis de nitrogénio atrasam‘a floragao em outras, como
© Pisum sativum (WAREING e PHILLIPS, 1981). Acredita-se que
para a maioria das plantas.a nutrigaoc mineral é de importin -
cia secunda@ria no controle da iniciacdo floral. Em varias
plantas fotoperiddicas e que requerem frio para florescer,mu
dangas no suprimento de nitrogdnio sao incapazes de alterar
as exigéncias indutoras (BERNIER et al., 1981). Assim, o su
primento de nitrogénio para estas espécies & apenas um fator
modulador guando as outras condigoOes ambientais s3o determi-

nantes ou nao do florescimento.



O fotoperiodo afeta o perfilhamento em gramineas
{(EVANS, 19278) sendo que este efeito varia com a espécie. Foi
sugerido por EVANS (1978) que, em geral, o perfilhamento é

menor sob condigdes de dias curtos.

O efeito do fotoperiodo na indugdo da fioragéo é
bem mais marcante que no perfilhamento. Segundo LANGER
(1972) guase todas as gramineas sao sensiveis ao fotoperiodo.
0 mesmo autor sugere gue plantas que tém as gemas induzidas
para fiorais quando o fotoperiodo excede um certo fotoperio-
do critico, sao geralmente espécies de altas latitudes. As
gramineas de regides tropicais tendem a ser plantas de dias
curtos e florescem somente quando os dias sao menores do que
um certo fotoperiodo critico. Muitas delas, principalmente
as das regioes eguatoriais, podem sér sensiveis a mudancas

de meia hora por dia no fotoperiodo.

No caso do milho, fol demonstrado que muitas va-
riedades respondem a dias curtos; outras, szo indiferentes

ao fotoperiodo (VINCE-~PRUE,1975).

0 efeito fotoperiddico na inducdo da floracdo &
fortemente modificado pela temperatura. Assim, em varias
gramineas sensiveis a dias longos, temperaturas noturnas de
12 a 18 “C atrasam ou inibem a iniciacao floral, especial -
mente se o fotoperiodo & somente marginalmente adequado .
Contrastando, plantas de dias curtos quase sempre exigem
temperaturas acima de 12 a 16 °C para a iniciagao floral .
Esta suplementagao do efeito do fotoperiodo pela temperatu-
ra provavelmente tem papel importante na distribuigdco geo-~

grafica das gramineas (LANGER, 1972).



Apds a iniciacao floral, o fotoperiodo e a tempe
ratura continuam tendo efeito na taxa de crescimento e desen
volvimento das inflorescéncias e no alongamento do eivo. Em
ﬁilho, condigoes de dias curtos estinulam a iniciagao das in
florescéncias, mas a manutencao das plantas nestas condig?es
prejudica o desenvolvimento normal das espiguetas (HESLOP -
HARRISON, 1961). © desenvolvimento de carpelos & intensifi-
cado quando plantas de milho, apds a inducao floral, conti -
nuam sob condigdes de dias curtos, podendo culminar com o a-
parecimento de flores femininas na panicula (HESLOP-HARRISON

1964, in VINCE-PRUE, 1975),

A participacao de substdncias reguladoras de cres
cimento nos processos de desenvolvimento vegetativo e repro-~
dutivo de gemas tem sido extensivamente estudada. 0O papel
das auiinas intensificando a domindncia apical vém éénﬁo su
gerido ha algum tempo, principalmente em dicotiledbneas,mas
ainda existem resultados conflitantes a este respeito. A -
creditou—se inicialmente que a auxina, produzida na gema a-
pical, se deslocaria basipetamente alcancando as gemas late
rais 6nde seria responsavel pela inibicdo do desenvolvimento
das mesmas (THIMANN e SKOQOG, 1934; in PHILLIPS, 1971). Mais
recentemente, HILLMAN et al. (1977) mostraram que em feijao
o nivel de &dcido indolil-3-acético nas gemas laterais aumen-—
ta apds a remocao do apice principal. Em relagao &s monoco -
tiledOneas, poucas informagdes se tém a respeito deste grupo
de substancias controlando a dominincia apical. Isto occorre
devido a morfologia das plantas gue dificulta o seu manuseio

e ao efeito das auxinas que é muito dependente das condigoes
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ambientais, da fase de crescimento em gue as plantas se en -
contram no momento do tratamento com o regulador e da manei-
ra pela qual o regulador & fornecide. Foli mostrado que auxi
na pode reduzir o perfilhamento em diversas plantas como tri
go, cevada, aveia (JOHNSTON e JEFFCOAT, 1977; HARRISON e
KAUFMAN, 1980) e sorgo (ISBELL e IMORGAN, 1982). O acido tri
iodo benzéicq (TIBA), inibidor do transporte de auxinas, pro
move o perfilhamento em varias gramineas (LEOPOLD, 1?%6 ;

¥

JEWISS, 1972; LANGER et al., 1973 e ISBELL e MORGAN, 1982) .
Trabalhando com cevada, ROCHA (1978} notou que o &cido indol
il-3-acético promove o crescimento de gemas de perfilhosquan

do elas estao liberadas da domindncia apical e n3o detectou

efeito do TIBA.

As auxinas também estzo envolvidas no controle
da transformagao de gemas vegetativas em florais. Aparente-
mente, niveis altos de auxinas inibem esta transformagéo,mas
o papel deste composto na floragéo parece ser mais complexo
(BERNIER et al., 1981). Novamente, a agao das auxinas & for
temente dependente de virios fatores que explicam porque in-
fluén¢ias promotoras e inibidoras podem ser encontradas nas
mesmas espécies. O efeito das auxinas estd muitas vezes re-
lacionado ao fotoperiodo. Assim, verificou-se gque algumas
plantas de dias curtos, guando submetidas a condigoes de di-~
as longos, tém um nivel endbgeno de auxinas relativamente al

to (CHAILAKHYAN e LOZHNIKOVA, 1%66}.

Em 1967, SACHS e THIMANN (ig PHILLIPS, 1971 )
verificaram, em ervilha, gue o crescimento das gemas laterais
era promovido por tratamento do apice das mesmas com cineti-

na, seguido de aplicagao de auxina. LANGER et al. (1973)
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mostraram gue cinetina estimula a libéragéo das gemas late =
rais do controle exercido pelo apice principal. Estes auto-
res sugeriram que a cinetina poderia agir aumentando o fluxo
de fotossintatos em direcac &s gemas 1aterais, varios ou =
tros pesquisadores confirmaram o papel das citocininas esti-
mulando o crescimento de gemas laterais em diversas monocoti
leddneas, como em Lolium temulentum (JEWISS, 1972), ILoliunm

multt florum (CLIFFORD e LANGER, 1975), cevada (JOﬁﬁSTON a

JEFFCOAT, 1977; SHARIF e DALE, 1980), aveia ({(JOHNSTON e JEFF
COAT, 1977; HARRISON e KAUFMAN, 1980), trigo (JOHNSTON &

JEFFCOAT, 1977) e sorgo (ISBELL e MORGAN, 1982).

-O papel do etileno no controle do perfilhamento
nao & bem claro, contudo, em relagao & inducgio floral, sabe-
se que etileno promove floragao, principalmente nas bromelia
ceas (ZEEVAART, 1978), enguantc nas outras familias é& geral-

mente inibidor (ABELES, 1967).

Existem algumas evidéncias de gque o acido absci-
sico (ABA) inibe o perfilhamento. Em aveia, foi demonstrado
por HARRISON e KAUFMAN (1980) gque ABA aplicado tanto isolada
mente como em combinagao com cinetina foi efetivo em inibir.

a iniciacao de perfilhos.

Foi sugerido por WAREING e EL-ANTABLY (1970, in
BERNIER, 1981) que inibidores (ndo conclusivamente identifi-
cados como ABA) promoveriam a floracac em algumas plantas de
dias longos e inibiriam a iniciagdo floral em plantas de di-
as curtos. No entanto, existem resultados gque contradizem
esta afirmacac; por exemplo, KING e colaboradores (1977}
mostraram que nao hd modificacac nos niveis de ABA de Lolium

temulentum com o fotoperfodo. Parece que o efeito promotor
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do ABA poderia ser nac especifico para a floragio e atribui-
do & inibig¢ao do crescimento vegetativo, que em algumas plan
F

tas & requisitado para a indugac floral (EL-ANTABLY et al.

1967} .

As giberelinas (Chs) estZo envolvidas tants no
processo de crescimento vegetativo das gemas laterais (perfi
lhamento) cémo na indugac floral, sendo gue neste Gltimo fe-
ndmenc seu papel & mais evidente. Acide qiberélic_o (GAS) au
menta © alongamente do caule e reduz o perfilhamento em ar-
roz (HARADA e VERGARA, 1972), trigo, aveia e cevada (JOENS -~
TON e JEFFCOAT, 1977) enquanto o cloreto de 2-cloroetiltrime
tilamonio (CCC), tem o efeito oposto em cevada, trigo (whng-
CHE, 1973) e Lolium temulentum {(JEWISS, 1972). Engquanto o
perfilhamento & restrito em plantas tratadas com GA,, O cres
cimento de perfilhos j& emergidos & promovido por esta subs-
tancia (JEWISS, 1972). Em Sorghum bicclor, a aplicagio de
GA3 inibiu o perfilhamento, sendo que com a parada de aplica
cao do regulador, o niimero de perfilhos aumentou rapidamen-~

te (MORGAN et al., 1977; ISBELL e MORGAN, 1982).

As giberelinaé sao as Gnicas substdncias de cres
cimento que, gquando aplicadas, sao capazes de induzir a flo-
ragao de plantas (de dias longos), em condigdes ndo induti -
vas. O efeito promotor das GAs é particularmente claro na
indugao da floracao de plantas gue crescem em roseta duran-
te a fase Vegetativa, como € o caso de Hyoscyamus {( LANG ,
1956 in ZEEVAART, 1983). Estas plantas sao normalmente
transformadas em florais pelc frio e/ou dias longos e o GA3

pode normalmente substituir o frio mas nem sempre a fotoin -

dugao (LANG, 1965). Apesar destas observacdoes, o papel das
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GAs na indugao da floragao nao pode ser generalizado e resul
tados conflitaﬁtes aparecem. Em alguns casos GPhgy pode promo
ver floragao e alongamento do eixo em plantas de dias curtos,
como foi notado em cana de agucar por HESLOP-HARRISCN(1960).
Como a maioria das plantas nas guais as GAs promovem flora -
cao apresentam habito de crescimento em roseta, acreditou-se
que estas substl@ncias afetariam a iniciacgdo floral somente in
diretamente, através de reagOes associadas ao alongamento do
eixo (LANG, 1957 in ZEEVAART, 1983). Esta generalizacio &
dificil de ser mantida j& gue plantas tratadas com CGAs guase
sempre apresentam alongamento do eixo independente da respos

ta floral.

3. BIOSSINTESE E METABOLISMO DE GIBERELINAS

A maioria dos tecides de plantas superiores exa-
minados até o momento contém virias das sessenta e seis gibe
relinas conhecidas. Estas giberelinas variam gualitativa e
guantitativamente com o teﬁpo, podendo se concluir gque GAs
sao ativamente metabolizadas nos tecidos das plantas. Varias
das GAs conhecidas sac provavelmente precursoras ou cataboli
tos de algumas poucas GAs gue sao as gue tém fungdo hormonal

"per se" (HEDDEN et al., 1978).

Estudos sobre o metabolismo de reguladores de
crescimento em plantas superiores apresentam algumas dificul
dades. A gquantidade de GAs em plantas superiores, especial-
mente nos tecidos vegetativos, €& muito baixa, portanto deve
ser tomado cuidado no fornecimento de precursores as plantas

para gue sejam aplicadas concentragoes fisioldgicas. Além



disso, estes precursores devem ser a&ﬁinistrados de tal for-
ma gue nao danifiquem as plantas e permitam adeguada absor -
gao. A translocagao das substancias (precursores e metaboli
tos) dentro da planta pode causar dificuldadég na analise .
Também aparecem problemas durante a extragio e purificacio

dos metabolitos dificultando sua identificacdo.

Os trabalhos iniciais sobre a via bidssintética
de giberelinas foram feitos por BIRCH e colaboradores{1958,
1955 in COOLBAUGH, 1983) gue demonstraram que tanto GAs cam
dezenove (Clg—GAs) como com vinte (Czo"GAs) &dtomos de carbo
no, sao formadas pela via biossintética dos isoprendides, a
partir do mevalonato. A via biossintética das GAs pode ser
dividida em trés estdgios. O primeiro constitui a conver -
sao de mevalonato em ent - caureno, feita através de enzi -
mas soltveis. No segundo, o ent - caureno & oxidado por en
zimas ligadas ds membranas formando as brimeirés‘GAg} gue
seraoc oxidadas no terceiro estlgio por enzimas soliveis, for

mando os outros tipos de GAs (HEDDEN, 1983).

A via biossintética do mevalonato até a forma -
gao da primeira giberelina, GAlzﬂaldeIdo, foi demonstrada
no fungo Gibberella fujikuroi (WEST, 1973) e em sistemas de
células livres de varias angiospermas como Piswum sativum
(C%BAUGH e MOORE, 1871) e Zea mays (WURTELRE et al., 1982).
Esta via biossintética nio foi confirmada em plantas supe -
riores intactas devido &s dificuldades técnicas do estudo ,
mas assume-seé gue a via demonstrada "in vitre" também ocor-

ra "in vivo".

A conversao de GA,.~aldeido (C..-CA) em outras

iz 290

GAs foi extensivamente estudada em (. fujikuroi (BEARDER ,
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1983) . Estes estudos fornecem a base para ¢ estudo do meta-
bolismo de GAs nas plantas superiores. Assim, notou-se em
G. fujikuroti, que apds hidroxilacdes e oxidacdes do GAlzwal—
deido formando outras GAs de vinte carbonos, ocorre a perda
do carbono 20 da molécula dando origem #s GAs com dezenove
carbonos (BEARDER, 1983). Em plantas intactas as informa -~
¢oes sobre as provavels vias metabéiicas partindo do  GA,,-
aldeido formando as ClngAs 520 especulativas e se baseiam
nos tipos de 020~GA5 que ocorrem naturalmente na espécie on
de o metabolismo estd sendo estudado. Como, nas anglosper—
ﬁas, existe uma série de CZO"GAS estruturalmente diferentes
das encontradas em G. fujikuroi, presume-se que, em plantas

superiores, existam vias metabdlicas alternativas As encon-

tradas no fungo (SPONSEL, 1983).

A maior parte dos estudos mmtabollcos feitos com
plantas 1ntactas dizem respeito ao meLabollsmo de Clé ~GAs a
plicadas as plantas. Algumas vezes somente um Unico passo
metabdlico foi demonstrado numa espécie-em particular. Como
existem evidéncias de que géneros relacionados possuem C

19

e CZO—GAS com estruturas semelhantes, tentou-se congtruir

vias metabdlicas comuns para grupos relacionados de plantas.

Varias giberelinas enddgenas foram identifica-~
das em diferentes grupos da familia Graminea como aveia
(KAUFMAN et al., 1976}, centeio (DATHEHEE al., 1978), ceva-
da (GASKIN et al., 1982) e milho (HEDDEN et al., 1982), sen
do que muitas delas foram também identificadas em dicotile-
doneas. Entretanto, mais estudos sao necessirios para indi
car se existem diferencas na fisiologia das giberelinas nos

dois grupos de plantas.
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As principais GAs identificadas em milho foram
GAy5+ GRjigs GAy,, GR,, e GA . (HEDDEN et al., 1982). Além

disso, também se sugeriu a presencga de GA,, GA, ¢ GA.. base-

17778 25
ando~-se em técnicas de cromotografia gasosa (HEDDEN et al. ,

1982) . Como estas GAs estao também presentes em muitas legu
minosas, SPONSEL (1983) sugeriu que em milho a via metabdli-
ca de GAs & semelhante a um dos caminhos sugeridos para as

leguminosas, no gual a primeira Cig~GA formada g a GaA Nes

207
te caminho, chamado "via da hidroxilagdo precoce na posicio

13", o GA,,-aldeido & transformado em GA, que por sua vez

da origem a Gh,, due & convertida em GA Esta Ultima da

19°

origem a GAy,; e a GA,,. Os passos metabllicos até a forma-

5
cao da GAzO {primeira Clg—GA) foram sugeridos baseando - se

nos estabelecidos em culturas de células livres de Pisum sa-—

tioum (KAMIYA e GRAEBE, 1983, in SPONSEL, 1983}. A GAZO a
través de uma 3B-hidroxilacgao da origem-a Gp, e através de
uma 2f-hidroxilacao d3 origem a GA,g- GA,, pode também se

ligar a uma molécula de glicose formando uma GA-conjugada, ©
GAzO—glicosideo. A GA,, por sua vez, através de uma 2f-hi -
droxilacgao da origem a GAg. Tanto GA; como GAg podem se li-
gar a-agucares, formando as GAs-conjugadas, GAl-glicosideo ’
ester de GAl—glicosideo e GAS—glicosideo. A via metabdlica
a partir da GA,, (C,4-GAs) foi estabelecida através do forng
cimento de ClgG@s marcados & plantulas de Phaseolus vulgaris
(SPONSEL, 1983).

Confirmado esta possivel via metabélicé sugerida
para o milho, PHINNEY em 1984, trabalhando com guatro mutan

tegs de milho ando, demonstrou existir apenas uma Unica via

metabdlica de GA,,~aldeido até GA, e que a GAy € a Gnica gi
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berelina natural ativa “per se” no alongamento do eixo de
plantas de milho. Um diagrama desta via, de acordo com

PHINNEY (1984), € apresentado a seguir.

Parece que esta via metabSlica, da"hidroxilacao

-

precoce na posigao 13} levando & formacao da C e

167GRy GRyg,

de ocorréncia geral em plantas superiores {(BEARDER, 1983) .
Outras vias formadoras de Cigfms provavelmente existem. Es-
tas vias sao fundamentalmente semelhantes, diferindo apenas

no grau e posigao das hidroxilacgdes das C ;GAs (SPONSEL,1983).

2
Fatores ambientais como luz, fotoperlodo, dispo-
nibilidade de &gua, etc., podem alterar o metabolismo das
ClgmﬁAs fornecidas ds plantas durante um estudo do metabolis
mo. A maior parte dos trabalhos mostraram desativacio das
GAs aplicadas, tanto por 2-ghidroxilagao como por conjugacao.
Estes passos metabOlicos nao ocorrem em G. fujikuroi onde es
tas GAs nao tém fungao (SPONSEL, 1983). Assim, SPONSEL (1983)
sugere que estes processos de desativacao devem estar especi
ficamente relacionados ao controle dos niveis de GA biologi~

camente ativos nos tecidos das plantas superiores.

4. OBJETIVOS

O presente trabalho tem como objetivo o estudo
do desenvolvimento de plantas de milho, com especial aten -
¢ao &s gemas laterais e aos processos fisiolbgicos gue es-

tao relacionados ds transformacgbes que elas possam sofrer.

Numa primeira etapa, procura-se correlacionar al

guns processos fisioldgicos gue ocorrem durante o desenvolvi
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mento da planta, principalmente durante a transigac vegeta-
tivo—-floral, etapa onde as gemas laterals se transformam em

esplgas.

A seguir, para se estabelecerem correlagdes en-
tre os diferentes processos fisioldgicos, analisa-se o efel
to de fatores ambientais bem como de substancias regulado -

ras de crescimento no desenvolvimento das plantas.

Levando-se em consideracao o possivel envolvi -
mento das glberelinas no relacionamento dos principais even
tos gque ocorrem em milho durante a transformagao vegetativo
-floral, analisa-se o conteldo endbgeno destes hormdnios ve
getais e procura-se sugerir possiveis conversoes sofridas pe
las giberelinas nesta etapa marcante do desenvolvimento de

milho.



IT -~ MATERTIAL E METODOS

1. MATERIAIL BIOLOGICO

Na malor parte dos experimentos, as plantas es-—
tudadas foram de um cultivar de milho (Zea mays L.) hibrido
isogénico, proveniente do cruzamento da linhagem pura L 720
(usada como planta masculina) com a linhagem pura 423-1 wx.
Estas linhagens foram obtidas através de varios retrocruza-
mentos, garantindo a homogeneidade do gendtipo. O cultivar
e as linhagens puras parentais nos foram fornecidos pelo
Dr. William J. da Silva, do Departamento de Genética do ins

tituto de Biclogia da Universidade Estadual de Campinas.

Além destes, foram utilizados dois outros cuité
vares hibridos, o HMD 7974 e o HMD 6999, da Secretaria da
Agricultura do Estado de Sao Paulo. Estes dois Gltimos cul
tivares foram usados apenas nos experimentos de nutrigao

mineral.

2. CONDICOES DE CULTURA NO CAMPO

‘Graos homogéneos foram selecionados e plantados
num campo de 10 m de largura por 20 m de comprimento. Este
campo fazia parte do campo de cultivo de milho utilizado pe
lo Departamento de Genética da UNICAMP. Antes ¢o plantio
o campo fol tratado com adubo mineral e inseticida, segundo

a rotina do Departamento de Genética da UNICAMP, e foram fei
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tas covas (15 cm de profundidade por 5 cm de largura) em 10
linhas {com um intervalo de 1 m entre cada linha) sendo gque
na linha, cada cova foi feita com um intervalo de 40 cm. Fo
fam colocados dois graos por cova. A limpeza do campo e a
irrigagao foram feitas regularmente durante o periodo de a-
nalise também sequindo a rotina do Departamento de Gendtica

da UNICAMP.

3. CONDICOES DE CULTURA EM VASO

Graos homogé&neos, selecicnados, foram colocados
para embeber por 3 h em agua destilada e a seguir foram plan
tados em vasos plasticos com terra ou vermiculita previamen-

te hidratadas.

Durante o crescimento, as plantas foram mantidas
em casa de vegetacao sem controle de temperatura ou luz, com
excecao dos experimentos onde se analisou o efeito do fotepe
riodo. As plantas foram regadas com &qua (destilada nos ex-
perimentos de nutricdoc) geralmente uma vez poxr dia. Quando
nao especificada, a nutriéao foi feita com adubo orgdnico ou
granulado mineral (N, P, XK) que foram misturados 3 terra an-—

tes do plantio.

4, CONDICOES DE CULTURA HIDROPONICA

Graos selecionados foram colocados para embeber
por 3 h em agua destilada. A sequir foram transferidos pa-

ra rolo de germinagao gue foi mantido em casa de vegetacgio,
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sob condigoes naturais, até as raizes das plintulas  terem
atingido cerca de 3 cm e o coleoptile ter emergido. © rolo
de germinagao consistia em duas folhas de papel de filtro em
bebidas em agua destilada, sobre as guais dispunha-se 08
graos de milho. Sobre os graos, colocava-se oubra folha de
papel de filtro umedecida. As folhas eram enroladas e coloca
das em becker ¢om dgua. Apds terem recebido ou nao o trata
mento com reguladores de crescimento, dependendo dé experi-
mento, as plantulas foram transferidas para vasos plasticos
com capacidade de 3 litros, contendo solugao nutritiva de
HOAGLAND e ARNON (1938), modificada {tabela 1) com ou sem
substincia reguladora de crescimento, conforme o experimen-—
to. Foram colocadas 3 pléntulas por vaso, presas cuidadosa
mente a orificios existentes na tampa dos mesmos. Os vasos
foram mantidos em casa de vegetagao, sob aeragao constante

e em condigOes naturais de temperatura & luz.

5. NUTRIENTES MINERAIS

Nos experimentos onde foi observado o efeito de
nutrientes minerais, solugao nutritiva de HOAGLAND & ARNON
(1938), modificada foi fornecida &s plantas cultivadas em

vermiculita {40 ml de solugéo por vaso de 500 ml).

Num primeiro experimento a aplicagao de nutrien
tes foi feita semanalmente a partir do segundo dia apOs o
plantio. Plantas controle foram regadas apenas com agua des

tilada.

Quando se testou o efeito da fregliéncia de apli

cacao de nutrientes no desenvolvimento das plantas, estas



TABELA 1 - Composigaoc da solugao nutritiva padrzo modifi-
cada.
- A solugao de concentragao normal (100%3) foi
preparada com 5 ml de cada solugdo de macro
e micronutrientes por litro de agua destila~

da e 1 ml da solugao de ferro



SOLUCOES ESTOQUES

Macronutrientes:

- KH2 PO4

- KN03

- Ca(NO3}2.4 H20

- Mg 504 . 7 HZO
Micronutrientes:

- H3 BG3

— Mn Clz . 4 H20

- Zn 804 . 7 H20

- Cu 804 . 5 HZO

- H2 ,MOO4
Solugao de Ferro:

- BDTA Na2

- Na OH

- Fe 50 7 H.O

4 - 2

TABELA 1

QUANTIDADE (g) UTILIZADA
PARA A PREPARACEO DE 1
LITRO DE CADA ESTOQUE

27,22
101,11
236,10

98,60
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receberam solugac nutritiva uma ou duas vezes por semana,de
pendendo do tratamentc, a partir do nono dia apds o plantico,
quando o© coleoptile tinha 2 a 3 cm de comprimento e a pri -

meira folha ainda nao estava emergida.

6. FOTOPERTODO

Graos selecionados, apds terem sido colocados pa
ra embeber em agua por 3 h; foram plantados em wasos (3 1)
com terra e submetidos a trés tratamentos fotoperiddicos: 8
h de luz; 18 h de 1uz.e 8 h de luz com o periodo de escurc
interrompido por um chogue de luz. As plantas dos trés tra-
tamentos foram submetidas, em cada dia, a 8 h de luz natural
em casa de vegetacao, com temperatura nioc controlada.  ApSs
este periodo, as gue deveriam receber somente 8 h .de luz, e-
ram transferidas para cdmara escura onde permaneciam por 16
horas. As plantas do tratamento de 18 h de luz também passa
ram para camara escura onde o periodo de 8 h de luz naturél
era complementado, imediatamente, por 10 h de luz de baixa
intensidade, fornecida por lampada incandescente de 60 w; o
ciclo de 24 h era completado com escuro. As plantas do ter-
ceiro tratamento também passaram para cimara escura, onde
receberam um choque de meia hora de dgragéo, no meio do pe-
riodo escuro de 16 horas, dado também com lampada incandes -

cente de 60 w.



7. TRATAMENTOS COM REGULADORES DB CRESCIMENTO

7.1. Citocininas

A 6-benziladenina (6BA) foi fornecida #As plan -
tas através de trés métodos diferentes. No primeiro, as ral
zes de plantulas germinadas em rolo de germinacdo e com cO
leoptile medindo de 2 a 3 cm (plantulas com trés a -quatro
dias de idade) foram mergulhadas na solugao de 6BA a 19"5 M
ou em agua destilada (controle) onde permaneceranm durante
gquatro horas. Apds este pericdo, foram retiradas, lavadas
com agua destilada e replantadas (vasos de 500 ml) em vermi
culita. No segundo métodb, plantulas com z mesma idade f£i-
sioldgica que as do tratamento descrito acima e germinadas
da mesma maneira, foram colocadas em cultura hidropdnica com
solugéo nutritiva de HOAGLAND e ARNON (1938) modificada, a

10%, pura (controle) ou com 6BA, nas concentracoes ‘de lOm6M!

10;7 Mf e lOmS M. As.raizes destas ?lantas permaneceranm

mergulhadas na solugao durante cinco dias, quando esta foi
trocada por solugao na concentragio normal (tabela 1) sem a
substimeia substdncia reguladora de crescimento. No tercei
ro método, a aplicacao de uma gota de 10 pl da solucaoc de

" Me 1070 M) ou

~ -4 -
6BA em diferentes concentracoes (10 -~ M, 10
égua destilada (controle) foi feita no interior do cilindro
formado pela bainha das folhas, em diversas etapas do desen

volvimento de plantas mantidas em vasos (500 ml} com terra.

Esta aplicagao fol feita com uma microsseringa.

7.2. Giberelinas

Acido giberélico (GA3) foi fornecido 3s plantas

através da aplicagao de uma gota de 50 pl de uma solucgic de



10"% M no interior do cilindro formado pelas bainhas das fo
lhas das plantulas. Desta forma, cada planta recebeu cerca
de 17,3 ug de G, em cada aplicagac. Plantas controle rece
beram uma gota (50 pl) de agua destilada. As fases do de~-
senvolvimento das plantas nas guais as aplicacoes foram fel
tas variaram conforme o experimento, bem como a fregfiencia
destas aplicagOes. Durante estes experimentos as. plantas

foram mantidas em vasos (de 3 1) com terrz ou em cultura hi

dropdnica.

As plantas que foram tratadas com giberelina ra
dioativa (33H|GA20) foram cultivadas em cultura hidropdnica
até possuirem oito folhas emergidas. Nesta fase, uma gota
de 50 ul de solugdo de |”H|GA,, (% 5.000 kdpm) em ctanol e

dgua foi aplicada no interior do cilindre formado pela bai-

nha das folhas.

7.3. Inibidores de biossintese de giberelinas

Dois inibidores de biossintese de giberelinas
foram testados. O primeiro, cloreto de 2~cloroetilirime-
tilam{jnio (CCC) inibe a ciclizacao do geranilgeranilpiro-
fosfato em ent-caureno (BARNES et al., 1969). O segundo,
5-(4-clorofenil}-3,4,5,9,10 ~ pentaaza-tetraciclo 5,4 .,

102’6, ()8’:Ll dodeca - 3,9 -~ dieno(Tetcyclacis ou LAB
102883) inibe a reagao oxidativa do caureno para acido cau

rendico (RADEMACHER et al., 1983).

As plantas tratadas com CCC foram plantadas em
vasos { 3 1) com terra adubada; 200 ml de CCC, na concen -
tragao de 10'_2 M foram aplicados no solo duas vezes por se

mana. As aplicacoes iniciaram-se qguando as plantas tinham
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‘cinco folhas emergidas. Plantas controle foram regadas a-

penas com agua.

O LAB 102883 foi fornecido &s plantas mantidas
em cultura hidroponica, dissolvido na solucao nutritiva

(tabela 1). As concentragoes usadas foram: 7,9 . lOle MV

e 7,9 . 1072 M. Este inibidor foi fornecido ds plantas des
de o dia em que foram transferidas para & cultura hidr&péni
ca, quando tinham apenas o coleoptile emergido, atd o final

do experimento. Plantas controle permaneceram em cultura

hidropdnica com solugdo nutritiva (tabela 1} pura.

8. MEDIDAS REALIZADAS NA PLANTA INTACTA

A altura da parte aérea foi medida com auxilio
de régua de plastico transparente milimetrada, desde a in-

sercao da primeira folha no eixo até o apnice da maior folha.

Foram contadas as folhas emergidas {todas as
gque eram visiveis sem manuseic da planta) e as distendidas
(as gue possuiam o limbo totalmente desenrolado}. Como o
deseﬁvolvimento cronoldgico das plantas variou muito, de-
pendendo das condigOes ambientais existentes em cada expe-—
rimento, adotou-se o numero de folhas emergidas para se es
tabelecer a idade fisiolbgica das plantas, o que possibili
tou a comparagao de plantas cultivadas em diferentes épo -

cag do ano.

Foram contados como perfilhos, todos os eixos
axilares visiveis externamente, quer eles tivessem emergi-—

do acima da bainha foliar correspondente, cuer a sua emer-—
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géncia tivesse ocorrido por rompimento desta bainha Feliar.

9. DISSECGEO E MEDIDAS EM PLANTAS DISSECADBAS

Geralmente, no final de cada experimento, as
plantas foram dissecadas sob lupa (Wild M3). A medida que
se removiam as folhas o comprimento das mesmas era medido.
Fol considerado comprimentc da folha, a medida desde a in-
sergao no eixo principal até o apice. Apds a remogdc de
cada folha, fazia-se a medida do comprimen*&:o da gema axi -
lar correspondente; em alguns casos as gemas eram também
dissecadas para se determinar o estado (vegetativo ou flo-
ral) de seu apice. Nesta mesma etapa mediam-se também o©s
comprimentos dos entrends. Foi contado o nimero de folhas .
iniciadas, considerando-se até o primdrdio mais ‘jovem que
aparecia como uma saliéncia, logo abaixo do domo apical.Fo
ram també&m contadas as gemas laterais iniciadas na axila
de cada folha ou no primérdio foliar. As folhas, gemas e
entrends, foram numerados-acropetamente. As folhas sdo in
dicadas pela letra F e as gemas de perfilho pela letra P
No final da dissecgao, apds remogio de todas as folhas e
gemas presentes no eixo principal, o comprimento deste foi
medido, desde a base (insercgaoc da primeira folha) até o do
mo apical ou inflorescéncia masculina. Nesta mesma etapa
da dissecgéo.o estado do apice principal (wegetativo ou flo-

ral} foi observado.

Para a padronizacao dos estados (vegetativos
ou reprodutivos) do apice principal e gemas laterais, fo -

tografias dos mesmos, em diferentes etapas do desenvolvi -
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mento, foram feitas num fotomicroscoOpio Zeiss (usando - se

filme Panatonic~X-Kodak ASA 32, 120mm).

10. DETERMINACAC DO PESO SECC

0 peso seco de diferentes partes da pianta(raim
zes, endosperma e escutelo e parte adrea) foi medido em ba-
langa analitica (sensibilidade 0,1 mg). ©O material vegetal
foi previamente mantido por 24 horas em estufa a 80 “c. 0
material usado para dosagem de giberelinas enddbgenas foi lio

filizado.

11. ANALISE DE GIBERELINAS

11.1. Preparacgao do material vegetal

Plantas mantidas em condigdes de campo foram co
Jletadas em trés diferentes fases do desenvolvimento. As plan
tas da fase 1 foram coletadas bem antes do inicio do alonga
mento do eixo principal (6 folhas emergidas), as da fase 2,
pouco antes do inicio do alongamento (10 folhas emergidas)e
as da fase 3, durante o alongamento (15 folhas emergidas) .
Na fase 1, 205 plantas foram coletadas, na fase 2, 82 e
150 plantas na fase 3. Logo apds a coleta, as raizes e fo-
lhas foram removidas e descartadas. O eixo principal foi.
ou nao seccionado em diferentes regides, dependendo da fa -
se, e foli imediatamente congelado em gelo seco. Na fase 1
nao se seccionou o0 eixo principal. Na fase 2 o eixo foi sec
cionado em duas regioes: dois entrends mais basais (59 e

69), onde se cbhservou maior alongamsnto, & regiao apical



(entrends acima do 69 nd, incluindo o apice). Na fase 3 o
eixo foi dividido em tré&s regioces: regifo basal (99 entre-
nd), regiao apical {(acima do 99 nd, mas sem a inflorescén-

‘cia masculina) e inflorescéncia masculina.

0 material, assim preparado, foi guardado no

O - a 3 R - - 3
congeladoxr (~20 C) até ser liofilizado. Apds a liofiliza-
cao foram feitas a extrachio, purificagao e andlise das gi-

berelinas endbgenas do eixo principal de milho.

Para se analisgar possiveis interconversdes das
giberelinas durante o desenvolvimento de plantas de milho,

principalmente na transigao do estado vegetativo para o

floral, outro experimento foi realizado. Neste, guatro
plantas, mantidas em cultura hidropdnica e tratadas com

i3H{GA20 foram coletadas quatro dias apds o tratamento. I-
mediatamente apbs a coleta, as planta.s foram dz_"_‘ss_gcadas e
foram preparados trés extratos: das folhas, do ei#o prin-—
cipal e das raizes. A extracdo foi feita imediatamente a-
pds a coleta e dissecgao. Um outro lote de gquatro plan -
tas, ndo tratado com giberelina radicativa, mas mantido sob
as mesmas condigoes de cr—esciménto que o anterior e disse-
cado da mesma maneira, fol usado para a determinacgao do pe
S0 seco. Isto pode ser feito pois as plantas foram disse-
cadas apenas guatro dias apds o tratamento guando algum e-

feito da GA20 sobre 0 peso seco nao seria evidente.

11.2. Extracao

A extracao das giberelinas dos tecidos (tanto

as endbgenas como as radioativas) foi feita com base no

método descrito por CROZIER e DURLEY (1983) como & mnostra
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do no diagrama 2. No processo de extracao das giberelinas
das plantas que nao foram tratadas com giberelina radioati
va, fol adicionada, ao extrato metandlico, uma pequena quan
tidade de giberelina radiocativa padrac. Isto foi feito pa-
ra se localizar, durante a purificacao dos extratos, as fra
goes que continham giberelinas. A solucao padrio adiciona-
da aos extratos continha uma mistura de E3HlGA1 e 13%1 §GA9
(com aproximadamente 705X%dpm) numa concentragac baixa, que

nac era capaz de provocar resposta nos bioensaios.

O peso do matérial para cada extrato onde o con
teido de giberelinas foi analisado foi: fase 1: 4,01 g; fa
se 2: 6,51 g na regiao basal e 3,16 g na regifo apical; fa
se 3: 10,24 g na regiao basal; 13,57 g na regiao apical e

0,19 g na inflorescéncia.

0 peso seco do material extraido de plantas tra
tadas com jBHiGAEO foi: folhas: 7,76 g; eixos: 0,47 g e

raizes: 2,49 g.

11.3. Purificégae

As fracoes ééidas em acetato de etila (diagrama
2}, foram evaporadas e cada uma ressuspendida em 5 ml de ma
tanol (MeOH): &acido ac@tico 0,2 M (1:1). A purificacdodes
tes extratos fol feita de acordo com ‘..a metodologia de CRO-
ZIER (comunicagao pessoal) que & descrita a secuir. QOs ex-
tratos em MeOH - acido acético foram aplicados numa c¢oluna
de dietilaminoetil (DEARE) - Sephadex A-25 para a purifica =~
¢ao inicial. O processo cromatogriafico utilizado foi a cro
matografia de troca ionica usando-se a seguinte seqilénciade

solventes: 19 solvente: 160 ml de acido acético 0,2 M: MeOH



DIAGRAMA 2

Macexrar o tecido e extrair 3 vezes com excesso
de metanol (100%);:; combinar o3 extratos metané
licos e reduzir 4 fase aguosa em vacuo; adicio
nar wvolume eguivalente de tampao fosfato pH
8,0; 0,5 M,.se necessario ajustar o pH do ex-
trato para 8,0 {com Na0H) (gquando necessario a

dicionar padrac radioativo)

fracionar pelo mencs 5 vezes

contra 1/2 vol. de éter de

petrdleo
l l
éter de petrdleo fase aguosa

misturar com PVP

(50 mg. mi %)
]

fase aquosa PVP (polivinil
polipirrolidona)

ajustar o pH para 2,5 (com
32804) e fracionar 5 vezes
contra 2/5 do vol. de ace-
tato de etila

fragao acida, sollivel fase aguosa
em acetato de etila
{GIRERELINAS)

DIAGRAMA 2. Diagrama de extracao e fracionamento das



(1:1); 29 solvente: 160 ml de acido acético 2,0 M: MeOH
{1:1) e 39 solvente: 50 ml de acido acético 6,0 M : MeOH

{(1:1).

Trinta e sete fragoes de 10 ml foram coletadas
durante © processo cromatografico. A radiocatividade das
fragdes coletadas foi medida num contador de cintilagao
(LKB Wallac 1211 Minibeta). Em cada extrato, as fragoes
que apresentaram radioatividade foram agrupadas e evap’ora?
das. Tampao fosfato 0,5 M pH 8,0 foi adicionado ao extra-
to (4 vezes o volume do extrato) e o pH foi ajustado para
2,5 com acido sulfiirico (H2504) a 50%. 0Os extratos foram
entac fracionados em acetato de etila (EtAc) (5 vezes com
dois quintos do volume do extrato). Eram deixados no con-
gelador por 12 h (para congelar. 0 excesso de agua), a se-
guixr sec:.:ados com sulfato de s6dio e evaporados. Estes ex-
tratos foram ressuspendidos em EtAc: MeOH (1 :.l) ,. t.r.a',nsfer}q
dos para frascos pequenos de vidro e secados total_mente pa
ra serem submetidos d cromatografia liguida de alto desem-

penho ("high performance liquid cromatography“ - HPCL) .

O mesmo sistema cromatografico (cromatografia
de troca idnica em coluna de DEAE Sephadex A-25, utilizan-
do-se os mesmos trés solventes indicados acima, porém 200
ml de cada) fol usado para a purificacdo dos extratos aci-
dos (ressuspendidos em 4 ml MeOH: 3cido acdtico 0,2 M (1:1))

das folhas das plantas tratadas com §BH§ GA Neste ca-

207
80, porém, coletou-se cada solvente como um todo e nio em
diferentes fracgoes, j& gue no experimento anterior todas

as fragoes gue continham giberelinas sairam no segundo sol

vente, como era esperado. A radiocatividade de cada solven



te foi medida para se confirmar a eficiéncia dos solventes
duraﬁte O processo cromatogréfico. Os 200 ml coletados
correspondentes ac segundo solvente, foram evaporados até
- secar e ressuspendidos em EtAc: MeOH (1:1) para posterior-
mente serem submetidos a HPCL. Os extratos. dcidos dos ei-

x05 e raizes das plantas tratadas com = { GA,, nac foram

i 20
submetidos & cromatografia de troca idnica pois nic apre -
sentavam tantas impurezas como o extrato das folhas. O a—
cetato de etila destes extratos foi evaporado e os extra -

tos foram ressuspendidos em EtAc: MeOH (1:1) para serem

submetidos & HPCL.

11.4. Cromatografia liquida de alto desempenho

O sistema cromatogrifico usado, para uma segun
da purificagéo dos extratos usados para as determinag¢oes das
giberelinas enddogenas que seriam submetidos a bioei}saios '
“foli o de fase J:evea;:sa em gradiente liquido de metanol {de
20 a 100%) e tampao de acetato de amdnia 0,02 M, pH 3,5 .
Os solventes eram injetados na coluna (0,5 ml min"l) jolela
meio de duas bombas controladas por um computador (Altex ,
modélo 332). A coluna utilizada foi de 250 . 5 mm de dia-

metro constituida de ODS-Hypersil (5 um).

Os diferentes =xtratos, apds terem sido secos,
foram ressuspendidos em 250 pl de metanol: tampao acetato
de amdnia 0,02 M, pH 3,5 (1l:4) e injetados na coluna com

uma microsseringa.

Trinta fracgoes de 1 ml foram recolhidas para

serem submetidas aos bioensaios.
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Giberelinas radiocativas éadréo (Gbl, Gh,, GA I;
GAgs GA9 e GAzO) també:r; foram aplicadas a coluﬁa e cromato
grafadas da mesma maneira que os extratos. Isto foi feito
‘para se tentar identiflicar as gi}gerelinas gue seriam detec
.tadas nos bicensaios, comparando—se os picoz de atividade
obtidos nos bioensaios com 0s picos de giberelinas radioa-
tivas padrac obtidos na cromatografia. Durainte O Processo
cromatografico destas giberelinas, a radioatividade emiti~
da emg cada uma daé fragdes foi medida por um medidor ana-
l1itico de radicatividade acoplado ao sistema cromatografi-
co (REEVE e CROZIER, 1977). Chamou-se este processo de
HPLC-RC {('"high performance liquid chromatography - radio

counting'™j .

Para a an2lise dos metabolitos radioativos pre-

sentes :ios extratos das plantas tratadas com I3HE GA o

20 7
me smo siscema cromatografico foi utilizado.

A medida que as fracoes (de 1 ml) salam da co-
luna, eram misturadas com o liquido de cintiiagéo (bombea-
do numa taxa de 2 ml . min_l) e analisadas pelo medidor
analitico de radiocatividade como foi feito no caso das gi-

berelinas radiocativas padrao (HPLC-RC).

Para a identificacao dos metabolitos radioati-
vos presentes nos extratos das folhas, ralzes e eixos das
plantas, foram feitas co-cromatografias com giberelinas

(Ghs) radioativas conhecidas.

Para isso, o padrao de GA radicativo adequado
foi misturado a uma aliquota do extrato e analisado por
HPLC-RC. O metabolito e o padrao tiveram desta forma o mes

mo tempo de retencao na coluna.



11.5. Ricensaios

Os bicensaios realizados estao descritos a se -

guir.

O primeiro foi o da produgao de alfa-amilaserpe
la camad= de aleurona de gréos de cevada. O método usado
foi«:rda JONES e VARNER (1967) sendo gue as metades dos
graos sem embriaoc foram usadas secas (sem pfémincubagée em
areial . A casca foi removida previamente ?or embebicac em
acido sul¥ firico 50% durante 2 horas. Foram usadas qﬁatro
metades e grao por frascé. Cada frasco continha 1 ml de
solugao & ser testada (0,25 ml da amostra, j& secos, mais
1 ml de ZHgua destilada ou 1 ml da solugao padrao de GA,) .
Cada éolLJgéo fol ensaiada duas vezes. As metades das se -
mentes ﬁc:ram.incubadas a 30 OC por 42 horas. O contefdo
de agucéa: redutor foi entao medido pelo método de NELSON
(1944) . Sete cultivares de cevada ("Midas", "Kym", "Fla-
re", "Koxrn", "Dragon", "ﬁavilla“ e "Golden Promise") fo-
ram test&dos iniclalmente-a fim de se escolher o que pro-
duzia med hor resmosta as giberelinas. O gue apresentou
melhor ressposta foi o"Flare" que foi entao utilizado para
a andlise das giberelinas dos extratos. As solugoes pa-

drao de GA, {(acido giberélico) usadas foram de 100,_10_1

1072, 4. 107% e 1073 pg. m L.

L4

O segundo bicensaio fol o do alongamento do
hipoctHtd 7lo de alface (FRANKLAND e WAREING, 1960). O cul-
tivar YAxr-tic Ring" fol o escolhido, pela sua sehsibilida—
de as giloerelinas. As sementes foram incubadas em A&gua
destiladz, no escuro, por 4 horas. Apds este tempo, © ex

cesso de Aagua fol removido e as sementes foram deixadas =i
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minarvpor 24 horas a 25 °C em cimara de crescimento sob luz
‘continua fluorescente, branca. As sementes germinadas fo-
ram colocadas em placas de Petri (5 cm de &iémetx@} aobre
pavel de filtro com 3 ml da solugdc a ser testada (0,5 ml
da amostra, ja seca + 3 ml de Agua destilada ou 3 ml da so-
lugao padiéo de GAz). Foram usadas 10 sementes por placa
de Petri. As plantulas foram incubadas a_2§ Oc'per 60 ho-
ras em camara de crescimento sob luz fluorescente, branca,

continua. Apds esfe periodo o hipocotilo de cada uma foi

medido, com auxilio de régua de plistico transparente, mi-
limetrada. As solugOes padrao de Gh, usadas foram de 10"

107, 1072, 4. 1073 ¢ 1073 ug . 7t

3

Foi também utilizado o bioteste do alongamento
da bainha da segunda folha de arroz an&c "Tan gﬁ%&zn"-(n@—
todo da_ﬁicrogota). O método utilizado foi o de IFURAKAMI
(1968).; As concentracoes de GA; padrao foram 10° | 107

r
1072 e 1074

p
vy . wl™t. Foi aplicada uma gdta de 1 pl

das solugoes dos extratos a serem testados ou das solugoes
padrao. Em cada plantula a gota foi apoiada na l3mina da
12 . folha ja emergida. Foram usadas 5 plintulas por solu-
cao. Apds 3 dias de incubaééo em camara de crescimento sob
luz fluorescente, branca, contimia a 32 OC, a bainha da.seguﬁda folha
foi medida com auxilio de régua de plastico transparente mi

limetrada.
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12. ANALISSE ESTATISTICA

Quando as diferencas entre médias de dois dife
_:r:entes tratamentos nao foram claramente evidentes, aplicou-
se o teste "t" para camparagéo'ée‘stas médias. Quando se a~
nalisaram exXperimentos com mais de dois .tfatamentos; usou - -
se 0 teste F e calculou-se a diferenga minima significati
va (DMS) =& 5% pelo teste de Tukey {SNEDECQ-R,L 1%62). valo -
res diferentes foram indicados por letras diferentes que a-

companham os nimeros nas tabelas e os pontos nos graficos.

Nos experimentos onde gibérelinas enddbgenas fo
ram analisadas através de bioensaios, o contefido de GAs, ex
press0 em nanogramas eqguivalentes a G2 4 {ng eg. GA3) fol cal
culado nas fragoes cuja resposta média foi significativamen
te diferg:nte do controle._ Para os bioensaios do arroz anao
e da alf_iace, calcularam-se as retas de_regresséo dos extre-
mos inferiores e superiores dos intervalos de confianca da
média das respostas das solugoes padrao. Determinou-se gra
ficamente o contelido minimo e midximo de giberelina em cada
fragao, levando~se em conta os intervalos de confianca das
médias. Para os bicensaios da aleurona de cevada apenas as
retas de regressac dos padroes foram calculadas e a média
das fracoes plotadas sobre estas retas determinando-se tam-
bém graficamente o conteldo de GA na fragao. Para o calcu-
lo das retas de regressaoc usou-se o logaritmo natural da

concentracao de GA, usada no padrao.

3



IIT - RESULTADOS

1. MORFOLOGIA DOS APICES DE MILHO

Fotografias dos épices do elxo principal e das

gemas laterais de milho estao nas figuras 1 e 2.

A figura 1A mostra o apice do eixo principalno
estadio vegetativo, que foi denominado estadio v. Na figu-
ra 1B, que & o estéadio E+r o apice principal estd se alon -
gando, um poucc antes da transformacao em floral. Na figu-
ra 1C, pode-se ver que o0s primeilros ramos florais (os ba -~
sais) estao comegando a se formar - este & o estadio £. As
figuras 1D e 1E mostram apices florais com quase todos 0S
ramos florais iniciados - & o estadio §+w Apds esfé estd -
dio, o apice apresenta flores totalmente maduras, abertas ,
com anteras emergidas. Denominou-se este estadio fa ( do

qual ndo se apresenta agui nenhuma ilustracio).

Os mesmos estadios definidos para apices do

eixo principal, sao definidos para os das gemas laterais .

A figura 2 mostra um apice vegetativo e um re
produtivo de gemas laterais. A figura 2A é o estédio v e

a 2B apresenta o estadio £+.



FIGURA 1. Apice principal.

A.

Vegetativo; estadio v.

Aumento: 110,59 x.

Vegetativo alongado, com a formacio da
ridge"; estadio z%.

Aumento: 54,86 x.

apice

primdrdio foliarx

"double ridge"

Tdouble
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FIGURA 1. Apice principal.

C. Floral; estadio £.
Aumento: 34,29 x.

D. Floral: estadio §+e
Aumento: 34,29 x.

E. Floral: estadio £+.
Aumento: 34,29 x.

a= apice

r= ramo formador de espigueta

r'= ramo longo onde se formarao ramos formado-

res de espiguetas
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FIGURA 2. Gemas laterais.
A. Vegetativa:; est&dio V.
Aumento: 67,50 x.
B. Floral; estadio £+.
Aumento: 54,86 x.
~a= apice
p= primordios foliares

r= ramo formador de espiguetasg {protuberancia)
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2. ANALISE DO CICLO COMPLETO DO DESENVOLVIMENTO DE PLANTAS

DE MILHO

Em um experimento de campo, foram tomadas 11 a

mostras (com 10 plantas cada) durante 109 dias.

A curva obtida para a altura da parte aérea
(fig. 3) foi uma sigmdide, o gue era esperado num padrao nor
mal de crescimento. Assim, obteve-gse atd o 289 dia, uma ta

xa de crescimento de 3,5 cm . diaml~ entre o 38¢ e o 569

a taxa foi maxima (5,7 cm . dia” %), diminuindo ap0s este pe
riodo para 2,5 cm . dia";, entre o 569 e o 819 dia. Em re-—
lagao & altura do eixo principal (fig. 3) notou-se que até
o 289 dia quase nao houve alongamento (0,3 om . diawl); a-
pds este periocdo, a taxa de alongamento aumentou bruscamen-—
te, sendo de 5,2 cm . diaml entre os dias 28 e 56 e de 3,8
cm . dia~ ! entre os dias 56 e 81. Este aumento brusco do
alongamento do eixo coincidiu com a iniciagZo da floracdo
(setas na fig. 3}, j& que se bbsexvou que no 289 dia de cres

cimentn, 50% dos apices principais estavam induzidos ara
pr p

a floragao, apresentando a "double ridge™ (fig. 1B).

Outro fato interessante foi observado neste mes
mo periodo, quando se analisou o nimero de folhas e o niime-
ro de gemas laterais iniciadas (fig. 4). Assim, coincidin-
do com o brusco alongamento do eixo observou-se uma parada

na diferenciacao de primdrdios foliares e de gemas late -

rais, sendo que o nimero maximo de folhas formadas foi em

média 23,5 no dia 28 e o de gemas foi 17,5 no dia 39.

Arnald oorndAmaenm A mrvmen e d emmam dem A ST I



FIGURA 3. Altura da parte adrea e do @ixo principal, durante
© ciclo completo -do desenvolvimento.
@ = altura da parte adrea
= altura do eixo principal
= pelo menos 50% dos apices principais induzi -
dos para a floracao, apresentando a "double

ridge” (fig. 1B)
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FIGURA 4. Niumero de folhas e gemas laterais iniciadas, duran
te 0 ciclo completo de desenvolvimento.

@ = folhas iniciadas

gemas laterais iniciadas
}= pelo menos 50% dos apices principais induzi-

dos para a floracgao
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TABELA 2 ~ Comprimento das folhas (cm) medido durante o ci-

clo completo do desenvolvimento.

+ = folha presente, mas nao mensuravel (seca)

*

M

folha presente, mas nao mensuravel (menor
que 0,5 cm)

folha nao iniciada



TABELA 2
dias
17 28 39 56 81 95 103
folhas
Fl 10,0 + + + 4 + +
72 20,5 17,9 + + e 4 +
¥3 32,9 28,8 + + + + +
P4 46,9 42,7 + + + + o+
5 47,3 57,0 56,5 + + +- +
) 34,3 71,1 69,8 + -+ + +
F7 20,1 82,7 78,6 52,1 + + +
F8 11,4 91,8 99,5 93,6 lO?;Z + +
F9 3,8 84,1 108,4 11,1 113,60 115,5 +
F10 0,9 69,3 120,7 117,1 127,1 126,2 120,5
Fl1 ﬁ# 54,2 128,1 129,0 1331 128,5 125,11
Fl2 * 38,9 132,5 138,23 136,7 136,3 134,1
P13 ® 24,0 131,0. 143,0 136,3 140,3 139,1
Fl4 # 12,4 116,8 143,8 131,3 137,9 140,1
F15 & 5,4 97,4 142,6 124 ,4 134,6 136,9
F16 * 2,2 78,9 139,1 118,0 127,4 126,7
P17 - 0,6 60,4 129,0 110,6 121,0 122,3
Fl8 -~ * 42,7 122,0 102,3 113,9 116,77
F19 - * 33,2 109,9 94,6 103,6 107,0
F20 - * 21,7 97,3 88,4 95,7 98,9
F21 - * 13,4 84,0 74,9 87,9 89,9
F22 - * 7,0 72,0 59,6 74,7 75,4
F23 - * 7,3 50,6 - 64,3 6l.2




feolhas 1, F2, F3 e F4 ja tinham completado o seu crescimen-

to. As folhas F5, F6, F/ e F8 pararam de crescer ao redor
do 289 dia e as F9, Fl0, Fll e F12 o fizeram ao redor &o 359¢
dia. Pareceu que todas as folhas restantes pararam de cres-—
car ao redor do 569 dia, fato esté que coincidiu com a época

em gue todas as folhas acabaram de emergir.

O alongamento dos entrends (tab. 3) comegou a

ocorrer apds o 289 dia do experimento, sendo que, apds este

dia, os primeiros cinco entrends nao alongaram.

e 89 entrends alongaram entre
to do 92 ao 149 ocorreu entre

mos ap0s o0 569 dia, sendo que

0s 69, 7@

os dias 28 e 39. O alongamen
os dias 39 e 95 e o dos Glti-

apos o 959 dia este crescimen

to diminuiu. Os entrends que mais alongaram foram os 13 ;

14, 15, 16 e 17.

O desenvolvimento das gemas laterais (compri -
mento e estado) & mostrado nas tabelas 4 e 5. A gema do co

leoptile nao foi observada em nenhuma etapa do desenvolvi -

mento, concluindo-se que ela nao existe neste cultivar de
milho. A gema Pl (gema lateral localizada na axila da fo-
lha 1), sb pode ser dissecada, mas n3o foi mensuravel, no

89 dia de crescimento, gquando constatou-se estar ainda vege

tativa (esta@dio v). S3& foi possivel dissecar P2 até o 179

dia de crescimento, sendo também vegetativa neste periodo .
A gema P3 fol dissecada e medida até o 289 dia e n3o se no-

tou crescimento entre o 172 e o 289 dia; o mesmo foi mini-

mo para P4 e P5. P6 e P7 cresceram durante o perfcdo em

que puderam ser dissecadas (do 179 ac 399 dia), mas sempre



TABELA 3 - Comprimento dos entrends (cm) medido durante o
ciclo completo do desenvolvimento.

+

entrend presente, mas nao mensuravel (ndo fa
cilmente delimitado devido & presenca de
raizes adventicias)

* = entrend presente, mas nio mensuravel (wenor

que 0,1 cm)



TABELA 3

h G

dias

28 39 56 95 109
entrends
1 + + “+ + +
2 0,5 4 + + 4+
3 0,8 + + + +
4 0,9 + + + +
5 1,3 + + + +
6 0,8 3,5 + + +
7 0,4 6,7 6,0 111,0 +
8 0,2 9,8 8,7 11,9 11,3
9 * 9,6 11,8 14,4 14,2
10 * 9,1 14,2 16,1 16,1
11 * 2,4 15,6 17,3 17,6
12 % 1,1 16,7 18,1 18,5
13 % 0,5 18,4 19,4 19,1
14 % 0,2 18,9 20,4 20,7
15 *. # 14,9 20,3 20,6
16 * K g,3 19,1 20,3
17 * " 4,0 18,4 19,0
18 * " 1,8 16,8 17,9
19 * . 0,9 15,9 16,9
20 # * 0,6 14,5 15,0
21 * # 0,5 13,6 14,4
22 2 * 0,3 12,7 14,4
23 %) " 0,1 -




TABELA 4 - Comprimento das gemas laterais {(mm) medido duran

te 0 ciclo completo do desenvolvimento.

B

gema presente, mas nao dissecavel (escondida

pelas ralzes adventicias)

gema presente, mas nao mensuravel (menor que

0,1 mm)

gema nao iniciada



Y

"TABELA 4
dias 17 28 39 56 95 109

gemas. . . |
Pl + + + + + +
P2 2,3 | + + + + +
b3 3,7 3,7 + + + +
P4 2,7 5,5 + + + +
P5 1,1 6,0 + + + o
P6 0,4 11,8 44,5 + + +
p7 0,2 6,2 58,7 + + +
P8 if - 4,4  125,8 83,8 + +
P9 | - 2,9 105,8 81,2 56,2 +
P10 - 1,7 79,3 97,9 98,7 +
P11l - 1,1 55,5  132,9 135,7  135,0
P12 - 0,8 35,2 175,0 167,9 167,9
P13 - 0,3 19,3 200,0 197,1  196,4
P14 S 0,1 9,8 209,3  235,7 216,4
P15 - * 7,5 214,73 337,8  252,1
P16 - - 5,7 207,31 417,1  414,3
PL7 = - 5,7  152,1 415,0  448,6

folhas

energi~ 7,0 12,0 16,7 22,9 22,4 22,7

das (n?)




TABELA 5

Estado das gemas laterais durante o ciclo com-

pleto do
+ = gema

dida
- = gema
v = gema
v gema
f = gema
£r= gema
£ gema

desenvolvimento.

presente, mas nac dissecavel {escon -
pelas rafzes adventicias)

nao iniciada

vegetativa

se alongando

floral - formacdo das primeiras flores
floral - quase todas as flores Formadas

floral - com estigmas emergidos
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TABELA 5
ey 17 28 39 56 81 95 109

genas :
Pl v + + + -+ ¥ + +
p2 \% v + + + + + +
P3 v v v +. + + + +
P4 - v v + + + + +
P5 - v v + + + + +
P6 - v v v + 3 + +
pP7 - v v v + + + +
P8 - - v v v v seca +
P9 - - v v v W seca seca
P10 - - v v+ v+ - E seca seca
P11 - - v v' £ £ £ seca
P12 - - v v+ £ £ £F seca
P13 - - v v £t £" £* £
P14 - - v £ £t £t £t £t
P15 - - v £ £t £ £* £
P16 - . - £ £F £ £2 £
P17 ~ - - £ £t £2 £2 £2

folhas

emergi- 2,7 7,0 12,0 16,7 22,9 21,9 22,4 22,7

das (n?)




289 dia. Notou-se que P8 e P9 crescefam até o 399 dia e de
pois comecgaram a secar, permanecendo sempre vegetativas. As
ltimas gemas que chegaram a ser iniciadas fovam P16 e pL7
no 399 dia. No 39¢ dia todas as gemas formadas a partinr
de P10 estavam se transformando em flmrais,“apresemtando a
"double ridge" (estadio X+) ou ja estavam totalmente Flo-
rais (estadio f), sendo que a diferenciagao foi basipeta .
ou seja, as gemas mals apicais estavam mais adiantadas na
transformacao para-o estado floral do que as mais basails .
Notou-se que as gemas de P10 até P14 cresceram até o 560
dia, estabilizando, apds este dia, o seu crescimento. As
gemas P16 e Pl7 foram as gue mais cresceram e Fforam tambén
as que atingiram o estadio floral mais desenvolvide (gi) ;
estando as duas ja abertas (com estigmas emergidos) no 81e¢
dia de c%escimento. Relacionando o crescimento das gemas
1ateraisfcom o dos entrends, observou-se gue cada gema cres

ce simultaneamente ao seu entrend (o entrend imediatamente

abaixo dela).

Em relagao ao mostrado até aqui pode-se dizer
que durante o ciclo completo do desenvolvimento de piantas
de milho, pedemce éizex gme a inducio floral inicia-se no
dpice do eixo principal, formando a panicula e progride ba
sipetamente nas gemas laterais, formando as espigas, até a
décima gema (P10). O perfodo de indugdo coincide com o
de alongamento do eixo e com o de inibicao de diferencia -

cao de novas gemas laterais sugerindo um relacionamento fi

siolbgico entre estes eventos.
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3. EFEITOS DE FATORES AMBIENTALS

3.1, Nutrientes

Dois experimentos foram realizados para anali-~

sar o efeito da nutrigao mineral em plantas de milho.

No primeiro foi comparadco o desenvolvimento de
plantas com ou sem fornecimento de solugao nutritiva. Foram
feitas quatro coletas, com 8§ plantas em cada, durante esta a-
ndlise. A diferenga no peso seco entre plantas com ou sem nu
tricao foi sempre evidente,’mas aumentou bruscamente a partir
do dia 13 do experimento, quando as reservas do endosperma se
esgotaram (fig. 5). O peso total da planta, bem como da par-
te aérea e do sistema radicular foram significaggﬁhente maio-
res nas p;antas com nutrigao (no oitavo dia a diferenca entre
0S pesos éecos totais nao foi significativa). O peso seco
do escuteio e endosperma foil estatistiéamente menor, noe dia
&, nas plantas tratadas. Diferencas significativas nao fo-
ram notadas para estes Orgaos, nos outros dias da andlise .

O fornecimento de solucao nutritiva néo afetou o desenvolvi-
mento das gemas laterais pois as plantas tratadas ou nao se

comportaram da mesma maneira neste aspecto.

No segundo experimento fol testado o efeito da
freqliéncia de aplicagdo de solugd@o nutritiva no desenvolvi -
mento das plantas. Para isto, plantas tratadas com solugao
nutritiva duas vezes por semana foram comparadas com outras
tratadas apenas uma vez por semana. Trés andlises foram fei

tas, usando-se 7 plantas em cada uma, durante os 26 dias que



PIGURA 5. Aplicacao da solugao nutritiva: peso seco.

= planta inteira

parte aérea

raiz

endosperma + escutelo

simbolos cheios = solu¢ao nutritiva aplicada
semanalmente

simbolos vazios = sem solucao nutritiva

A analise estatistica destes dados & comen -

tada no texto.
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FIGURA 6. Freqtiéncia da aplicacdo de solugao nutritiva:

peso

seco.

planta inteira

parte aérea

raiz

endosperma + escutelo

simbolos cheios = solugao nutritiva apli-
cada duas vezes por semana

simbolos vazios = solugao nutritiva apli-
cada uma vez por semana

Nao se notou diferencas estatisticas entre

0s tratamentos em tcdos os pardmetros a-

nalisados.
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tatisticamente significativa entre os dois'tratamentes. Tam-
bém, quando se comparou o comprimento das quatro primeiras fo
lhas (tab. 6) e das gemas PZ‘e P3 (tab. 7) néo.foram.observaw
dés diferengas significativas entre plantas qgue receheram nu~
tric@o duas vezes por semana ou uma vez por semana. Somente

as quatro peimeiras folhas foram medidas ja gue estas 530

possivelmente as mais relacionadas ao desenvolvimento das ge-
mas P2 e P3, que foram as escolhidas para a anilise pois eg-
tavam entrando na fase de laténcia e ém‘crescimento ativo,res

pectivamente ,

Através das observagbes feitas em relacio &
aplicagao de solugao nutritiva pode-se determinar gue o for-
necimento de nutrientes & necessario para un bom desenvolvi-
mento da planta e deve-se iniciar logo no inicio do cresci -
mento, quéndo 0 coleoptile tem de 2 a 3 ¢m de comprimento
para gque seu efeito se evidencie quéndo as reservas do endos
perma se esgotam (plantas com 4 a 5 folhas emefgidas}. Con-~—

clui-se que a nutri¢ao mineral nao tem um papel especifico

no crescimento e desenvolvimento das gemas laterais.

3.2. Fotoperiodo

Trés tratamentos fotoperiddicos foram realizg
dos: 18 h de luz (dias longus - DL), 8 h de luz (dias cur-
tos - DC) e 8 h de luz com noite interrompida {(NI). & tabe
la & mostra os resultados do primeiro experimento em que foi
estudado o efeito do fotoperiodo, onde cinco plantas, com 76

dias de idade e com 13 a 17 folhas emeraidas faram A ceomn -



TABELA 6 - Fregfléncia da aplicacao de solucdc nutritiva :
comprimento (cm) das guatro primeiras folhas
(F1-F4).
- Nao houve diferenca significativa entre os

tratamentos




TABELA ©

w56

dias 20 2E 33

folhas tratamentos
Fl 1x 8,8 8,3 8,3
2X 9,0 8,5 8,4
F2 1x 17,3 16,4 16,0
2x 17,7 17,8 16,6
F3 1x 28,7 27,3 25,9
2x 28,6 30,6 29,2
Fd 1x 27,7 38,4 36,5
2x 26,4 42,1 41,7

folhas

emergidas 5 6 7

(no)




TABELA 7 - Freqliéncia da aplicacao de solucgao nutritiva:
comprimento (mm) das gemas laterais (P2 e P3).
1x = solugao nutritiva aplicada uma vez por

semana
2x = solugao nutritiva aplicada duas vezes
pPOr semana

- A comparagao entre os tratamentos fol feita

para cada gema e em cada dia de analise
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TABELL 7
gemas . ... .. P2 P3
_ : | folhas
trata 1x 2X 1x 2 .
mentos : emergi~
das {n)
dias . .. ... '
14 0,52 0,52 0,2% 0,28 4
20 2,1% 2,0 1,5% 1,3% 5
26 2,22 3,1% 2,99 3,6% 6
33 3,3% 2,12 4,3° 3,09 7




TABELA 8 - Potoperiodo: plantas de milho com 76 dias de

idade.

pe

DL

NI

dias curtos (8 h luz)
dias longos (18 h luz)

8 h de luz com noite interrompida
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TABELA 8
tratamentos
ne DL NI
parametros
folhas iniciadas 18,02 18,62 20,20
(ne)
gemas iniciadas 13,02 13,62 16,87
(ne)
altura do eixo 35,8° 24, 7P 19,70
{cm)
Lo, . + +
estado do Apice 100% 5 100% £ 1003 £
principal
altura da inflo- 19,52 2,8° 0,5°
rescéncia mascu-
iina {cm)
folhas emergidas 16,22 14,82 13,6°

(ne)
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ficativa no alongamento (altura) do eixc, na altura da inflof
rescénecia masculina e no nimero de folhas emergidas. Apenas

no tratamento de 8 h de luz com noite interrompida notou-se

promogéo significativa no niimero de folhas ¢ gemas iniciadas.
Em todos os tratamentos ocorreu indugao para a floragdo. En
bora épices‘principais se encontrassem no mesmo egtégim-£+de
desenvolvimento floral, a iniciacao ocorreu piavavelmenﬁe an
tes, no tratamento com 8 h de luz, uma vez que as inflores -

céncias neste tratamentc eram bem maiores.

No segundo experimento, onde o0s mesmos fotope
riodos foram utilizados, mediu-se a altura da planta (fig.7)
desde sete dias de idade, com 2 folhas emergidas, até o 84¢
dia do experimento guando as plantas tinham em média 14,4
12,2 e 11,7 folhas emergidas nos tratamentos de 8 h, 18 h
e 8 h com;noite interrompida, respectivamente. Neste experi
mento, apésax da idade cronoldogica das plantas, ter sido mai
or que a do experimento anterior, a idade fisioldgica (nlme-
ro.de folhas emergidas) foi .menor. Este estiddio mais jovem
foi escolhido para se verificar possiveis diferengas na in-
dugao floral do épice principal. Usaram-se oito  plantas
em cada andlise. Notou-se que até o 149 dia do experimento
(plantas com quatro folhas emergidas) nao houve diferencga en
tre os tratamentos, mas a partir do 219 dia (plantas com
cerca de 5 folhas emergidas) o tratamento de 8 h de luz com

noite interrompida comegou a inibir o crescimento das plan

tas. Apds o 55¢ dia tanto 8 h de luz com noite interrompi-

da como 18 h de luz inibiram o crescimento das plantas quan



FIGURA 7. Fotoperiodo: crescimento da parte aérea.
A= 8 h de luz

186 h de luz

©= 8 h de luz com noite interrompida
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foram menores que no de 18 h de luz, mas esta diferenca  s6
foi significativa no finai do experimento. Confirmando 0s
resultados do primeiro experimento, a tabela 9 mostra inibi-
gao significativa no alongamento do eixo e no nuomero de fo -
lhas emergidas nos tratamentos de 18 h de luz e § h de luz
com noite interrompida gquando comparadas ao tratamento de di
as curtos (8 h de luz). Neste experimento, no tratamento de
dias longos e de noite interrompida, notou-se promwgéo signi
ficativa na iniciagaé de gemas laterais e folhas (tab. %), e
inibigéo no desenvolvimento reprodutivo masculino, sendo es-
ta mais forte no tratamento com noite interrompida onde 37,5%
dos apices principals continuaram vegetativos (estadio v ) a-
té o 849 dia do experimento. Medidas do comprimento das ge-
mas laterais (tab. 10) indicaram que dias longos bem como di~
as curtos #om noite interrompida, inibgngignificati#amente o
-crescimenéo das mesmas, apesar de, como j& foil mostrado na ta
Terem promovido | . L
bela 9, premewersem a iniciacao delas. BAs gemas laterais das
plantas submetidas a dias longos e dias curtos com noite in -
terrompida estavam todas ncrestédio vegetativo {v) no dia da
andlise. Nas submetidas a 8 h de luz, foram observadas gemas
vegetativas atéd a 72 gema. A gema 8 estava vegetativa (v)
em 62,5% das observacOes e alongando-se (z+) em 37,5%. A ge~
ma 9 estava vegetativa em 25% dos casos, alongando-se em tam-
bém 25% das observagoes e floral (f) nas 50% restantes. As

gemas P10 a P13 estavam todas florais.

Complementando~se esta analise, trés plantas

do segundo experimento, com 27 dias de idade e submetidas a

2 h Ans Tsirr o s 2 Ol Aa Tirer merm v o b o reemed A Fmnemen AL



TABELA 9 ~ FotoperIodo : plantas de milho com 84 dias de

idade.
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TABELA 9
tratamentos
DC DL NI
parametros
folhas iniciadas l?,?a l’9,5b 20,0b
(n?)
gemas iniciadas 12,49 14,1" 14,1P
{(ne) _
altura do eixo 32,4a 5’11,2b 6,1b
(cm)
estado do ;| &pice 1008 f 62,5% f 12,5% £
principal : +
37,5% v 50,0% v
37,5% v
folhas emergidas 14,42 12,2P 11,70




TABELA 10 - Fotoperiodo: comprimento (mm) das gemas la-
terais de planfas com 84 dias de idade.
+ = gema presente, mas nao dissecivel (escon

dida pelas raizes adventicias)

H

gema presente, mas nao mensuravel (menor

qgue 0,1 mm)

gema nao iniciada




TABELA 10

—63-

NI

tratamentos DC DL
gemas .
Pl a P5 | + + +
P6 2,5 1,3 4
P7 4,1% 1,4 1,5”
P8 7,2% 1,9P 2,1P
P9 13,72 2,0° 1,9°
P10 15,22 1,7° 1,2°
P11 13,52 1,1P 0,8°
P12 11,7 * *
P13 37,5% * *
Plé - * *
P15 - 12,5% * 25,08 *
P16 - -

12,5% *
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ja estava floral e notou-se acentuagaordas difercncas. entre
os dois tratamentos, em relacao as observadas nas plantas com
84 dias. Assim, a altura do eixo medida em plantas submeti -
das a 8 h de luz foi 70,5 cm enguanto no tratamento de 8 h de

luz com noite interrompida foi 8,3 cm.

Resumindo o observado em relacdo ao efeito de
fotoperiodo no desenvolvimento de plantas de milho tem~se que
condigdes de dias longos ou dias curtos com noite interrompi-—
da, prolongam o crescimento vegetativo das plantas, atrasando
0 alongamento do eixo e a indugdo floral. Além disso, estas
condigoes promovem a iniciacio de folhas e gemas quando compa

radas com condigoes de dias curtos.

4, EFEITO;DE REGULADORES DE CRESCIMENTO

4.1. Citocininas

Testou-se inicialmente a aplicac@o de citoci ~
ninas através das raizes. Dois métodos diferentes foram uti-—
lizados. No primeirc as ralzes das plantulas foram mergulha~

das em solucdo de 6-BA a 107° M ou em dgua por 4 horas.

Dez plantas foram dissecadas em cada anilise.
Estas foram feitas quando as plantas estavam com 4, 6 e 12
folhas emergidas. A tabela 1l mostra os resultados obtidos

neste experimento. Em plantas com 4 folhas emergidas (cer-

ca de 4 dias apds o tratamento} nao se notou diferenca sig-

nificativa entre plantas tratadas com 6~BA e as controle em



TABELA 11 - Tratamento com 6-BA a lOmS M através das rai-

zes (imersao por 4 horas): desenvolvimento

das plantas.




TABELA

Y-

dias

45

tratamentos

parametros

cont.

cont.

6-BA

folhas iniciadas
(ne)

gemas iniciadas

(ne)

altura do‘ eixo
{cm)

estado do apice
principal

altura da
aérea

parte
(cm)

19,1

- 13,3

46,1

18,8

22,1

41,8° 111,9%

18,7
14,0

18,5

107,52

folhas emergidas
(ne)

12




cimento da parte aérea, sendo gue estas inibicGes nao se re -~
petiram em plantas com 12 folhas emergidas. Nesta fase (12

folhas emergidas), observou-se inibicac no alongamento do ei~—
X0 principal, inibi¢ao esta que ndo foi notada em plantas con
4 e 6 folhas emergidas. O numero de gemas iniciadas nao foi
afetado pela citocinina durante toda a analise e o HMEBMO 0COr
reu com a transformagao do &pice principal de:v&getativo para
floral. O nimero de folhas emergidas foi sempre igual no con
trole e nas plantas tratadas com 6-BA. Em plantas mais jo -
vens, com 4 e 6 folhas emergidas, nao se observaram diferen -
¢as significativas entre os tratamentos, em relagao ao compri
mento das gemas 1ateraié (tab. 12). J& em plantas com 12 fo-
lhas emergidas, apesar de nac se ter notado diferenca signif&
cativa, entre os tratamentos, nas gemas mais basais (P6, P7 e
P8), cOmsﬁétouQSe inibigﬁo significativa nas gemas mais api-~

cais (P9 a Pl4} das plantas tratadas com 6-BA (tab. 12},

Plantas com 4 e 6 folhas emergidas possuiam ge
mas laterais no estadio vegetativo. Nas plantas com 12 folhas
emergidas as gemas P12, P13 e Pl4 estavam, em ambos os trata—
mentos, transforﬁando~se em florais. As plantas controle pa-
recefam estar um pouco mais adiantadas nesta transformacao .
Assim, a gema Pl2 estava no estadio 2+ em 40% das observagoes
feitas nas plantas controle e em 30% das observacgoes feitas

nas plantas tratadas com 6-BA. A gema P13, no controle, esta

va 40% no estadio K+ e 20% no estddio f e nas plantas trata -

das com 6-BA observou-se apenas gemas no estadio E+ (60%). O

- + o
controle teve 20% das Pl4 no estadio v ;3 60% no estiddio f e




TABELA 12 - Tratamento com 6~BA a 1Om5 M através das rai-
zes {(imersao por 4 horas}): comprimento (mm)
das gemas laterais.

+ = gema presente, mas nao dissecivel (escon-
dida pelas raizes adventicias)

* = gema presente, mas nao mensurivel (menor
gue 0,1 mm)

- = gema nao iniciada
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TABELA 12
dias 8 17 45
tratamentos cont. o-BA cont. 6-BA cont..  6~BA
gemas . ... . .

Pl 0,7 + + + + +
P2 0,52 0,5% 1,12 1,09 : +
P3 * 0,3 1,2° 1,2% . 1
r4 - - 0,9 0,9 + +
P5 - - * 6,4 + +
Pé - - % - 2,7% 2,5%
p7 - ~ - - 3,12 3,0%
P8 ~ - - - 2,99 2,59
P9 - - - - 3,22 2,8P
P10 - - - - 3,18 2,52
P11 - - - - 2,42 1,8°
p12 - - - - 1,92 1,3°
P13 - - - - 1,82 1,3P
P14 - - - - 1,8% 1,3°
folhas
emergi- 4 6 12

das (n9)




-

No seqgundo método, um tratamentoc com citocini-~
nas através de cultura hidropdnica foi utilizado para verifi
car se submetendo as plantas ao regulador de crescimento, por
um periodo mais prolongado (5 dias), seus efeitcs seriam mais
evidentes. Neste caso, fol fornecida as ﬁiantas 6~BA nas con

centracoes de 107° M, 1077 me 1078 M. A dissecg¢ac das plan-—
tas (7 plantas por tratamento) foi feita guando as controle
tinham 6 folhas emergidas e as tratadas cerca de 5 folhas e-

mergidas. Em relacao ao comprimento das gemas laterais ana -

lisadas (P2, P3 e P4), notou-se que houve uma diminuigéo sig—
nificativa quando 6-BA, nas trés concentragoes usadas, foi a-
plicada (tab. 13). O peso seco das diferentes partes destas

plantas também foi medido (tab. 14). ©Notou-se que houve uma
diminuigdo da translocagao das reservas do endosperma e escu-
telo para;as raizes e parte aérea, principalmente nas plantas
tratadas com 6-BA a‘lO—6 M. Isto porque, comparando-se as
plantas tratadas com as contrble observou~se, nas primeiras .,
maior peso seco do endbsperma e escutelo. Diminuigao signifi
cativa do peso seco das raizes e parte aérea também foi cons—

tatada em todos os tratamentos com 6-BA, sendo que guanto mai

or a concentragéo de 6-BA, maior a diminuigéo observada (tab.

14).

2lém de ter sido testade o efeito da aplicacao
de citocininas através das_raizes, ainda testou~se o efeito

das mesmas guando aplicadas na regiao apical do eixo. Neste

caso, foram aplicadas solugoes de 6-BA nas concentracoes de

1074 M, 1070 me 107% M. as aplicagbes foram feitas nos dias

- - - - -~ - -

Lot - o U S (R RO, PO * -




TABELA 13 - Tratamento com 6-BA através das ralzes, em cul

tura hidroponica: comprimento {mm) das gemas
laterais (P2, P3, p4)

- Plantas com 17 dias de idade




TABELA 13

ey Qe

gemas
. tratamentos P.z. P3 P‘i
controle 1,0% 1,04 0,4%
6-BA 1070 u 0,7° 0,7° 0,2°
6-BA 10"? M 0,5° 0,6° 0,2P
6-BA 10”‘5 M 0,8P 0,52 0,2°




TABELA 14 - Tratamento com 6-BA através das raizes, em cul
tura hidropdnica: peso seco {mg).

- Plantas com 17 dias de idade




w70

TABELA 14
parteslgzta ralzes parte endosperma
ptar aérea + egcutelo
tratamentos

controle 134,0% 340,7° 16,4

6-BA 107° M 110,17 247,3° 23,99

6-BA 107 M 106,7°¢ 193,7°¢ 22,97

6-BA 107 ° M 82,0° 162, 3¢ 38, 7P




das (10 plantas por tratamento) com 5 folhas emergidas e foil
analisado o comprimento das gemas laterais (tab. 15). Atra -
vés deste método verificou-se gue a 6-BA, nas diferentes con-
centragoes usadas nac afetou significativamente o crescimento

das gemas laterais.

Concluindo-se pode-se dizer gue no geral o
6~BA inibe o crescimento das plantas en todos 08 parametros
analisados, sendo que esta inibicao nao é muito eviéent@ em
plantas jovens. Os trataméntos s6 sao efetivos quando a 6-BA

foi aplicada através das raizes.

4.2. Gibherelinas

Acido giberélico (GA,) foi fornecido 4 plan -
tas na concentragao de 10“3 M. Trés experimentos foram rea-
lizados variando apenas a época do crescimento em gue as a-
plicagdes foram feitas e a fregtiéncia destas apliéaéées em
plantas envasadas. No experimento 1, a aplicacao de Gh, foi
feita a partir da emergéncia dé quinta folha e no dia da e-
‘mergéncia de cada folha subseqilente. Cinco plantas (por tra |
tamento) foram dissecadas com 5, 7, 9 e 11 folhas emergidas.
No experimento 2, a primeira aplicacao foi feita na emergén-
cia da quarta folha e no dia da emergéncia de cada folha sub
ééqﬁente. Dez plantas foram dissecadas por tratamento, guan

do as plantas tinham cerca de 4, 6, 8 a 9, 10 a 11 e 13 a 14
folhas emergidas. ©No experimento 2 notou-se qgue as medidas
dos ‘parametros de crescimento analisados (altura da parte a
érea (fig. 9A) e do eixo (fig. 10B) e comprimento das gemas

laterais (tab. 16) foram maiores gue as obtidas nos outros



TABELA 15 - Tratamento com 6-BA pela regido apical: com-
primento (mm) das gemas laterais (P2, P3, P4).
- Plantas com 18 dias de idade
- Nao houve diferenca sigﬁificativa entre os

tratamentos




.

TABELA 15
gemas
P2 23 P4
tratamentos .. .
controle 0,9 0,6 Gg,3
6-BA 10" % M 0,9 0,6 0,2
6-BA 107° M 0,8 0,5 0,2
6-BA 10 % M 0,7 0,4 0,2
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tas com idades fisioldgicas {(nimero de folhas emergidas) se-
melhantes. Isto provavelmente ocorreu devido ésICOndigaés
ambientais em que foram realizsdos os Lrés experimentos, ja
que plantas do primeiro e do terceiro cresceram durante 0
inverno {junho e julho} e do segundo durante o infcio do ve-
rao (novembro). No experimento 3, a aplicacao foi feita na
‘emergéncia da terceira folha e duas aplicagoes foram realiza
das entre a emergéncia de uma folha e sua subseqﬂeﬁte. Dez
plantas foram dissecadas por tratamento, com cerca de 3, 7,

11 a 12 e 13 a 14 folhas emergidas.

No geral nao se observou diferenca no nimero
de folhas emergidas entre plantas tratadas e controle e ado-
tou-se este pardmetro para determinar a idade fisioldgica das
plantas durante a andlise dos outros parimetros (fig. 8, 9,
16, 11, 12 e tab. 16). Em relagao ac nimero de folhas ini ~
ciadas (fig. 8) pareceu que o GA3 guando efetivo; provocou u '
ma redugao significativa. Esta redugdo no nimero de folhas
iniciadas s pode ser encontrada em plantas com 9 e 11 fo -
lhas emergidas no experimento 1 (fig. 8A) e com 11 a 12 fo -
. lhas emergidas no experinento 3 (fig. 8C). O efeito do tra-
tamenﬁo com GA3 foi bem mais evidente guando se analisou a
altura da parte aérea (fig. 9) que foi promovida significati
vamente pelo tratamento com GA, em todas as datas de dissec-
géo. No alohgamento do eixo, notou—se'promogéo acentuada nas

plantas tratadas com GA; em relagao as controle (fig. 10) .As

sim, indepandente da data de inicio de aplicagio do requla -

dor, notou-se, nos trés experimentos, promogdo do alongamen-



FIGURA 8.

Tratamento com acido giberélico a lOmB M

de folhas iniciadas.

A. experimento 1
B. experimento 2
C. experimento 3
simbolos cheios

simbolos vazios

I

plantas tratadas com GA

plantas controle

3

nunero
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FIGURA 9. Tratamento com &cido giberélico a 1073 M: altura
da parte aérea.
A. experimento 2

B. experimento 3

simbolos chelos = plantas tratadas com GA

3

simbolos vaziog = plantas controle
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FIGURA 10. Tratamento com acido giberélico a 1072 M: altura

do elxo principal.
A. experimento 1
B. experimento 2

C. experimento 3

il

simbolos cheios = plantas tratadas com GA

3
simbolos vazios = plantas controle
# ou ﬁ = apices principais florais

A e B = pelo menos 50% no estadio X+

¢ = 100% no estadio g&
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ral (setas na fig. 10) coincidiun, nos experimentos 1 e 2

(fig. 10 A e B) com o aumento pronunciado na taxa de.alonga-
mento, evento este que sb ocorreu mais tarde nas plantas con
‘trole quando o apice destas também se transformou em floral.
No experimento 3 (fig. 10C) nao foi possivel determinar o mo
mento da iniciagao floral e do_aldngamento propriamente dito
pois ele aconteceu num periodo onde nao foram feitas dissec-
¢oes. Plantas com sete folhas emergidas ainda possuiam o a-
pice principal no estadio v e nao tinham iniciado o alonga -
mento pronunciado caracteristico da mudanga do estadio vege-
tativo para floral. Em plantas com 11 a 12 folhas emergidas
o apice principal ja estava induzido para floral hd algum ten

po (estadio §+}.

Verificou-se também que a iniciagaoc de gemas
laterais foi fortemente reduzida em plantas submetidas ao .
tratamento com GA3 {(fig. 11). Nos trés experimentos, as
plantas tratadas tiveram somente 9 a 12 gemas formadas, en-
quanto as controle formaram de 15 a 16 gemas. O numerc re-—
duzido de gemas laterais iniciadas em plantas tratadas pelo
GA4 foi devido, nao somente A& supressdo da formagdo de no -
vas gemas a partir de uma determinada etapa do crescimento
(como no experimento 1), mas também & inibicao da formacgao
de algumas determinadas gemas durante o desenvolvimento (ex—
perimentos 2 e 3). Este fato pode ser visﬁalizado na tabe-
la i6, onde € mostrado o comprimento das gemas laterais. As
sim, na dissécgéo feita no experimento 1 notou-se gque sé fo

ram formadas as gemas de Pl até P1ll nas vplantas tratadas e .




FIGURA 11l. Tratamento com dcido giberélico a-lOmS'M; niimero
de gemas laterais iniciadas.
A, experimento 1
B. experimento 2
C. experimento 3
simbolos cheios = plantas tratadas com GA

simbolos vazios = plantas controle

em apices principais florais
A e B = pelo menos 50% no estidio E+

C = 100% no estidio f&
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TABELA 16 — Tratamento com Acido giberélico a 10h3 M: com-

primento (mm) das gemas laterais.

O =

CGA

+
I

ey
i
i

controle
= acido giberélico
gema presente, mas nao dissecavel (escon -

dida pelas raizes adventicias)

gema presente, mas nao mensurivel {(menor ...

que 0,1 mm)

gema nao iniciada
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P10 nao se formaram, Pll e P12 se iniciaram, mas a partir de
P12 nao se formaram mais gemas. As mesmas falhas na forma -
cao de gemas laterais foram observadas nas duas Gltimas dis-—
secgoes do experimento 3 onde formaram*ée de PL até P7; P8
e P9 falharam; P10 a Pl4 se iniciaram e ndo se formaram mais
gemas a partir de Pl4. Nos experimentos onde foi possivel
demarcar o momento da iniciacao floral (setas na fig. 11 A
e B) notou-se gue a formagao de novas gemas foi reduzidé a
partir desta data. Observou-se também, nos experimentos. 1
e 2 (fig. 11 A e B), que inicialmente o tratamento com GA3
acelerou a formagéo de novas gemas. Nos dois casos, O nume-~
ro de gemas formado em plantas com 6 e 7 folhas emergidas
(experimentos 2 e 1 respectivamente) foi significativaﬁente

maior nas plantas tratadas com GA Quandc se analisou o

3
efeito do GA3 sobre o crescimento das gemas laterais, notou-

se que no geral houve inibigao do crescimento das gemas mais

basais e promog¢ac do das mais apicais (tab. 16).

Assim, pode-se constatar inibicao significati
va no crescimento da gema P2 em plantas com 6, 7e 8 a 9 fo-
lhas emergidas (experimentos 2 e 3, tab. 16}. Nestas mesmas
plantas o GAB nao afetou significativamente o crescimento das

gemas P3 e P4. A gema P5\foi afetada pelo GA, nas plantas

3
com 6 e 8 a 9 (experimento 2) folhas emergidas, mas teve seu
crescimento promovido pelo regulador nas plantas com 7 fo -
lhas emergidas (experimento 3). A mesma promogao fol obser-

vada, nestas plantas (com 6, 7 e 8 a 9 folhas emergidas) na

gema P6. A gema P7 foi também significativamente maior em
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Em plantas mais velhas (com 10 a 1l; 11; 11 a
12 e 13 a 14 folhas emergidas) o efeito de inibigao das ge -
mas mais basais nio foi tdo evidente {observou-se inibigao
significativa no crescimento da gema P4 apenas em plantas
com 10 a 11 e 11 folhas emergidas nos experimentos 2 e 1 res-
pectivamente), mas o de promogdo das méis apicais continuou
a aparecer. Assim, apesar de, para estas plantas mais ve-
lhas, nao se ter notado diferenca significativa, entre oS
tratamentos, nc comprimento das gemas P5 e P6 nos experimenw
tos 1 e 3, o mesmo foi significativamente maior em plantas

com 13 a 14 folhas emergidas tratadas com GA, (experimento 2).

3
Notou-se promogad no crescimento de P7 e P8, nos experimen -
tos 1 e 2, em plantas com 10 a 11; 1l e 13 a 14 folhas emer-
gidas. Apenas no experimento 1 fol constatada promocao sig-
nificativa do crescimento das gemas P9 e:PlO pelo tratamen-

to com GA3. Promogao significativa foi causada pelo trata -

mento com GA, nas gemas de P10 a P14 no ekperimento 3.

Resolveu-se verificar, se também em culturahbi
dropdnica a aplicagao do GA3 teria o mesmo efeito gque o obti
do em plantas envasadas. Uma gota de 50 ul de GAB a 10m3 M
foi aplicada 8s plantas por ocasiao da emergéncia de cada fo
lha, a partir da segunda emergida. Os mesmos efeitos do GA3
observados anteriormente em plantas envasadas foram notados .
Assim, houve uma promogao do alongamento da parte adérea (fig.
12) . A inducao floral ocorreu mais cedo em'plantas tratadas

de modo, que na disseccao seus dpices estavam num estadio

mais proximo ao floral (tab. 17). Novamente observou-se ini




FIGURA 12. Tratamento com acido giberélico a 1073 M: altura
da parte aérea de plantas cultivadas'em cultura
hidroponica.

sIimbolos cheios = plantas tratadas com GA,

i

simbolos vazios = plantas controle
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TABELA 17 ~ Tratamento com acidc giberélico a 10-"3 M: de~
senvolvimento de plantas cultivadas em cultu-
ra hidropdnica.

- Plantas dissecadas com 7 folhas emergidas

(29 dias de idade)
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TABELA 17
tratamentos
controle GAB
parametros .. ..
e "=t a
folhas iniciadas 15,8 15,6
(ne)
gemas iniciadas 8,3a S,Ob
{(no)
altura do eixo l,Ba 7,0b
(cm) '
estado do &apice 100% v 1008 v*
folhas emergidas 7,02 7,0%

(ne)
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nao foi afetado (tab. 17), confirmando o observado anterior-

mente em plantas envasadas tratadas com GA Em relagao ao

3°
crescimento das gemas laterais também os mesmos resultados ,

ou seja, inibicao do alongamento das mais basais e promocdo

das mals apicais, foram observados (tab. 18).

3 promove o

crescimento da parte aérea e do eixo principal de milho. O

Constatou-se, portanto, que o GA

alongamento pronunciado do eixo principal se inicia antes ,
juntamente com a transformacao do apice principal de vegeta-
tivo para floral, nas plantas tratadas com GA3. Juntamente
com este alongamento propriamente dito do eixo principal e
com a floragao ocorre uma diminuigao da iniciagdao de gemas.

A iniciagao destas & promovida pelo GA, nas fases iniciais

3 .
do desenvolvimento, mas & fortemente inibida apbs a inducdo
floral. O tratamento com acido giberélico inibe o cresci -

mento das gemas laterais mais basails e promove o das mais

apicais.

4.3. Inibidores de biossintese de giberelinas

Com base nos resultados obtidos nos experimen
tos onde se forneceu &cido giberélico as plantas, que sugeri
ram gue as giberelinas podem estar envolvidas no interrela -
cionamento dos eventos: alongamento do eixo principal, ini-
bigao da iniciagdo de gemas laterais e iniciagho floral, re-
solveu-se usar inibidores de biossintese de giberelinas para

verificar se estes eventos estao relacionados a um aumento

no nivel endbgeno das mesmas. A Figura 13 mostra os resulta



TABELA 18 - Tratamento com &cido giberé&lico a 1073 M: com

primento {(mm) das gemas laterais de prlantas
cultivadas em cultura hidropdnica.

~ Plantas dissecadas com 7 folhas emergidas

(29 dias de idade)

+
it

gema presente, mas nao dissecivel (escon <+

{ dida pelas ralzes adventicias)

o+
i

gema preserite, mas nao mensuravel (menor
que 0,1 mm)

- = gema nao iniciada

-
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TABELA 18
tratamentos
c:Optmle GA3
gemas . . ...

bl -+ +
p2 2,9% 2,1P
p3 3,12 2,47
P4 3,29 3,0
P5 2,02 2,2%
P6 0,9% 1,2°
B7 0,4 -

P8




FIGURA 13. Tratamento com CCC a 10 2 M

L »

A. altura do eixo principal

B. nimero de folhas emergidas

C. numero de folhas iniciadas

D. nimero de gemas laterais iniciadas

#cnz% = pelo
induzidos
simbolos cheios

simbolos vazios

menos 50% dos apices principais

para a floracao

I

plantas tratadas com CCC

= plantas controle
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efeito do tratamento no alengamento do eixo principal até o
509 dia do experimento (fig. 13A) nem no nimero de folhas
emergidas (fig. 138) e inicladas (fic. 13C)}. O tratamento

com CCC promoveu, significativamente, a inicliacao de gemas

axilares no 30%e 509 dias {fig. 123D) e retardou a  iniciagao

rimento.

Para a andlise do efeito do LAB (7,9 . lOmlO

Me 7,9 . 10“9 M) 15 plantas foram dissecadas em cada anidli-
se feita. A altura da parte aérea foi medida durante todo ©
experimento, desde gue as plantas tinham 3 a 4 folhas emergi
das at&'9 a 10 folhas emergidas (fig. 14). Nas primeiras me
didas feitas nao se notou efeito significativo do LAB, mas a
partir da emergéncia da sexta folha j& se notou inibicao sig

nificativa do crescimento da parte aérea pelo LAB. Em plan-
tas com, em média, 6,5 e 7,5 folhas émergidas, apenéé a con-
centracao de 7,9 . 10"9 M foi inibitdéria. Em plantas com

[

em média, 9,5 folhas emergidas, ambas as concentracoes (7,9

107 wme 7,0 . 10740

M) foram inibitSrias = (fig. 14). A
tabela 19 mostra os parametros medidos em plantas que foram
dissecadas com 23 dias, gquando possuiam de 9 a 10 folhas e-
mergidas. Nao se observaram diferencas significativas em
nenhum dos tratamentos em relacao a4 emergéncia de folhas. A~
penas no tratamento com LAB na concentracao de 7,9 . 10—9 M
notou-se inibicao do nimero de folhas iniciadas. Observou -
se também, nas plantas tratadas, inibicao tanto no alongamen

to do eixo como no namero de gemas formadas e ha iniciagao

floral. ©Notou-se que enguanto no controle nao ocorreu emer-—



FIGURA 14. Tratamento com LAB 102 883: altura daparte aérea.
@ = plantas controle
&= plantas tratadas com LB a 7,9 . lelO

U= plantas tratadas com LZB a 7,9 . 10"9 M
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TABELA 19 -~ Tratamento com o LAR 102883,

- Plantas com 23 dias de idade (9 a 10 folhas

emergidas)




TABELA 19

-G

tratamentos : .
controle LABwie Lﬁgmg
parametros 7.9.1¢0 M .10 " M
folhas iniciadas 19,35 19,37 17,9"
{ne '
C e a b N o]
gemas iniciadas 11,3 10,0 10,1
(ne)
altura do eixo 2,42 1,6° 1,67
(cm)
estado do apice 42,9% v 1008 v 71,4%
principal ' +
57,1% v 28,6% v
folhas emergidas 9,5a 9,3a 9,6a
(ne)
perfilhos emergi-~ 0,0% G,Ga l,?b

dos (ne)
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tas tratadas com LAB, sendo a promogac no numero de perfi -
lhos emergidos estatisticamente maior no tratamento com mai
or concentracao de LAB. Além de promover o crescimento das
gemas laterals gue se transformaram emx perfilhos (P2 e P3),
o LAB promoveu significativamente o crescimento de todas

as outras gemas laterails medidas em olantas com 9 a 10 fo-
lhas emergidas (tab. 20). Os Compximéntos das gemas late-
rais P2 e P3, nas plantas tratadas com a conw&ntraQEO mais

alta de IAB (7,9 . 107°

M), nao puderam ser comparados atra
vés dos testes estatisticos usuals, 32 que, como & indicado
na tabela 20, a resposta ao tratamento nao obedecen a uma
distribuigéo normal. Assim, o LAE, cguando efetivo, liberou
as gemas da dominancia apical e portanto o comprimento de-
las & bem diferente do das do controle. Em algumas plantas
o LAB nao foi efetivo na desrepressao do crescimento das ge
mas laterais e portanto o comprimento destas nado foi muito
diferente do das gemas das plantas controle. A figura 15

mostra o aspecto geral de uma planta, com 23 dias de idade,
tratada com o LAB e o de uma controle. Nota-se claramente

a inibigéo no alongamento da parte a&rea, bem como a DITOomo

gao no perfilhamento.

Concluindo, pode-se dizer que enquanto o tra
tamento com GA 4 adianta a iniciagao floral, os dois inibido
res de biossintese de giberelinas testados, atrasam-na. Ai*
guns cutros efeitos opostos aos provocados pelo GA3 Sa0 no-
tados nas plantas tratadas com os dols inibidores, mas es -

tes efeitos nao sao comuns para os dois nos mesmos parame -~




TABELA 20 - Tratamento com o LAR 102883 comprimento (mm)
das gemas laterais,
- Plantas com 23 dias de idade (9 a 10 folhas
emergidas)
= gemas presentes, mas nao dissecaveis (eg-

condidas pelas ralzes adventicias)



TABELA 20

.

LA LAB

tratamentos
1 — —
omas controle 5 4 14710 7,9.1077 3
Pl + + F
P2 7,22% 146,209 4,1
P3 9,98% 34,67° 56
39,9 (%)
p4 5,918 19,31P 11,89%
p5 5,402 11,752 12,03
P6 4,17% 9,00° 10,570
p7 2,51% 5,600 4,51°
P8 2,02% 3,560 3,547

(1) 0 primeiro valor corresponde

(2) o primeiro valor corresponde

a

média de 40% das plantas.

média de 70% das plantas.




FIGURA 15. Tratamento com LAB 102883: aspecto geral das plantas.

- plantas tratadas com LAB a 7,9 . 10°° M e

controle, com 23 dias de idade

i

p2 perfilho da secunda folha

P3

it

perfilho da terceira folha
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to & constatada nas plantas tratadas com o LAB. Fste inibi-
dor também reduz o crescimento da parte aérea. 0 CCC & an-

oy -

tagdnico ao GA., promovendo a iniciac3o de gemas Jaterais, J&

o LAB, como © GA reduz o nimero de gemas formadas. © com-

3!
primentc de todas as qemas.latexaig & vromovido pelo LAB .
Fato interessante & gue esta promogac é mais acentuada, for-
mando perfilhos, nas gemas P2 e P3 gque sao as gemas inibidas
pelo tratamento com GAB' 0 numero de folhas iniciadas, no

geral, nao & fortemente alterado pelo Gh, ou pelos inibido -

res de biossintese de giberelinas.

5. ANALISE DE GIBERELINAS ENDSGENAS

5.1. Distribuigao, Identifica¢ao e Quantificacio

As giberelinas do eixo principal de:pléntas en
trés diferentes fases do desenvolvimento (fases 1, 2 e 3 desg
critas em Material e Métodos, item 11.1) foram extraldas, pu
rificadas e analisadas através de biocensaios e comparagao com

giberelinas radioativas padrao.

A figura 16 mostra os picos de radioatividade cb
tidos para cada giberelina padrac apds a HPLC. Notou-se que
de acordo com a polaridade de cada giberelina elas foram as-—
sim separadas: a GAB-saiu na fracao nove, CA; nas fragoes
onze e éoze, GAS e GA20 ficaram um pouco misturadas nas fra

coes quinze, dezessels e dezessete, Ch, nas vinte e dois e

vinte e trés e GA9 nas vinte e guatro e vinte e cinco.



FIGURA 16.

Perfil cromatografico de giberelinas radioativas

padrao apds HPLC-RC.

fluxo do solvente = 0,5 ml . min ~

- Nimeros sobre cada pico identificam os picos
correspondentes a cada giberelina radiocativa

padrao cromatografada.
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Assim, para o extrato da fase 1 usaram—se os biloensaics da
cevada e do arroz anac. 0 mesmo par de bioensaios foi usa-
do para as duas regides do eixc {basai e apical) da Fase 2
e para a regifo basal da fase 3. Para a regiso apical e in
florescéncia da fase 3 foram usados os bicensaios do alface
e da cevada.

Na figura 17 & mostrada a atividade bioldgica ,
das fragoes de cada um dos extratos, medida no bioensaio da
aleurona de cevada. Toi possivel, em todos os extratos me-
dir-se alguma atividade giberelinica, embora as fragﬁes que
apresentaram atividade significativa (regioes sombreadas do
histograma) tenham sido diferentes. Durante a HPLC da re-~
giao basal da fase 3 a coleta das fracOes foi atrasada em 2
minutos perdendo-se a fracao correspondente 3 primeira nos
outros exfratos. Assim, a fragéo 1 do extrato da regiao
basal da fasé 3 corresponde & fracao 2 dos outros extratos,
e assim por diante.

A regiZo basal da fase 2 (fig. 17B), bem como
a inflorescéncia (fig. 17F) e regiao apical (fig. 17E) &a
fase 3, apresentaram atividade de giberelinas nas fracoes
‘em que sairam GAB.e GAl. ‘Tanto na fase 1 (fig. 17a), como
na regiao basal (fig. 17D), apical (17E) e inflorescéncia
(£ig. 17F) da fase 3, mediu-se atividade significativa em
:fragaes.anterioxesné nona, fragoes estas que nio correspon-
deram a nenhuma das giberelinas radiocativas padraoc usadas
para comparagaoc. Nao.se observou atividade giberelinica sig
nificativa na regigo apical da fase 2 (fig. 17C).

Apenas as fragoes dos extratos da regifio apical



FIGURA 17. Atividade giberelinica medida nas fragoes pro-
venientes da HPLC através do bioensaio de aleu
rona de cevada.

A. fase 1 - eixo inteiro

B. fase 2 - regido basal

C. fase 2 - regiao apical

b. fase 3 - regido basal

E. fase 3 - fegiﬁo apical

F. fase 3 - inflorescéncia

- Barras na parte superior da figura correspon-
dem d@s fracOes onde foran encontradas as gibe
relinas padréo.

— As zonas chelas sao significativamente dife -
rentes do controle. Considerou-se a medida
significativa, guando a média menos o desvio

padrac supercu a média mais o desvio padrao

do controle.
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de cada uma das fragoes nos dois extratos sao mostrados na
figura 18. Na regiao apical da fase 3 (fig. 18A) observou-

se um pico de atividade giberelinic

v

significativa na fragao

11 gue corresponden a fracgdoc na

r“
jon
3]
jrt

2

saiu a GA . Alguma ati

:;- ——
vidade foi medida no extrato da inflorescéncia (fig. 18B)mas
estas medidas nao foram significativamente diferentes do con

trole.

A figura 19 mostra a atividade giberelinica me-
dida em cada uma das fracoes do extrato do eixo inteiro na
fase 1 (fig. 19a); da fase‘2 (regiao basal, fig. 19B e re -
giaoc apical, fig. 19C) e da regido basal do eixo na fase 3
(fig. 19D) no biocensaio do arroz anao "Tan ginbozu". Notou-
se alguma atividade semelhante & de giberelina em todos 08
extratos, sendo a malor, observada na regiao basal da fase 3
(£ig. 19D). Na fase 1 (fig. 19A7) o pico de atividadg obtido
apareceu nas fragoes dezessete e dezoito que corresponderam

as fracoes onde saiu a GA Na regiao apical da fase 2

20°
(fig. 19C) pico semelhante apareceu, apesar de estar um pou-

co deslocado, na fragao dezenove. Na regiao basal da fase 2

(fig. 19B) observou-se um pico na fracao nove, regiac da Ghg

e -outro nas fragoes vinte e vinte e um, entre a GA e a CGA,.

20 4
Na regido basal da fase 3 (fig. 19D) mediu-se atividade sig-

nificativa nas fragoes dezoito e dezenove, na regido da GAEO’
sendo o pico, também, um poucc deslocado.

A tabela 2] mostra un resumo dos resultados ob-
tidos nestas andlizes da ﬁiatribnigéo, identificagéo e guan-

tificacao de giberelinas enddaenas no eixo nrincinal de nian



FIGURA 18. Atividade giberelinica medida nas fragoes prove-
nientes da HPLC no bioensaio do hipocdtile  de
alface,

A. fase 3 -~ regido apical

B. fase 3 - inflorescéncia

=~ Barras na parte superior da figura correspon -
dem as fragdes onde foram encontradas as gibe-

relinas padrao.

= A zona cheia & significativamente diferente do

controle ao nivel de 5%,
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FIGURA 19. Atividade giberelinica medida nas fracoés pro-
venientes da HPLC no bioensaio do arroz anfo
"Tan gibozu”.

A. fase 1 - eixo inteiro

B. fase 2 - regidc basal

C. fase 2 - regifo apical

D. fase 3 - regido basal

- Barras na parte superior da figura coriespon~
dem as fragGes onde foram encontradas as gibe
relinas padrao

- As zonas cheias s3o significativamente dife-

rentes do controle ao nivel de 5%
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TABELA 21 ~ Anadlise da distribuic3o, identificagao e quan
tificagao de giberelinas enddgenas no eixo
principal de milho.
~ Fragoes mostradas foram as cuja atividade

média foi significativamente diferente do
controle a nivel da 5%
~ Numeros entre parenteses, na regiao basal
da fase 3, indicam as fractes equivalentes
ds dos nimeros fora dos parenteses nos ou-
tros extratos, 33 cue neste caso a coleta
das amostras durante a HPLC foi atrasada
? = Giberelinas nao identificadas, ou, quan-
do acompanhando um tipo de GA, iﬁdicam
que possivelmente este tipo & o da gi-
berelina defectada que teve seu pico um‘

pouco deslocado




S623 | BC

TARBELA 21

Fragao g Gh.
sevd & =1 ioen s
Fase Reglao HgFC (17 ars Bioensalao
1 planta toda 4 Cheoniugada 34,0 cevada
17 Ghcou GAo. G,6-7,1 arrog
iR GASGU CA?: C,4-9,3 ATLOZ
2 basal 9 GAS L,3~11,4 arrog
G GRB ic,0 cevada
i1 Gh 16,0 cevada
12 Gy 10,0 cevada
?D 7T G,3-6,4 ATTOZ
21 ? G,2-%,8 arroz
apical - - cevada
19 Crhyn? 1,1-30,8 Arroe
3 basal 5(8) &,0 cavada
§(7) 7l.0 cavada
7{8) 15,0 cevada
181{19) z,G~41,4 arroz
19(20) 24,8~397,1 arroz
aplcal 1 Ghconjungada 2,0 cevada
& GAa ? 8,0 cevada
5 GAG ? 5,¢ cevada
10 le ? 2,0 cavada
i1 Ghl 1.,9-6,2 alface
inflorescénolia - - - alface
9 Ghconiugada 723,0 cevada
16 GABOu GAl ? 24 19838,0 cevada
11 GAl 1.397,0 cevada
12 Ghy 1.247,0 cevada
i3 ke 698,0 cevada

o b e
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galog fol significativamente diferente do controle (DMS de
Tukey 5% para 08 biocensalos da alface e arroz e desvio pa-

drao para o da cevada) .

Assim, na fase 1 além de paguena guantidade de

GAS e/ou GA

presenca (na fragao 4) de giberelinas conjugadas que sioc mais

20 (fracoes 17 e 18 da HPLC) notou-se também a

polares gue a GAB e portanto sairam nas primeiras fracoes
durante a cromatografia. Na fase do infcio do alongamento
do eixo (fase 2) GAS e GAl (fracoes 9, 11 e 12, respectiva-
mente) estavam presentes na regifio basal. Na mesma regiao
peguena gquantidade de uma giberelina nao identificada, mas
com a polaridade entre a de GA4 e GAzg anareceu nas fragé@s
vinte e vinte e um. Nesta fase do desenvolvimento,pareceu que
apenas um tipo de GA, possivelmente a GA 0’ estava presente
na regiao apical do eixo. Durante o alongamento (fase 3) ,
‘na inflorescéncia e regiéo.apical do eixo, GABe GAl Tpuderam
ser detectados, sendo gue na inflorescéncia elas estavam pre
sentes em alta quantidade chegando-se a medir 29 198,0 ng eg
GA; . gPS“l na fragao dez. Nesta fase, giberelinas conjuga

das puderam ser detectadas nas trgs regioces do eixo, sendo

novamente encontrada maior quantidade na inflorescéncia.

5.2. Metabolismo

Resolveu-se estudar guais as possiveis intercon

versaes sofridas pelas giberelinas durante o processo de a— .
_ \ . o TR : o

longamento do eixo. Para isso, gzh} Gﬁzo'fol aplicada na fa

se do desenvolvimento que antecede o alongamento e as trans-—
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radioativos encontrados nas ralzes, folhas e eixo principal.

A §3H§ GAzO_foi escolhida ja que pode ser convertida om GAl

e GA8 (RAMIYA ¢ GRAEBE, 1983 in CROZIER, 1983) que foram
tipos detectados no eixo principal cuando se analisou o con-

teido enddgeno de giberelinas.

Como se provou gue o eifieito do GA, ocorreu tam-

3
bém em condigoes de cultura hidropdnica {(item 4.2), usou ~-se
este meic de cultura para o cultive das plantas onde o meta-

bolismo da I3Hl GhA,, foi analisado.

Inicialmente, mediu-se a radioatividade da
53Hi GA, padrao que foi fornecida as plantas. A figura 20
‘3 -

ilustra o perfil cromatografico da H [QAQO padrao, apos
HPLC-RC. A andlise foi feita aplicando-se 0,5 ul da solu -~
gio de |’ | GA,, (% 200 000 dpm) na coluna de HPLC. Na fi-
gura 20, além de pico da EBH EGAZO-{tempo de retepgao_igual
.a 20,2 minutos), notaram—-se outros picos (Il a IS) que fo-
ram considerados impurezas presentes na solugao radiocativa
padrac. O tempo de retencao destas impurezas foi, na ordem
em que elas sairam da coluna: 3,0; 12,5; 15,6; 17,0; e
18,7 minutos (Il a IS). Apbs a determinagido das impurezas
radioativas presentes na solucao radioativa padrao, com a
qual as plantas foram tratadas, analisou-se a radiocativida-—
de presente no extrato das folhas, dos eixos e das raizes
das plantas tratadas. A radicatividade recuperada em cada
cextrato fol inicihalmente medida como um todo. Dos aproxima-
damente b 000 kdpm aplicados recuperaram-gse 4 125 500 - dpm

nas folhas, 175 000 dpm nos eixos e 47 000 dpm nas raizes .



FIGURA 20. Perfil cromatografico da |3H| GA, ., padrao
(20G.000 dpm), apds HPLC-RC.

Fluxo do solvente = 1 ml ., min“l

1 = impurezas presentes na solugcao de | *H | ca,

padrao

¢
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Na figura 21 € mostrada a radiocatividade medida
no extrato das folhas apds ter sido submetido a HPLC-RC. I~
nicialmente (fig. 21A) a aliguota analisada foi 1/400 do ex-—
trato (que continha toda a GA2O radioativa original presente
nas folhas) . O pico principal de radicatividade além de

§3H §GA20 foi a impureza I

5. No entanto, em relagac i quan
tidade de l3H§ Gh,, © composto I. estava presente no extra-
to das folhas em maior guantidade gue na solucdo de ]3ﬁ';GA23

padrdao. Uma aliquota maior (1/10) do extrato das folhas foi,

entao, analisada para se detectar a presenca de metabolitos

presentes em menor quantidade (fig. 21B). Além da GA,, e da
impureza 15, que ficaram fora de escala, apareceram varios
picos menores, alguns dos quais sao as impurezas da EjH - GA

20
apiicada nas plantas de milho, notadas na figura 20. No en-
tanto, yérios picos de metabolitos (M1 - M6) tambémiyuderam
ser detectados e alguns deles puderam ser identificados atra
‘ves de co-cromatografias com GAs conhecidos. A tabela 22 mos
tra o tempo de retengao dos principais metabolitos radicati-
vos presentes no extrato das folhas (baseado na HPLC-RC da
figura 21) e, guando possivel, a identificagao do metabolito
também & indicada. Notou-se a presencga de ]3H [GA8 (1) e
i3Hl GA (M4) no extrato. §3H {GAzg (Mla) também pode estar
presente pois o segundo pico obtido no cromatograma teve o
 tempo de retencao semelhante ao do GA29} mas COmO nao se pos
suia GA29 radiocativo padrao para a co-cromatografia, a iden—

tificagao néo foi precisa. Virios metabolitos desconhecidos

também foram detectados.




FIGURA 21. Perfil cromatogridfico do extrato das folhas de
plantas tratadas com [3H| GR, apds HPLC~RC.
Fluxo do solvente = 1 ml . min_l
A. 1/400 (10.300 dpm) do extrato das folhas
B. 1/10 (413.000 dpm) do extrato das folhas

I

i

impurezas da solucao padrao

M

#

metabolitos da I3H [GAZO (sucgerindo-se as

possivels GAs correspondentes)
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TABELA 22 - Analise do metabolismo da lBH | GA em mi-

20
tho: extrato das folhas.

- Tempo de retencac (min) dos principais pi
cos obtidos em HPLC~RC (fig. 21R)
M1 a M6 = metabolitos
? = metabolitos nao identificados, ou,Jquan—
do acompanhando um tipo_de‘GA, indicam
que possivelmente esta € a GA presente

I = impurezas da solucao de I3H! GA,_ . padrio

20




TABELA 22
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Tempo de retencao

(min) Tdentificacao
6,2 Ml GAS
73 M GA?
9,2 M, 5
9,8 M, 5

.11,2 M4 GAI

12,5 1

15,6 I

17,0 :[4

17,6 My 5

18,7 I,

20,2 o,
26,4 M >
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figura 22A. A outra metade fol co-cromatografada com o]
3 : P30 3 . N -

1 H£ GAl, = GAS.e ! H gGAZO. 0 tempo de retengao dos

principails picos obtidos na HPLC-RC (figura 22) bem como a

identificagao destes metabolitos sao sumarizados na tabela

23, 0Os resgultados mostraram gue paguenas guantidades de

. 3 3 3 "~ oora 31 1 , g e
P 1 CRy | TH]GAg e | H %bAzO estavam presentes no ei

- X0 principal, juntamente com trés metabolitos desconhecidos

e uma impureza (I,) da solucao de EBH lca vadrao.

20

Todo o extrato da raiz foi submetido & HPLC-RC
devido ao baixo nivel de radiocatividade medido no extrato

conmo um todo (47.000 dpm). Na figura 22B o perfil cromato-

grafico obtido indicou a presenca de iBH §GA20 e lmpurezas,

uma das quais foi a ES. E interessante notar que a !3H§G%20

estava presente nas raizes em maior guantidade gue no eixo

principal.



FIGURA 22. Perfil cromatografico do extrato dos eixos e das

raizes de plantas tratadas com |3H| GA2O , apods

HPLC~-RC.

Fluxo do solvente: 1 ml . minwl
A. metade do extrato dos eixos (87.500 dpm)
B. todo o extrato das raizes (47.000 dpm)

I = impurezas da solugao padrao

M

metabolitos da f3H iGAzG (sugerindo-se as

possiveis GAs correspondentes)
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TABELA 23 - Anadlise do metabolismo da | 3H [GAZO em mi -
lho: extrato dos eixos vrincipais.
- Tempo de retencao (min) dos principais pi
cos obtidos em HPLC-RC (fig. '22AR)
Ml a M7 = metabolitos

? metabolitos nao identificados

I

I

it

impurezas da solugac de ]BH] GR, padrao
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TABELA 23
Tempo de retengio
Identificacao

{min)

6,0 ;

. Ml (‘}38

8,6 M, ?
_11;8 4, GA,
15,6 '13

20,2 cA,,
28,0 M >
29,6 ' M 2




IV - I> I SCUSS A0 £ CONCLUSOES

A expressao de caracteres fenotipicos em plan-
tas € resul tado de interacgdes ambientais com padroes de de-
senvolvimen to controlados geneticamente. Em milho, estes
padroes de <desenvolvimento foram muito bem descritoé por
BONNETT (19 53). Concordando com ¢ que foi descrito por e-
le, foi con statada forte domindncia apical no cultivar ana-
lisado neste trabalho. As gemas laterais, apds um curto
periodo de <rescimento vegetativo, permaneceram em estado
latente at& a planta mudar do estadio vegetativo para o re-
produtivo. Neste estddio retomaram seu desenvolvimento e

se transforinaram em espigas.

Resultados interessantes _foram obtidﬁs, neste
aspecto, guando se analisou o papel do inibidor de biossin-
tese de giberelinas, LAB 102883, no desenvolvimento d= plan
tas. Este. dnibidor,quando efetivo,reduziu a domindncia a-
pical, promovendo a emergéncia dos perfilhos P2 e P3 e o

crescimento em comprimento das outras gemas laterais.

Em um experimento preliminar, naoc apresenta-
do neste trabalho, observou-sa gue plantas de milho submeti
das a excesso de agua tiveram o crescimento vegetative das
gemas laterais promovido. Esta promocdao foi bem evidente
nas gemas ma&is basais, culminande com o perfilhamerito, gue

nao & comum em milho.

Foi demonstrado por CROZIER e REID (1971) que
em tomate, ©s niveis de giberelinas diminuiram apds o trata

ke Sm o R
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mentc das plantas com agua em excesso. Sabe-se tambén, gue
a aplicagao de acido gibe.rélic:o reduz o perfilhamento em di-
versas gramzineas (HARADA e VERGARA, 1972; JOHNSTON e JEFFCOAT,
1977; ISBELI.L e MORCAN, 1982). Baseando-se nesﬁas informacoes
pode-se sugerir que as giberelinas podem estar envolvidas no
controle da dominincia apical em milho. Baixos niveis endbge
nos de giberrelinas enfraqueceriam a domin@ncia apical, possi-

bilitando o crescimento de perfilhos.

E bem conhecido o efeito do aumento da nutrigac
mineral promovendo o perfilhamento durante o desenvolvimento
de gramineas, onde a domindncia apical & fraca (LANGER,1966,
in IANGER, 1972). Em milho, onde a dominZncia apical & for-
te, nao se observou promogao de perfilhamento guando nutrien
tes foram Fornecidos em maiores proporgoes, indicando gue o
papel da nutrigac mineral no desenvolvimento de gemas de mi=-

lho & de importincia secundaria.

Além da cénstatagao da forte dominancia apical
em milho, outros padroes de desenvolvimentc foram analisados.
Concordando com o que foi descrito por BONNETT (1953), foi
observado cfue o alongamento dos entrends do eixo principal,o
crescimento das folhas, o desenvolvimento vegetativo das ge-
mas laterxrai s, € a parada do crescimento dos mesmos ocorré -
ram acropetamente, enquanto » iniciacao floral foi basipeta.
Explicagoes fisiolbgicas para parte deste padrao de desenvol
vimento ser-ao sugeridas adiante, apesar de serem dificeis de
estébelecer:, pois exigiriam extensivos e detalhados estudos
dos niveis de substancias reguladoras de crescimento nas di-
ferentes rexgides das plantas, durante S.eu desenvolvimento .

Além disso, estudos sobre a correlacgao do crescimento de di-
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ferentes pa& rtes da planta e do papel de fatores ambientais

neste cresc imentc, também seriam necessérios.,

SIEMER e colaboradores (1269) analisaram al-
guns padroe s de desenvolvimento de plantas de milho e suge-—
riram possi veis correlagoes entre alguns eventos principais
gue ocorreire durante © desenvolvimento. Segundo estes auto-
res, exister um interrelacionamento, pelo menos temporal.en-
tre o aloncyamento do eixc principal e a iniciagao floral .
Esta mesma relagéio temporal foi notada no presente trabalho,

sendo que, ao mesmo .tempo foi também observada inibicac da

iniciagao <cXas folhas e de gemas laterais.

Estudando~se a influéncia de fatores ambientais
no interred acionamento dos principais eventos gue OCoOTrem
durante © cdesenvolvimento de plantas de milho, analisou~ se

o papel do fotoperiodo..

VINCE-PRUE (1975), numa tabela de classifica =
cao de plarxtas fotoperiddicas para floragao, coloca Zea
mays como E>lanta de dias cuii‘tos ou indiferente. No presen—
te trabalhec> constatou-se que sob uma condicao de pequena du
rag%o de pe=riodo de escuror (18 horas de luz} ouw numa condi-
cao onde o periodo longo de escuro € interrompido por um
chogque de 1.uz (8 horas de luz com noite interrompida)o cres
cimento vecgetativo das plantas foi prolongado, atrasandoc o
alongamentc> do eixo e a floragao. Nestas condigoes houve
tambeém prornocao, da formagac de novas folhas e gemas. Re -
sultado serxnelhante foi encontradc por HESLOP-HARRISON (1961)
que trabalX¥zando com milho observou que dias curtos s3c ne-
cessarios yoara gue ocorra a iniciacgac da floragaoc e gue sob

condigoes e dias longos o crescimento vegetativo & manti ~
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do. Também no mesmo sentido, fol notado por HESKETH et al.
(1969) gue dias curtos reduzem o nimero de folhas formadas

em milho.

Commoc para c© cultivar de milho analisado reste
trabalho ol»servou-se formacao de flores independente da
condig'éo fo toperiddica a que as plantas foram submetidas,su
gere~se gue neste caso, dias curtos aceleram, mas nao sao

essenciais jpara a floragao.

Ja qgue o relacionamento temporal existente en
tre 0 along amento do eixo pfincipalf iniciacao floral e pa-
rada de formacao de folhas e gemas continuou sendo notado
em plantas submetidas &8s diferentes condigdes fotoperiddi -
cas, analisou-se o efeito de reguladores de crescimento so-
bre estes eventos. Istc foli feito para se detectar possi -

veis relagOes fisiolbgicas entre eles.

O papel das citocininas durante o desenvolvi -
mento de plantas de milho nao ficou esclarecido. Foi nota-
do apenas gue a 6-benziladenina inibiu o crescimento geral
das plantas . A inibicao foi mais evidente em plantas mais

velhas, guando o tratamento foi feito através das raizes.

Esta inibigao pode ser explicada baseando-se no
fato de gue citocininas inibem o crescimento de raizes de al
gumas plantas (GOODWIN, 1978). Isto produziria uma redugso
no crescimento da parte aérea por possuir menor area para
absorgac de nutrientes. A translocagao de reservas do endos
perma para a parte aérea também seria reduzida, ja que ela
estaria agindo como fraca fonte de consumo. Assim, pelos re

sultados obtidos, fol dificil atribuir um papel para as cito

cininas no desenvolvimento de plantas de milho e mais estu -
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dos sdao ne «essarios para que este ponto seja esclarecido.

Entre todos os efeitos das giberelinas no de -
senvolvime mto de plantas o mals marcante & o relacionado ao
alongament-« do eixo. PHINNEY (19%56) notou que aplicacaoc de
giberelina em mutantes ances de milho para um Gnico gene ,
restabelec eu ¢ crescimento normal das .piantas e gue o nanisg
mo estava associado com o contelido extremamente baixo  de

GAs enddge= nds.

O papel das giberelinas na indugac da floragao
2 interess ante considerand.o-use que elas sac o primeiro gru-
po de subss tancias quimicas que pode induzir formagao de flo
res em plax ntas sob condigoes nao indutivas (VINCE-PRUE,1975;
ZEEVAART, 1976 e CHAILAKHIAN, 1979). Levando-se em conside
racao estexs dois principails efeitos de GAs (no alongamento
do eixo e na iniciagao floral) e gque em muitos casos os
dois eventﬁos ocorrem simultaneamente, pode-se considerar que

os dois fe=ndmenos fazem parte do mesmo processo fisioldgico

em algumass plantas.

A aplicagao de GA, em milho promoveu o alonga -
mento do e=ixo, antecipando a iniciacaoc floral e reduziu for
temente o numero de gemas iniciadas. BApesar de ter side de
monstrado por PHINNEY (1984) gue em milho, GA, & a {nica

1
giberelina: enddgena biologicamente ativa, aplicagoes de GA3
promovém <> alongamento do eixo principal de milho (DAVIES e
RAPPAPORT , 1975 a,b). Como as duas giberelinas tem estrultu

ra molecular muito semelhante & possivel gue o sitio recep-

tor do GAlseja incapaz de distinguir as duas moléculas.

Promocac no alongamento do eixo e diminuigao do

nitmero de perfilhos induzidos por GAS também fol notada em



arroz (HARIDA e VERGARA, 1972).

Os dois inibidores de biossintese de gibereli -~

nas utiliz&dos no presente trabalho, CCC e LAB 102883 tive -

ram efeitoc oposto ao Ga,, atrasando a floragao. Apesar do
CCC nao tex- alterado, o LAB inibiu o alongamento do eixo e
também redwzziu o crescimento da parte aérea. Além disso o

LAB promoveru © crescimento vegetativo das gemas mais basais,
gque foram A.nibidas pelc tratamento com GA3B Em compensagao
0o CCC teve efeito oposto ao GA, na iniciacao de gemas late ~
rais, promovendo-a, ja o LAE, como o GA3 inibiv a inic:iac;éio.

de gemas. Sabe-se que alguns inibidores de biossintese de
GAs agem de= forma relativamente inespecifica e pode-se consi
derar gque & redugao do crescimento provocada por estas subs-
tincias nao & conseguida apenas por uma diminuigao no conteg
do de GAs . Assim, foi demonstrado por DOUGLAS e PALEG(1974)
gque CCC pocie também reduzir a biossintese de estercis e ou-
tros terperdides. Eles também notaram que a inibicdo do cres
cimento de tabaco pode ser revertida por tratamento c(;m fito
esterois. REID e CARR (1967) mostraram que extratos de rail-
zes e seivaa de plantulas de ervilha tratadas com CCC conti -
nham uma wvariedade de GAs diferente do extrato de plantas

controle. REID e CROZIER (1970) mostraram qua em plantulas

de ervilha o tratamento com CCC aumentou ¢ nivel enddgeno de
GAs gquando comparado com o de plantas controle. RADEMACHER

e JUNG (1981l) comparando a agao de varios inibidores de cres
cimento, mostraram que a acgao do CCC inibindo o alongamento
de plantule&s de arroz foi bem menos especifica que a do LAB
102883. Comnm base nessas informagGes a respeito da especifi-

cidade desies inibidores de crescimento, pode-se entender



porque em &x lguns parametros analisados durante o crescimento

de milho = a0 se observaram efeitos contriarios ao CA..
d 3

Os resultados obtidos nos experimentos com GAB
e' cem inibi_ dores de biossintese de GAs, duntamente com dados
de literatimra, dao uma indicacgao adicional de Ique, em milho,
o alongamer= to do eixo, a iniciacaoc floral e a parada da for-

magao de ge=mas estao relacionados ao nivel enddgenoc de gibe-—

relinas da planta.

Mesmo parecendo haver uma relacao fisioldgica
entre aloncyamento do eixo e'iniciagéo da floragao, varias
evidéncias indicam que os dois eventos dependem de proces-—
sos difererates. Giberelinas podem promover alongamentoe do
eixo em dix~ersas plantas sem promover a formacao de flores
(ZEEVAART, 1983). Além disso, alguns inibidores de biossin
tese de GAS podem inibir o alongamento do eixo, enquanto a
formagao de= flores ocorre normalmente (CLELAND e ZEEVAART,

1970) .

Pode-se, entao, supor gque GAs induzem o alon -
gamento do eixo e associado a 1SS0, mas COmo Wl processo se

parado, occorre também a £loragao.

Relacionando o que fol observado nos experimen
tos de Fotcoperiodismo com os efeitos da aplicacao de GAy
existem vax—los trabalhos gue mostram gue giberelinas podem
promover a iniciagao floral em diversas plantas de dias cur
tos, como e=m Canabis sativa (RASUIOV, 1960) e Impatiens bal
samina (NATIDA et al., 1967). Além disto, apesar de evidén-
cias indicearem gue os nivels enddgenos de GAs sao fortemen-—

te aumentacdos sob condigces de dias longos, inativacao con-

comitante <Je GAs ocorre nestas condic¢oes. Os niveis endbge
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ﬁos de GAs poden também aumentar sob condigGes de dias cur-
tos (ZEEVAZ=RT, 1983). Sugere-se, entao, gue em milho, condi
coes de dizas curtos ou de periodo longo de escurc interrompi
do promoverr um aumento no nivel enddgeno de giberelinas ati-
vas que det-erminam ¢ alengamento do eixo, iniciacao floral e
parada de Formagao de novas gemas laterais. - Reforcando a su
gestao gue niveis enddbgenos de GAs podem ser aumentados sob
condigoes <de dias curtos ou noites longas interrompidas por
chogue de Auz, foi mostrado que em milho, tantc dias curtos
{SCHAFFNER ,» in VINCE-PRUE, 1975) come tratamento com gibere-
linas (NICIKERSON, 1959) promovem formacao de flores femini -

nas na inflorescéncia masculina.

Concluindo, apesar da separacac do alongamento
do eixo e Jdniciacao floral em dois processos distintos, nao
estd claro ainda como um fator ambiental, como o fotoperio-
do, induz ruudancgas no conteldo de GAs que resultam no alon-
gamento do eixo e floracao. Deste modo se tornou interes -
sante anal Asar tanto niveis absolutos de GAs como o metabo- -
lismo das 1nesmas durante o desenvolvimento da planta, prin-
cipalmente na fase em gue ocorrem estes eventos gue se suge

re estarem relacionados.

Os niveis enddgenos de giberelinas foram esti-
mados atrawés de bicensaios. Isto foi feito, devido & im-
praticabil didade do uso de outros métodos mais acurados de
andlise, como a espectrometria de massa, gque exige grande
guantidade de material vegetal. Apesar de serem sistemas
nac totaimente livres de interagOes com impurezas do extra-
to, os bioensalos sac ainda, sistemas muito usados para

determinagf—ﬁo de giberelinas em tecidos vegetativos, onde e-
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las geralme mite estao presentes em baixos niveis, No entan -
to, para qu.e estimati{fas validas sejam feitas com base nos
biocensalos, extensivas purificagoes preliminares dos extra -
tos sao necessirias, a fim de reduzir-se a conﬁaiibuigéo de
compostos i mibidores, gue poderiam mascarar a presenga de gi
berelinas. Por este motivo, neste trabalho, mpurificou -~ se
inicialment—<, a fracao acida (em acetato de eila) obtida
do extrato mmetandlico, por cromatografia de troca idnica em
coluna de I>EAE-Sephadex A-25, seguida pela HPLC em fase re-

versa em gr— adiente de metanol e acetato de ambnio.

A comparacaco de dois ou mais bioemsaios com di-
ferentes ess pecificidades também ajuda a aumentar a precisao
dos resultex dos, pois diferentes tipos de giberelinas podem
se manifest— ar com malior o©ou menor intensidade dependendo do

bicensaio.

Assim, escolheu-se o hiocensaio da cevada, gue

& sensivel a GA,, GR,, GA,, GA GA

47 57 GAG, GA.?, GA22 e GA23_
o da alface=, que & sensivel mais ou menos as mesmas gibere-—
linas mas c—om diferentes intensidades e o do arroz, gue €
sensivel a um maior nGmero de giberelinas (CROZIER et al.,

1970) .

Além da especificidade do bioensaio utilizado,
dados de 1 teratura, bem como a comparacao dos picos de ati
vidade obti_dos com giberelinas radioativas padrao, cromato-
grafadas de&a mesma maneira que os extratos, ajudaram a iden-—
tificagio <lo tipo de giberelina presente no extrato. Tam -
bém, levancdo-se em conta que 0 sistema cromatografico uti -
lizado (HPIX.C em fase reversa) para a coleta das fragoes a

serem biocexasaladas, foi de polaridade decrescente, pode-se



supor © tixoo de giberelina gue estéva presaente em cada uma
das fragoe =3 onde se observou atividade bioldgica. Assim,pro
vavelmente , a atividade observada nas primeiras fracoes da
HPLC, ante xriores 3 fragao nove, na gqual sai o Ghg, pode ser
atribuida &= alguma giberelina conjugada, péis estas sac mais
polares gu <= as simples e portanto passam mais rapidamehte De
la coluna. Apesar de texy sido demonstrado gue éiberelinas

conjugadas  tem baixa ou nenhuma atividade fisioldgica "per
se" (HIRAG. A et al., 1974; SEMBDNER et al., 1976) elas podem
exibir ati ~sidade biolbdgica nos bioensaios, por serem hidroli

zadas poy <nzimas da planta teste ou de microorganismos con=-

taminantes (SPONSEL, 1983 in CROZIER, 1983).

Os resultados obtidos na anilise de GAs enddge-
nas de mil o foram, entao, interpretados com base em todos
estes aspe «<tos, descritos acima, gue devem ser considerados

numa anali e deste tipo.

Antes do alongamento do eixo principal (fase 1)
apenas gilberelinas conjugadas e a %2(} estavam presentes no

eixo. A p xesenga destas GAs numa fase onde nao hd alongamen

to estd de acordo com as cobservagoes de PHINNEY (1984) de
gue estas <GAs sao inativas na promocac do alongamento do
eixo.

Na fase pouco antes do inicio do alongamento,no
tou-se, na regiéo basal, constituida pslos nds que estavam

iniciando <© alongamento, & presenca de GA Ch, e uma gibere

1! 8
lina nao i dentificada com polaridade entre a da G-A4 e d a
GAza' A > xesenca de GA}_ nesta regiac era esperada, ija guea

esta GA &€ & Unica GA enddgena ativa na promogao do alongamen

to (PHINNIZ Y, 1984) do eixo de milho. A giberelina ndo iden-
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tificada pco><de ser alguma das encentradas em milho por HEDDEN
et al. (198 2) ja que as polaridades da Ch, 4 GABB' GALQ’ &
C;Al?, detec= tadas por eles, estao compreendidas entre as pola

ridades da Gh, e da GA,; (CROZIER e DURLEY, 1983). 2 Gh.,.

L

5
_ %44 e GA19 podem ser precursoras da GAl na "via da 13-B-hi~
droxilacao precoce®, como sugerido por PHINNEY (1984). Era,
entao, espe= rado que algumas ou todas estas gibexelinas esti-~
vessem pressentes nesta regiaoc do eixo que estd i.niéian&o e
alongamentc, j& gue .elas constituem etapas necessarias da
biossintese= da giberelina ativa (GA;). A presenga da GAgtam
bém pode se=r esperada considerando-se gue esta GA & proveni-

ente do me¥-abolismo da GAl (DAVIES e RAPPAPORT, 1975 a,b).

Na regiao apical das plantas, na mesma fase do

desenvolvizxmento (fase 2), sugeriu-se a presenga de Ghoyey - Es-

ta, atravd® = de uma 3-8~-hidroxilacao, d& origem & GAl {ROOD
et al., 19 &2). Esta etapa da biossintese de GA, provavelmen

te ocorrer = mais tarde, guando esta regiao do eixo iniciar o

alongament <.

Na fése do alongamento propriamente dito {fase
3) detecto wu-se GA1 e GA8 na inflorescéncia e regiao apical
do eixo, 1~ egides gue estavam em ativo alongamento nesta fa-
se do dese volvimento. GAs conjugadas foram detectadas nas
trés regiSes do eixo analiscdo (inflorescéncia, regiaoc api-

cal e basae 1).

Levando-se em consideracao o alto contetdo de
GAs encont-xado na inflorescéncia e a presenca de GAs conju-
gadas prira <ipalmente na regiao basal do eixo pode~se levan-
tar a hipd& tese de gue durante o alongamento, na inflorescén

cia, as gi.berelinas seriam sintetizadas e/ou convertidas na



forma ative=, no caso G’Al, e se deslocariam, sendo metaboliza
das durante= este deslocamento, para a regiao basal do eixo .
PDesta formesa, talvez fosse criado um gradiente de atividade

de giberel-inas ao longo do eixo; gradiente este responsavel
pelo along&samento celular dos tecidos desta regiao bem COmo
pela inibis«gao da formagao de novas gemas. Este gradiénte de
GAs no eix«> poderia explicar tambdm a iniciagdo floral basi-
peta notadea no presente trabalho e por BONNETT (19253} . Ro-
forcando e s=sta hipStese, KAUFMAN et al. (1976) mostraram gue
a inflores «<éncia e regiao apical de aveia possuiam niveis de

GAs maiore = gue a regiao basal e raizes.

Ainda neste aspecto, KURCCOCHI et al. (1979) de
tectaram a Xtos niveis de GA, 4 na fase da iniciacao floral e

alongament < dos entrends. Eles sugeriram gque a CGA estava

12
envolvida xa transicao do estidio vegetativo para floral. Ob
servaram t &mbém que a atividade da GAjq foi bem baixa no
crescimento do arroz anao cv. Waito-C, no gual a conversao da
GA,g em GA- 4 é geneticamente blogueada. Verificaram ainda v
que GA; pIromoveu o alongauwento do eixo deste cultivar. Con-
cluiram, emntao, que a GAlg poderia agir como um "pool" de gi
berelinas. 0 nivel da GAs ativas, que realmente regulam o
cresciment o e desenvolvimento das plantas, seria regulado

pela taxa de biossintese da GA,’LQ e pela sua conversao meta =

bolica.

A fim de se obterem mais evidéncias a respeito
da identif dicagao das giberelinas presentes na planta de mi-
lho, duran te esta fase critica do alongamento, analisaram—-se

as transfoxmacoes sofridas pela §3H§ CAa fornecida a estas

20
plantas.
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No eﬁctrato das folhas, o principal pico co-croma
tografado com a i3H iGAzO, 15, fcﬁ. uma impureza gque j& esta
va presente na solucao radioativa padrac. Entretanto, nas
folhas a quantidade de I em relagac a de | 3y lca,, foi mai-
or gque a do padrac. Isto pode ter acontecido pelas seguintes
C razoes:

a) !3H iGAzU foi metabolizada, dando origem ao

composto }15 .

b) i3H IGA20 foi quebrada durante a purificaggo
do extrato, dando origem a iS’ Esta hipdtese nao & muito pro
vavel 1& gue {BH tGAZO tem sido fornecida a diversas plantas,
inclusive milho (ROCD et al., 1982) e nao se tem observadoque

bra dando origem a Ig.

¢) Outra razao para a alta razao ?ES/GA20 no ex—
trato das Folhas, e talvez esta seja a explicacao mais plau -
sivel, & gue ela pode ter surgido pois a folha metabolizou a
3 ~ . - 3 s .
[ H | GA,, mas ndo I;. Assim, o nivel de | H IGAZG diminuiu
engquanto o de Ig nao foi alterado.

Além da prdpria §3H |GA,, r da I, e outras impu-
rezas menoxes presentes na solugado de |3H lGAZO padrao, fo-
ram detectados sete picos de metabolitos. Apesar de alguns
deles nao terem sido identificados, os resultados indicaram
gque | 35 | Ga,, fol convertida em ]3H |ea, (Mg), iBH feag (1))
e possivelmente em !3H§ GR, 4 (M,) . As estruturas moleculares
destas giberelinas, bem como do esqgueleto basico, ent-gibere-
lano , sao mostradas na figura 232, para facilitar o entendi -

mento das interconversoes sugeridas.



FIGURA 23. Estrutura molecular do esgueleto das giberelinas,

ent-giberelano, e da GAl, GAg, GAzO e C/D-R GAzO

e GA29 .



Figura 23

~12
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Os resultados agui obtidos, concordam com os de
ROOD et al. (1982) gue, fornecendo §3H Gh,, 2 plantulas de
milho detecctaram 338 |Ga; e §3H | GAg  como metabolitos.

A conversao de Gh,y em Gy, por uma 3-f~hidro-
¥ilagao, e em GA29, pdr uma 2-8-hidroxilagao, foi também su-

gerida por PHINNEY (1984).

ROOD et al. (1982) nao encontraram £3HE GA,, CO—

29
mo metaboli to da iBH ]GAZO. Apesar disto, eles comentam gue
como a ‘BH | 6&,, era marcada p;:*incipaimente nas - posigoes

do C~-2 e C—3, alguma perda poderia ter ocorrido durante a hi-
droxilacao do c-2 e C-3, dando origem a GAgge Gay respecti -
vamente. Assim, tanto o nivel de GA, como o de GA,q detecta-
dos, poderiam nac ter sido exatamente o0s reais. No mesmno tra
balho, ROODD et al. (1982) detectaram um outro "metabolito"gue
identificaram como | H | GA,, com os aneis C e D rearranjados

(C/D—R~GA20) .

Com base nesta observagéo pode-se sugerir que ©

M7 presente no extrato das folhas seja C/Dr-R-GA20 (fig. 23) .
Este compossto se forma em condig¢oes acidicas (A. CROZIER, co-
municagéo wesscal) podendo; entao, ser considerado mais como

produto de guebra da ISH iGAzO do gue um metabolito.

ROOD et al. (1982) também encontraram [3H IGAS
conjugadas nas plantas tratadas com ]3H iGAzO. Estas GAs
nao foram detectadas no presente trabalho.. Isto pode ter
ocorrido se elas ficaram retidas na fragao aguosa, duran—
te a extragao, ou foram retiradas da coluna de Sephadex, pe
lo primeiro solvente, durante a cromatografia de troca i&n_j:
ca. De fato, quando se mediu a radicatividade presente nes

te primeirco solvente notou-se guantidade um pouco elevada .
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Assim, possivelmente alguma conversao da ]3H | Ga en

20
2 3H= GAs <«<onjugadas (eteres s/ou esteres glicosideos) pode

ter ocorrido.

No extrato do eixo principal notou-se a presen
3 - - .
ca de | "H Ga, e |3Hi GAg, além da prépria iBH] GA,, ¢ im-

0
purezas . Xstes metabolitos encontrados no eixo, poderiamn

ter sido formados nas folhas e transportados para o eixo,ou

a §3H i GR, poderia ter sido transportada para o eixo, on~
de foi con-wvertida em §3H | ea, e !3

obtidos na o permitiram distinguir entre estas duas possibi-

H EGA8. Os resultados

lidades.

Trés metabolitos, diferentes dos presentes nas
folhas, fo ram também detectados no eixo, mas nao puderam

ser identi ficados.

No extrato das raizes observou-se apenas aclmu
lo de lBHi GA,, e como metabolitos nao foram detectados
sugere—se «qgue esta regiao da planta nao & ativa no metabo -

lismo de GAs.

Como l3H ;GA:ZO foi aplicada na regiao apical
do eixo, a presencga dela nas raizes sugere que houve trans-

porte de GAs do eixo para as raizes.

A identificacao das GAs encontradas no eixo
principal de milho, quando se analisaram as giberelinas en-—
ddgenas do mesmo, foi confirmada pelos resultados obtidos na
anélise do metabolismo de §3H ;GAZO. Baseando-se nos resul
tados destas anélises e no trabalho de PHINNEY (1984) pode—

se resumii as seqguintes conversoes de GAs em milho:
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Ghyg 3= g-hidroxilacdo Ghy 2-3=hidroxilacao _ GA

8

2-g-hidroxilacao (?)

Ghy g (?)

No entanto, a via biossintética real de GAs pa-
rece ser ma is complexa do que a acima descrita, j& gque meta-
bolitos des conhecidos foram também detectados. O transporte

das GAs também deve ser melhor considerado. 0s resultados

mostraram a cuamulo de ZBH i GA20 nas ralzes. GAl e GAS foram

encontrados tanto no eixo corp nas folhas,nao sendo possivel es
3.0 .

tabelecer se a { H | Ghy g foi transportada para as duas re-

gices e ail metabolizada ou se foi metabolizada nas folhas dan

do origem & GAl e a GA8 gque foram transportadas para o eixo.



V-REZSUMDO

0 desenvolvimento vegetativo e reprodutivo das

gemas late xais de milho, Zea mays L., fol analisade neste

trabalho.

Constatou-se forte dominidncia apical durante o
periodo de crescimento vegetativo das plantas e foi sugeri-

do que giberelinas podem estar envolvidas neste processo.

Nutrientes minerais nao afetaram diretamente o

degenvolvirnento das gemas laterals de milho.

Umn relacionamento temporal entre o alongamen-—
to do eixo principal, iniciacao floral e parada de forma -

¢ao de folkas e gemas fol observado.

Este relacionamento pareceu ser também fisiold
gico, j& gue condigOes de dias curtos promoveram conjunta -
mente ¢3 txés eventos e dias longos ou noites longas inter-

rompidas pXxolongaram o crescimento vegetativo das plantas.

O papel das citocininas na interrelacdao destes

fendmenos maoc ficou esclarecido.

Os efeitos dos tratamentos com acido giberéli-
co e com os inibidores de biossintese de giberelinas suge -
riram gue este grupo de hormonics poderia ser importante no
relacionamento do alongamento do eixo, iniciagac floral e

parada de =<ormagao de gemas.

Andlises das giberelinas enddgenas indicaram

gque elas e stavam presentes em maior guantidade durante o



§
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1

alongamentc> e iniciagao floral. A inflorescéncia e regiao a
pical do e =¥ xo foram as regides onde se detectaram os niveis
mais altos destes hormbOnios. Sugeriu-se a presenga de Chyyg

e GAs conj=xngadas na fase anterior ao alongamento cio_ eizxo. HNa
fase do al <ongamento e iniciacao floral pareceu gue CR,p 7 GAy
@A, € GAs coxjugadas estavam presentes. Uma giberelina com po -
laridade c <ompreendida entre a da GA4 e a da GAzO também foi
notada nes ‘&a fase. Sugeriu-se gue ela poderia ser tanto @\53

Ccomo GA44 <u GA19, todas precurssoras da GA, gue & a gibere-

_ 1
lina ativa no alongamento do eixo de milho. Levantou-se a

hipdtese o wie durante o alongamento e iniciacao floral, um gra
diente dec= rescente de atividade de giberelinas seria criado
ao longo Ao eixo principal, sendo as giberelinas mais ativas

localizad=i1-s junto & inflorescéncia.

Analisando o metabolismo da ?3

H GA rneci-
. Ghygr fO
da &s plaratas no inicio do alongamento, notou-se que ela foil

convertidex em GAl e possivelmente em GA29. A GAZL por sua vesz,

g Além da 3H I GA,, com oS anéis C e
D da moldc= ula rearranijados, notou-se também, a presenga de

foi convex— tida em GA

metabolitc> s desconhecidos, sugerindo-se gue a via biossint_é_
tica real das giberelinas & mais complexa que a acima des -
crita. Me=tabolitos da {31-1 % GA20 foram encontrados tanto
nas folhas=sz como no eixo principal, nao sendo possivel dis -
tinguir se= uma ou ambas as regices sao ativas no metabolis-

mo.
Houve transporte de giberelinas da parte aérea
;3

para as r &alzes, ja que pequeno actumulo de | H | GAZO’ forne

cido pela regiao apical, foli detectado nas raizes.



ABREVIATURAS

ARA - aci.do abcisico

6-BA - 6~lzenziladenina

cce -  cloreto de 2-cloroetiltrimetilambnio

C/D---R-—G‘Jl,20 — GAZO com os anéis C e D da molécula rearranjados -
Clg—GAs - giberelinas com dezenove atomos de carbpno

C,og~Ghs - giberelinas com vinte atomos de carbono

DC - diass curtos - 8 h de luz

DL — dias longos - 18 h de luz

dpm — desintegracoes poxr minuto {(kdpm = 1.000 dpm)

Fn - folha - o Indice que acompanha indica a posigao da

folha no eixo principal. As folhas foram numeradas

acxopetamente

GAs - gilkberelinas

3H ical - giberelina tritiada

Gh, - &acido giberdlico

HPIC - "high performance ligquid cromatography” - cromato -
gxafia liquida de alto desempenho

LARB -~ 5,4,5-(4-clorofenil)-3,4,5,9,10 - pentaazatetraciclo

 5.4,10%7%,08/11 gogeca-3,9-dieno (Tetcyclacis ou  LAB

10 2883)

ng eq. GAB - nanogramas equivalentes a GA3

NI - noite longa interrompida - 8 h de luz com chogue de
luz branca no meio da noite

Pn -~ pexfilho (gema lateral) - o Indice gue acompanha in-

dica a posigao da gema no eixo principal. As gemas

foram numeradas acropetamente
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