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RESUMO

C efeitc do fotoperiodo sobre o desenvolvimento vegetativo
e a indugdo floral em Aster ericoides cv. Mentecasino, Selidago
chilensis M. e Solidago x luteus foi estudado em experimentos
preliminares., Verificou-se que, de forma geral, os DL (20h)
promoveram a indugdo floral e ¢ aumento no nimero de
ramificacdes laterais e de folhas, zo passo que, sob DC (8h),
as plantas de S. chilensis permaneceram em roeseta, as de §. x
luteus tiveram inducdc e antese floral, enquanto que em A.
ericoides havia plantas em roseta e plantas induzidas. Em
experimento sazonal com S. x luteus em diferentes fotoperiodos
observou=-ge interacido fotopericdo-temperatura, polis, em
fotoperiodos curtos (8h a l4h) e em NI prevaleceu o efeito da
temperatura, permanecendo as plantas em roseta em “temperaturas
baixas” (cutono=-inverno) a havendo inducio floral em
“temperaturas altas” (verdo-outono), porém, com altura de caule
inferior a 0,45m; ao passo que, em fotopericdos longos (16h,
18h, 20h e LC), prevaleceu o efeito de inducdo floral do
fotoperiodo, havendo alongamento caulinar préxime a 0, 9%0m mesmo
em “temperaturas baixas”. 0O tratamento de wvernalizacl3o das
estacas manteve as plantas em roseta em DC e retardou a inducgac
floral nas plantas sob DIL. Quande ha “bolting” no verido-outono,
nas plantas mantidas em fotopericdos de 8h e NI, hd um acimulo de
massa seca na railz, semelhante ao da parte aérea. Em
Totoperiodos, onde fol observada uma mencr intensidade da
resposta indutiva de floracao (8h, 10h, 12h, 14h e NI) e
“temperatura baixa”, ocorreu direcionamento preferencial de
assimilados para a raiz. Nas melhores condigdes indutoras de
floragao (16h, 18h e 20h), que independem da temperatura,
verificou-se direcicnamente de fotcassimilados para a parte
aérea. Comc a inducdoc floral ccorreu sob todos os fotopericdos
estudados, verificando-se diferencas quantitativas entre os

diferentes fotoperiocdos, ¢ hibrido em estudo ficou caracterizado
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como  uma PDL quantitativa, com fotoperiodo mais favoravel para
indugdo floral em torno de 16h; contudo, a antese floral foi
antecipada em fotoperiodos curtos {8h, 10h e 12h), refletindo
também uma resposta quantitativa no desenvolvimento floral. Nao
foi detectada atividade giberelinica em nenhum dos tratamentos
estudados. Fol constatada maior concentracdo de AIA em folhas e
botdes florais de plantas em DL en comparaciao aocs DC, o que
poderia estar relacionado & maior velocidade de antese floral em
plantas scob DC. As maiores concentracbes de ABA, em relacio ao
inicio dos tratamentos fotoperiddicos ocorreram em folhas e
botdes flcrails de plantas em DC; assim, no balanco AIA:ABRA, estes
estariam em concentragdes opostas, principalmente nc botdo floral
em DC, onde se observou a maior quantidade de ABA e a auséncia de
ATA, A atividade citocininica, detectada nos extratos
provenientes de folhas de plantas sob DC e de botdes florais de
plantas no inicio dos tratamentos, sob DL e DC, associado a0
fato de ¢ tratamento com KI, em botdes florais de plantas em
DL, ter aceleradc a antese floral, foram as evidéncias de qgue
citocininas enddgenas estariam envolvidas no processo; porém,
entre as gquatro citocininas dosadas {Z, ZR, iP e 1iPA), somente
0 1P e 1IPA foram detectados. Uma diminuigdo significativa de iP
em folhas de plantas sob DC pode estar sendo estimulada por uma
taxa de transporte mais ativa na forma de LiPA para ¢ botdo
floral, o© que, por sua vez, estimularia a maicr velocidade de

antese floral observada sob DC.



SUMMARY

The effect of photoperiocd on vegetative development and
floral induction in Aster ericoides cv. Meontecasino, Solidago
chilensis M. and Solidago = luteus was studied ip the preliminary
experiments. Floral induction was generally promoted, and the
numpber of lateral branches and leaves increased under long days
(20h) . The 5. chilensis plants remained rosettes, while in 5. x
luteus floral induction occurred under short days (Bh). However,
Al ericoides showed both responses, resettes  and  floral
induction. In seasonal experiments with different lengths of
photoperiods the habit of S. = lufeus changed as a result of
interaction photoperiod-temperature. In  plants under short
photoperiods (8h to 14h) and night break the temperature effect
prevailed: the plants remained rosettes in the autumn-winter
period, and the bolting was promcted by the summer-zutumn
temperatures with stem elongation not supericr to 0.45m. In the
longer photoperiods (16h, 18h, 20h and continuocus light) the
photoperiocdic effect prevailed, promoting floral induction with
stem elongation near to 0.90m even in the autumn-winter
temperatures. The vernalization of cuttings kept the plants as
rosettes under 8h, and delayed the floral induction in piants
under 18h. In plants in which bolting was promoted in summer-
autumn temperatures, under photoperiods of 8h and night break,
root and shoot partitioning of dry matter coccurred. Autumn-winter
season and photoperiods with less intensive induction response
(8h, 10h, 12h, 14h and night break) resulted in accumulation of
dry matter in the roots, while in both seasons, autumn-winter and
summer-autumn, shoot diversion of assimilates was found under
longer photoperiods (16h, 18h and 20h}. As floral induction
occurred under all photoperiods, but with a mcre rapid and
intense response being recorded under photoperiods next to 16h,
this hybrid was characterized as a quantitative long-day plant,
although the rate of flower bud development to anthesis was more

rapid 1in the shorter photoperiods {8h, 10h, 1i2h). In any
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Lreztment, the activity of gibberellin-like Substances was not
detected. In long-day (18h) plants, it was observed a higher
concentration of AIA in leaves and floral buds than in short-day
{8h) plants, suggesting that it may be related to a more rapid

anthesils in plants kept in short days.

b

n extracts from leaveas
and flower buds in short-day plants the higher levels of ABA were
found in relation to *he beginning of the photoperiodic
treatments. Therefore, 1t seems to exist an indirect relatrion
between the levels of AIA and ABA mainly in the flower buds under
8h, in which the higher amount of ABA  1s coincident to
disappearance of AIA, Substances with Cytokinin activity were
detected in leaves of plants kept in short days, and in flower
buds of plants at the beginning of the photoperiocdic Creatments,
and plants kept in long days and in short days, along with the
fact that the kinetin treatment accelerated the development of
anthesis of flower buds of plants under long days, point to a
possible role of the endogenous cytokinins in the process. The
levels of zeatin-type (Z, ZR) and isopentenyladenosine-type (iP,
iPA} cytokinins were examined but only iP and iPA were detected.
The decrease in the iP content of plants kept in short days could
be the consequence of a more active transport rate of 1iPA,
speeding up the flower bud anthesis in rhe plants under short

days.



1. INTRODUGCAC

A tribo Asteresae & formada por 135 géneros com
aproximadamente 2500 espécies, sendoc o seu principal centro de
distribuicdo nas Américas e na Africa do Sul. Aster L. &
considerado ure género cosmopolita, ao qual pertencem
aproximadamente 250 espéciles, consideradas ervas e arbustos
anuals ou perenes e distribuidas principalmente no hemisfério
norte, presumivelmente seu centro de origem. O género Solidago
L. &  ooriginadric da América do Norte. A  este género sao
atribuidas cerca de 1000 espécies, entre arbustos e ervas
perenes. Algumas espécies também ocorrem na BEurdsia e na
América do Sul (GRAU, 19775 .

Solidago x luteus (M. I.. Greene) Broulllet & Semple (= x
Solidaster hybridus, x 8. luteus) é um hibrido interespecifico
entre Solidago ptarmicoides (= Aster ptarmicoides) e Solidago
canadensis (BROUILLET & SEMPLE, 1981), gue desenvolve o caule a
partir de uma planta em forma de rosefrs. O caule € Unico e ereto,
terminando em botiao floral. No tergo superior, originam-se
numerosas ramificagdes com formacdo de inflorescéncias nos
respectivos apices. Os capitulos florais de aproximadamente 5Smm
de comprimento e 10mm de diametro apresentam coloracdo amarelo-
lim&o. As folhas sa3o asperas, lanceocladas e apraesentam bordo
serrilhado no apice. £ uma planta perene explorada principalmente
para flor de corte (GELETIN, 1990; GONZALES BENAVENTE-GARCIA,

1962).
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Fara GONZALES BENAVENTE-GARCTIA (1992) 3. X luteus,

resultado da hibridacidc entre Sclidago sp. e Aster ptarmicoides,
junta as caracteristicas das espécies envolvidas no hibrido, como
a forma e a cor amarela das inflorescéncias e a extrema
sensiblilidade 3 luz. Podendo desenvolver 4 a 5 Caules a partir de
uma planta em forma de roseta, sequndo © vigor e as condicdes de
plantio, embora, no primeiro ciclo apés o plantio, somente se
desenvolva um caule floral. De forma geral, a planta adulta pode
atingir Ilm de altura no estadic de colheita.

Conforme WERNER et al. (1980) ao género Solidago atribuem-
se propriedades medicinais, dai o seu nome, o qual provém do
latim Solidus e ago - "para tudo". Além de servir come importante
fonte de néctar para abelhas, cultivares de varias espécies de
Solidago, incluindo 3. canadensis, sdo cultivados em grandsa
escala, na Europa Ocidental, com propésitos ornamentais.

Considerando gque todos os individuos de uma espécie
precisam sincronizar o florescimento para garantir o cruzamento
e gue devem completar sua repredugdo  sexual sob  condicdes
externas favoraveis, a maioria das plantas usa os sinais
ambientais para regular sua transicdo para o florescimento. Os
fatores potenciais para controlar esta transicdc sdo as
variavels ambientais que mostram mudangas sazonals regulares.
Os fatores mais importantes sdo o fotoperiodo, a temperatura e
a disponibilidade de Aagua. As denominadas “plantas auténomas”,

que nac reguerem um fotoperiodo determinado ou uma temperatura

especifica para o florescimento, s3c normalmente sensivels 3
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irradiancia. 0s fatores ambientais sao percebidos pelas
diferentes partes da planta. 0O fotoperiodo e a irradiincia sao
percelbbidos principalmente pelas folhas maduras das plantas
intactas. A temperatura é percebida pela planta inteira, embora
a temperatura haixa (vernalizacao) seja percebida
principalmente pelo &pice vegetativo., A disponibilidade de agua
€ percebida pelo sistema radicular. H2 uma forte interacsdo
entre os diferentes fatores, sendo que cada fator pode
modificar ¢ valor limite para a acaéo efetiva dos outros fatores
(BERNIER et al.,, 1993),.

Para designar a resposta das plantas ao comprimento do dia
GARNER & ALILARD (1923) sugeriram o termo “fotoperiodismo”,
classificando as espécies por eles estudadas em PDL e PDC, onde o
florescimento & causado pela agdo de DL ou DC, respectivamente.

Definem-se como PDL aquelas que somente florescem ou
florescem mais rapidamente ou com maior intensidade guando
recebem luz por certo nimero de horas maior do gue um determinado
periodo (fotopericdo critico) em cada ciclo de 24h. Em plantas de
resposta fotoperiddica guantitativa um determinado comprimentc de
dia promove, mas nidc & essencial para © florescimento (VINCE-
PRUE, 1975; METZGER, 1887; THOMAS, 1993, Na resposta
quantitativa o florescimento & retardado mas ndoc € inibidoc en
fotoperiodos de menor intensidade que o©0s da respesta indutiva
(ROBERTS & SUMMERFIELD, 1987 .

Independente da classe fotoperiddica a que pertencem para a

indugdo floral, plantas cultivadas em DL geralmente s30 mais
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altas, de entrends mais longos, folhas maiores, As vezes com
formato diferente daquelas cultivadas sob DC (VINCE-PRUE, 1975).

De acordo com VINCE-PRUE (1975) os eventos bioquimicos da
iniciacgdo floral podem ser divididos em aqueles Jue ocorrem nas
folhas e levam 4 producido do estimule (ou inibidor) floral e os
que o©correm na chegada do estimulo floral ao dpice. O termo
indugdo fotoperiédica, seria usado para o processo que ocorre na
folha e evocagdo, para os eventos gue ocorrem no apice, no
periodo entre a chegada do estimulo floral e o aparecimento do
primeiro sinal morfolégico que caracteriza o florescimento.

Para KINET & SACHS {1984) o termc florescimento & usado
intercambiavelmente com iniclag&o floral, portanto, os estadios
de desenvolvimento pés~iniciagdo até antese sio fregientemente
negligenclados porque s&o vistos como uma conseqiiéncia inevitavel
da iniciagdo, contudo, o desenvolvimento floral consiste de
numerosoes Passos sequenciais, cada Ui com reguerimentos
especificos afetados diferentemente pelas condicdes ambientals e
quimicas. A luz desempenha um papel central na iniciacio e
desenvolvimento floral. O fotoperiodo e a irradiincia afetam o
desenvolvimento das estruturas reprodutivas, independentes ou
combinadamente, desde que contribuem para o total da radiacéao
fotossinteticamente ativa.

O papel do fotoperiodo no controle do desenvolvimento
floral foi reconhecido nos primeiros trabalhos de GARNER & ALLARD
{1920, 1923) que verificaram que a iniclagdo floral ocorria apds

um ndmero minimo de ciclos indutivos em soja, fumo e em
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Callistephus, mas, gquando as plantas foram colocadas sob
condi ¢cdes nao indutivas, 3 botdes florais abortaram
prematuramente,

C fotopericdo afeta, além da taxa de desenvolvimento e
aborto das estruturas reprodutivas, VArios processos
morfogenéticos. E potente fator determinante da expressio sexual
e fertilidade em varias espécies mondicas, didicas e
hermafroditas; controla em algumas plantas a producdo de flores
cleistOgamas e casmégamas e afeta o comego da dorméncia de gemas
florals em varias espécies lenhosas (KINET & SACHS, 1984).

Ainda na&c ha um esquema unificado para © modo de acdo do
estimalo floral. Sua presenca no apice leva a um aumento giohal
na sintese de 4cidos nucléicos e proteina, com maior incremento
em certas zonas quiescentes. Pode atuar na transcricice, ativando
um  locus de um gene especifico nas células alvo. Mudancas
citoplasméaticas estariam na seqléncia, levando & ativacio de
outros genes. Uma vez alcangado um determinado estadio de
desenvolvimento no apice, a formag&o floral é desencadeada e as
mudangas subseqlientes no meristema sdo 1nevitaveis; contudo, a
reversao de um é&dpice diferenciado a crescimento vegetativo é
possivel sob  certas condi¢®es. Assim, a transigaoc para a
organizag¢do reprodutiva do meristema, nd&c constitui uma mudanca
irreversivel (VINCE-PRUE, 1975).

Cs eventos que ocorrem no dpice apds a chegada do estimulo
floral ndoc estic restritos as plantas sensiveis ao fotoperiodo. A

presencga do estimulo floral no dpice resulta em mudancas
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morfol&glcas asscciadas Com a iniciacdo = subseqglente
desenvolvimento do primérdic floral: o dpice & reorganizado e
produz o©s orgdocs florails, os guais surgem de diferentes sitiocs no
demo apilcal. 0Os tecidos alve do estimulo floral que iniciam a
morfogénese em dicotiledd®neas e em algumas monocotileddneas
incluem as zonas central e periférica do meristema apical; en
gramineas, as areas alvo primadrias estio em sitios de gemas
axilares do primérdio foliar. Assim, a concepgdo da floracdo € um
processo de diferenciacdo que envolve a distribuigdo de sitios de
atividade no 4pice (VINCE-PRUE, 1975).

Conforme KINET et al. (1985) uma das dificuldades na
determinagdo da exigéncia fotoperiddica para © desenvolvimento
floral ¢ que um fotoperiodo apropriade ndc & usualmente
necessario durante todo o Processo. Em muitas espécies o
fotopericdo influédncia o desenvolvimento somente durante uma
determinada épocca, apenas para o complemento de algum estadio
critico. Dependendo da espécie ou do cultivar, pode existir a
resposta fotoperidédica gualitativa ou quantitativa. Em espécies
fotoperiddicas quantitativas, a abertura floral & retardada em
fotopericdos desfavoraveis. Assim, a taxa de desenvclvimento
floral, medida pelo tempo desde a iniciagdo até a antese, ¢ uma
resposta  quantitativa, Ja a ocorréncia ou auséncia de flores
atingindo antese é uma resposta gualitativa.

Em um nimero limitado de espécies a iniciagdc floral e seu
postericor desenvolvimento tém mostrado exigéncias fotoperiddicas

opostos. Em Delphinium ajacis e Callistephus chinensis os DL
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promovem a iniciagdo e os DC favorecem o desenvolvimento floral.
Na graminea perene Boutelova eriopoda, a iniciac3o é favorecida
por DC e o desenvolvimento por DL; guase todas as plantas
florescem em fotopericdo constante de 13h; scb DC ocorre a
iniciag¢do floral, mas o apice reprodutivo degenara e em DL
continucs (maicres do que 13h) o florescimento & parcial,
desuniforme e atrasado, de tal maneira que os novos ramos da
majoria das plantas morrem enquanto o apice ainda estd no estadio
vegetativo., Em um ecotipo de Poa pratensis os DC e a baixa
Ctemperatura s3o capazes, independentemente, de causar iniciacio
floral, enquanto gue o desenvolvimento de flores normais requer
DL e & estimulado por alta temperatura (KINET et al., 1985).

ALLARD & GARNER (1940) apud SCHWABE {1986b) relataram o
compertamento  fotoperiddice do florescimento em diferentes
espécles de Solidago, classificando 5. altissima, S. fistulosa,
S. graminifolia, S. rugosa e S. nemorales como PDC; S. juncea, 8.
sempervirens e S. ulmifolia como plantas indiferentes ao
fotoperiodo e S5. cutleri e um cultivar de S. sempervirens como
PDL. Com relacdc a época de antese, HURLBERT {1970) apud SCHWARE
{1986b) comparou dez espécies de Solidago e todas apresentaram
exigéncia de DC, diferinde no fotoperiodo critico.

Conforme GONZALES BENAVENTE~-GARCIA {1992y, uma vez
instalade o cultive deve-se colocar s iluminacdoc artificial
quando as plantas estdc no estadio de brotacgdes novas; isto

ocorre 2 a 3 semanas apds o plantio. Solidago responde a DL
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(£18h} com crescimento e desenvolvimento e a DC com antese apds a
formagao de botic. Na iluminagdo artificial deve-se ter o culidado
de ter uma limpada incandescente de 100W a uma altura de 1,8m
para cada 9m° de superficie de cultivo. Nestas condicgdes, a
planta pode desenvolver a fase vegetativa em 8 a2 10 semanas e a
reprodutiva em 4 - 5 semanas.

O fotoperiocdo e 05 reguladores de crescimento sdo fatores
gque afetam as respostas fotomorfogénicas das plantas. Estas
respostas podem ser de crescimento vegetative, tais como o
alongamento caulinar, crescimente foliar e tipo de ramificacio,
ou de reproducgidco, como a indugdo e o desenveolvimento floral. O
alongamento caulinar em PDL em forma de roseta parece depender
parcialmente de um incremento na biossintese de giberelinas e
parcialmente de um aumento na sensibilidade a giberelinas em
fotopericdos longos (VINCE-PRUE, 1975). Entre os reguladores de
Crescimento, as giberelinas e as citocininas podem estar
envolvidas no desenvolvimento floral. Embora as aplicacdes de
substéncias reguladoras de crescimento afetem o desenvolvimento
floral como um todo, algumas respostas especificas podem ser
enfatizadas. De forma geral, a aplicacgdo de giberelinas e
citocininas teriam efeito acelerando o desenvolvimento do botdo
fleral até a antese e/ou na quebra de dorméncia do botdc floral
e/ou no aumento do tamanho final da flor ou Iinflorescéncia. As

citocininas tém side apontadas como fatores responsaveis por
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aument o da forgca do dreno por fotoassimilados para ¢ botio
fioral (KINET et al., 1985),

Nos processos de morfogdnese procura-se encontrar os
fatores que governam a formacdo dos drgidos, seu crescimento e
desenvolvimento. A teoria de uma substancia formadora de érgaos
fol definitivamente abolida quando SKOOG & MILLER (1957), em
experimentos com calos e tecidos de caule de tabaco, em cultura
in vitro, demostraram interagdes guantitativas entre fatores de
crescimento, AIA e KI, estabelecendo um mecanismo comum de
regulagdc dos tipos de crescimento por eles investigados, desde
o alongamento celular até a formacdo do érgio.

Baseando-se no efeito antagbénicoe citocininas-ABA em
varios fendmenos morfogénicos, principalmente no controle da
germinagic de sementes e na quebra da domindncia apical, KHAN
(1975) estabeleceu um modelo de agdao gue atribuil fungdes aos
horménics. Neste modelo, um determinado horménioc teria um papel
primario para a germinacdo ou o crescimento, enquanto que as
demais classes hormonais teriam papéis secundarios,
essencialmente preventivos e permissivos. Assim, o©s hormdnios
atuariam seletivamente no controle do processo em questio.

CHAILAKHYAN (1985) mantém a hipdltese de que a regulacio
normonal do florescimento é baseada no coeonceito do florigeno,
como  um  sistema complementar constituido de dois grupos de
horménios: as giberelinas influenciando a formagdo de caules
filorazis e as antesinas influenciando a formagidc das flores; no

entanto, se desconhece a natureza quimica e estrutural das
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antesinas. A teoria mais recente e mais acelta para o controle
da transicido floral & a do controle multifatorial proposta por
BERNIER er al. (1993, onde varias substincias quimicas,
assimilados e fitorménios conhecidos participam da inducao
floral. No modelo fisiclégico preoposto pelos autores com a PDL
Sinapis alba, os compostos  envoelvidos  s3o carboldratos,
citocininas, auxinas, poliaminas e Ca'™, Evidentemente, estes
sinals podem nidc estar envolvidos em outras espécies, por
exemplo, em Lolium temulentum, uma PDL, o actmulo de sacarose
parece nao fazer parte do sistema de sinalizacao floral,
enquanto que algumas giberelinas estdao entre os sinais
promotores produzidos o exportados pelas folhas induzidas. No
modelo genético Arabidopsis, também PDL, a mobilizacic de amido
e conseqlentemente a disponibilidade de sacarose  parece
essencial, mas a sacarose nio estaria atuando iscladamente. Unma
ou mais giberelinas estariam incluidas entre os sinais
primadrios responsavelis Pela transicido. OQutros fatores, como
ABA, poderlam também estar envolvidos.

Da mesma forma que a planta usa os sinais ambientais e as
substancias quimicas para a indugdo floral, também mantém um
complexo sistema para garantir o desenvolvimento da estrutura
floral até antese e subseqgiiente formagdc de frutos e sementes.

O conteltdo de auxina aumenta durante o crescimento ativo
das estruturas reprocdutivas, provavelmente como resultado da
sintese nos &rgios sexuals, especialmente no ovario. As anteras

seriam a principal fonte de auxina nes primeiros estadios do
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desenvolvimento do botdc floral e o ovario produziria mais
auxina nos estidios tardios (LANG, 1961 apud KINET ot al.,
1985) . A taxa maxima de crescimento do caule floral em Papaver
estad assoclada com o alto nivel de auxina (KATUNSKIJ, 1936 apud
KINET et al., 1985). A produgdce de auxina em Fritillaria
meleagris aumenta antes da antese, diminuindo em seguida e
aument-andoe novamente no vingamentoe do fruro (KALDEWEY, 1957
apud KINET et al., 1985),

ZIESLIN & HALEVY {1976 Observaram que, em rosas
“"Baccara”, no estiddioc de botdo floral pequeno, a atividade
Citecininica total era maior em extratos de folha de ramos
florais do que em extratocs dos ramos nd¢e florais. Em roseira e
em tomateirc, o desenvolvimento normal da flor estd associado
com niveis altos de citocininas. Em tomate “King Plus”, o
aborto das inflorescéncias estd relacionado a uma deficiéncia
severa de citocininas {(LEONARD ¢ KINET, 1982). Em Phaseolus
P47, a concentracdo de citocininas ¢ maior sob condigdes de DC,
que estimulam o desenvelvimento do botio floral até a antese,
do que em DL, que causam abscisio do botdo floral (BENTLEY et
al., 13875y, Os DC  que promovem o desenvolvimento das
inflerescéncias em Bouganvillea “San Diego Red”, causam uma
diminuig¢do no nivel de Ccitocininas na planta inteira. Este
decréscimo € menos pronunciade nos dpices, estabelecendo-se uma
relagdo crescente da atividade citecininica apices~folhas, o
que aumentaria a forga do dreno dos dpices (VAN STADEN &

DIMALLA, 1980). Caules florais destacados de Yucca gue foram
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supridos com iP radicative o convertem em nuclectidecs de iP e
Z e as partes florais hidrolizam [**C]-Z a 2R, indicando que as
citocininas s30 metabolizadas nas partes reprodutivas (VONK,
19785 .

O ABA tem sido detectadec em botdes florais de algumas
plantas. Em Vicia estd localizado principalmente no gineceu,
com niveis altos na antese (DATHE & SEMBDNER, 1980). As
concentragdes de ABA também aumentam em botdes florals de café
poucos dias antes da antese (BROWNING, 1973 apud KINET et al.,
1985). 0Os nivels de ABA s3c maiores nas folhas e botdes de
Phaseolus P47 cultivadeos sob DI (favorecem aborto florall, do
que sob DC, que promovem o desenvolvimento floral. As maiores
concentragdes de ABA livre e ABA conjugado estdo nos botdes
abortados (BENTLEY et al., 1975). Em rosas, o nivel do inibidor
¢ maior nas folhas dos ramos ndo florais do que nos ramos
florais, particularmente apés a iniciacdo dos Srgdos florais
{(ZIESLIN & HALEVY, 1976},

O termo auxina é igualmente usado para descrever tanto as
substancias naturais como as  sintéticas gque estimulam o
alongamento em coledptiles e, em caules jovens, a formacdo de
rafzes laterais, além do desenvolvimento de frutecs, estando
envolvidas também em outros processos fisicldgicos como os
tropismos, a dorméncla em gemas laterais e a abscisidc foliar.
Embora existam outras auxinas de ocorréncia natural em plantas

superiores, o AIR & a mais importante (DAVIES, 1987).
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As ciltocininas que foranm primeiramente reconhecidas pela
sua nabilidade em induzir divisio celular em tecidos de plantas
em cultura asséptica, sao agora conhecidas por evocar uma
diversidade de respostas em plantas. A visio gera: de que as
citocininas s&o preduzidas na raiz e transportadas via xilema
para a parte aérea, aonde participam do controle do
desenvolvimente e da senescéncia, & amplamente aceita. Os
ribosideos s3o importantes formas de transporte de citocininas no
xilema e as bases livres, as formas ativas per se (LETHAM &
PALNT, 1983).

Em contraste com as auxinas e as citocininas gue atuam
principalmente como promotores do Crescimento, o ABA & um dos
hormdénios mais comuns que atuam como inibidores do crescimento e
de processos metabdlicos. A Fforma cis (+) ABA que ocorre
naturalmente em plantas & sintetizada em guase todas as células
gue contém plastidios, sendo transportade via xilema e floema.
Além de mediar o crescimento, a inibicdc e a dorméncia, o ABRA
regula © balango de &agua em plantas sob estresse pelo fechamento
estomdtico e pela manutencio da absorgdo de Aagua pelas raizes
(TAIZ & ZEIGER 1991).

As aplicagdes de hormdnios em Orgdos de plantas intactas
podem indicar a possibilidade de um ou mals horméniocs estarem
envolvidos no processo em estudo; contudo, conforme KHAN
{1875y, a interpretacido desses resultados estaria sujeita a
considerar se as substancias aplicadas atingiriam os mesmos

centros metabdlicos das substancias enddgenas. Os horm@&nics in
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situ, podendo estar compartimentalizados, nio teriam acesso aos
sitios ativos tZo rapidamente quanto os horménios aplicades; ha
incerteza de guanto do horménio aplicade atinge os centros
Ativos e se sua acgdo seria mais ou menos rapida em relacdoc aos
horm&nios enddgenos., As interpretacdées das respostas
fisioldgicas também devem considerar que as mudancas na
quant idade de um horménio, ou de uma classe hormonal, ndo & a
indicagdce do seu potencial em afetar o crescimentc ou do seu
rapel fisioldgico, o gque estaria mais relacionadec com a
atlvidade e a idade do 6rgdo. Em muitos processos nao somente a
relacdao entre horménios muda constantemente durante o}
crescilimento e desenvelvimento, mas a mudanga também ocorre em
relagdo a forma ativa {(livre) e inativa (ligada) do mesmo
horménio.

Também ¢é preciso considerar que ndc ha uma relacic
cbrigatdria entre o efeito de uma substancia aplicada e seus
niveis enddgenos, assim como pode nfo existir uma correlacgao
entre o©s nivels enddgenos de uma substancia e o fendmenc de
desenvolvimento astudade. A andlise de reguladores de
crescimento requer brocessos de extragido que destroem a
compartimentalizag¢do in vivo, podendo afetar as estimativas da
fracdo biologicamente ativa. Além do que, a sensibilidade do
tecido ao regulador de crescimento pode  ser uma varidvel
fisiologicamente mais significativa do que a concentracdgo do

horménio (KINET et al., 1585).
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Considerande as limitac®es das aplicacgdes de hormdnics em
brgdos de plantas intactas, as limitagdes nos processos de
extragdo e as inerentes zos ensaios bioldgicos e as andlises
quantitativas, deve-se procurar estudar o balango hormonal ao
inves de analisar a concentracio de um dnico horménio, pois nos
permite uma melhor compreensao do processo em estudo.

O objetive deste trabalho foi estabelecer preliminarmente
algumas carateristicas vegetativas e reprodutivas de Solidago x
luteus, S. chilensis Meyu e Aster ericoides cv. Montecasinc sob
condi¢gdes fotoperiddicas de DL (20h) e de DC (8h), com a
finalidade de selecionar o material de melhor desempenho guanto a
floracdo. Uma vez selecionado o hibrido S. x luteus, realizaram-
se estudos subseqglientes de comportamento fotoperiddico da inducaoc
e do desenvolvimento floral, assim como, do envolvimente de
substancias reguladoras de crescimento no desenvolvimente do
botdo floral até a antese nas plantas mantidas em fotoperiodos de

DL e de DC.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Material botinico

Foram utilizadas plantas de  Aster ericoides cv.
Montecasino, Scolidago x luteus e Solidage chilenses Mevu,
registradas nc herbirio do Departamento de Botanica do
Instituto de Biologia da Universidade Estadual de Campinas -
UNICAMP, 5P, (UEC) como V. J. Fldérez-Roncancic nameros 27018,
26173 e 27019, respectivamente.

Para os experimentos com fotoperiodo, foram utilizadas
plantas obtidas de estacas com raiz fornecidas pela empresa Klass
Schoenmaker & Filhos (Holambra, 3Py . Nos experimentos
subseglientes, as plantas foram obtidas por estacas basails,
enraizadas sem adicdo de horménic, em vermiculita, na Area
experimental do Departamento de Fisiclogia Vegetal da
Universidade Estadual de Campinas.

A planta desenvolve inflorescéncias em forma de capitulos

que serao, ao longe deste trabalho, denominadas de flores.

2.2. Método geral de crescimento de pPlantas

2.2.1. Experimentos preliminares

As plantas das trés especies, provenientes de estacas com
raiz, cCresceram em vasosS Ccom capacidade de 1L, contendo uma
mistura de partes iguais de solo, areiz e composto organico, em

casa de vegetacgdo. As plantas foran mantidas em fotoperiodos de
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DC (8h) e de DL (20h) até as transferéncias programadas nos
diferentes experimentos entre DL e DC ou vice-versa. Foram

utilizadas 8 estacas por tratamento.

2.2.2. Experimentos com S. x luteus

As plantas, provenientes de estacas com raiz, cresceram
M vasos com capacidade de 2L, contendo uma mistura de partes
iguals de solo, areia e composto  orgdnico, em casa de
vegetagao. As plantas foram adubadas quinzenalmente com Solugdo
de Hoagland (HOAGLAND & ARNCN, 1938) e mantidas socb o

fotopericdo de 18h até o estadioc de formagédce de botdo floral
(botdes florals com 1,5 + 0,12mm de dilmetroc e 736 + 159,5

botdes florais/qg), quando  foram iniciados os diferentes
experimentos. Foram utilizadas 10 plantas por tratamento.

No experimento de fotoperiodo para inducdo floral no
pericdo de outonc-inverno, as plantas cresceram em vasos com
capacidade de 1L, contendo *erra de mata. Foram aplicadas
adubacSes liguidas, segundo a formulacio NPK 10-10-10 (lg.L7%y,
aos 63, 77 e 94 dias apés o plantio.

Nos experimentos subseqglientes, as variag¢des quanto ao
fotoperiodo de DL (18h ou 20h) e ao namero de plantas por

Lratamento serdo citadas no texto.
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2.3. Condigdes fotoperiddicas

Os ensaics foram desenvolvidos em casa de vegetagdc nas
condi¢des fotoperiddicas de DC e DIL. DC de 8h foram obtidos
cobrinde-se com uma cortina de tecido breto as bancadas onde
foram cclocados os vasos; as condigdes de DL (18h e 20h}y foram
obtidas completando-se o fotoperibdo natural com iluminacao
artificial fornecida por lampadas incandescentes (53W.m™%) .

Os experimentos de indugdo floral no pericde de outono=-
invernc e o de desenvolvimento da flor foram efetuados em casa de
vegetagdo anexa 3as  cadmaras foteperiddicas controladas por
temporizadores gue permitem a obtengdoc concomitante de diferentes
fotopericdos, no Instituto de Botanica de Saoc Paule. Todas as
plantas, independentemente do fotopericdo, receberam 8h didrias
de luz natural em casa de vegetagdo, e extensdo do fotoperiodo em

camaras individuais por meio de uma lampada fluorescente “luz do

dia” de 40W (1,6umol.mi.sﬂj, e uma lampada incandescente de 100W
(1,6wnol.mﬁ.sdd, fornecendo uma densidade de fluxoe de fotons de

3,5umol .m™@. g7t

2.4. Medidas de crescimento

O comprimento de caule foi medido com ¢ auxilio de régua da
base até a regido apical do caule. Foram contados o ntmeroc de
foelhas do  caule, o nimero de brotacdes basais (brotacdes
vegetativas na base da planta), o nimerc de ramificacdes laterais

{ramifica¢des vegetativas e florais do caule) e o de ramificacdes
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florais (ramificacdes florais do caule); também foram contadeos o
nimero de plantas induzidas (plantas com alongamento caulinar), o
numerc de plantas com bot&o floral e o de plantas em antese, em
relagcd3o ao numero total de plantas, para o calcule das
respectivas porcentagens. Fol considerada em antese a planta gue
possuia pelo menos uma flor completamente aberta, conforme
explicado adiante.

A altura de planta observada foi medida com o auxilio de
régua da base até o ponto mais alto da planta, guando as folhas
do caule foram esticadas.

A area foliar da 352 folha a contar do aplce do caule para
a base fol medida com o auxilio de medidor portatil de A&rea
foliar LI-3000 A (LI-COR).

Para a determinacdo da massa seCa, a parte aérea e o
sistema radicular foram secos em estufa com ventilacac a 80°c,
durante 48h, guandc se obteve massa constante.,

C ntmerc de fleres em antese total fol contado considerando
as que apresentavam as flores liguladas mais externas do capituloe
floral, formando angulo de aproximadamente 90° com o respectivo
pedinculo. A cada contagem as flores foram removidas da planta

com o auxilio de tesoura.

2.5. Experimentos com fotoperiodo
2.5.1. Ensaios preliminares
As observacdes nas plantas de S. x Juteus sob DL foram

feitas até 120 dias apdés o plantio, em S. chilensis, até 151
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dias e em A. ericoides, até 182 dias. Metade das plantas do
ensaio com A. ericoides foi transferida para DC, 77 dias apds o
plantio e metade das plantas dos ensaios com 9. chilensis e S.
®x lutewus foram transferidas para 8h, 87 dias apds o plantio.
Nesta condigdo {8h), as plantas de A. ericoides e 5. chilensis
foram observadas até 111 dias e as de 5. x luteus até 120 dias.
As plantas de A. ericoides, que permaneceram sob 20h, também
foram transferidas para fotoperiodos de 8h 145 dias apds o©
plantic e observadas até 182 dias.

As observacgtes nas plantas de S. ¥ Juteus sob DC foram
feitas até 120 dias apds o plantio; nas plantas de S. chilensis
até 151 dias e nas de A. ericoides até 182 dias. Metade das
plantas de cada um dos ensaios com A, ericoides e com &S.
chilensis foi transferida para o fotoperiode de 20h, 77 e 79
dias apds o plantio, respectivamente. As plantas de S. x Jluteus
nao foram transferidas para o fotoperiodo de 20h, pois todas
elas floresceram sob 8h. As plantas de S. chilensis e A,
ericoides, transferidas para o fotoperiodo de 20h, foram
observadas até 151 e 225 dias apds o plantio, respectivamente.

Tedas as plantas transferidas foram escolhidas por sorteio.

2.5.2. Experimento com diferentes fotoperiodos e antese
floral

Um lote de 50 plantas de 5. x luteus foi mantido durante

41 dias sob o fotoperiodo de 20h; a seguir, o lote de plantas

fol subdividido por sorteio em cinco grupcs iguals: ¢ primeiro
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rupe  de plantas fol mantide sob o fotoperiodo de 20h, o

[fe]

sequndo, o terceiro e o quarto grupc de plantas, foram mantidos
5, 10 e 15 dias sob 8h, respectivamente, sendo em seguida
Cransferidos para 20h. O gquinto grupc de plantas fol mantido
até o fim do experimento sob 8h.

Nes experimentos de desenvolvimento floral até antese, as
plantas foram mantidas sob 18h até o estadio de formacidoc de
potdo fleoral, gquando foram transferidas para os diferentes
tratamentos fotoperiddicos. Foram testados os fotoperiodos de

8nh, 10h, 12h, 14h, 16h e 20h.

2.5.3. Experimento sazonal da indugdo floral em diferentes

fotoperiodos

As  observagdes realizadas de margcc a agostce  foram
consideradas como ensaio de outcno-inverno (um periodo do anc
quandc predominam os dias com baixas temperaturas) e as de
janeiro a  junho, consideradas come  ensaic de  verdo-outono
(periodo do ano cujes dias, via de regra, sac mais quentes do que
0s do outro pericdo). Foram utilizadas 10 estacas por tratamento
ne ensaio de outono-inverno e 15 estacas por tratamento no ensaioc

de ver&io-outono.

Foram testados fotopericdos abrangendo uma faixa de 8h a
Z20h, em intervalos de 2h, além de LC e NI {(8h de luz conm
interrupgdo de 1lh no meic da noite longa) durante o periodo de

outono-invernc; 8h, 20h e NI no verio-outono.
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2.5.4. Experimento com temperaturas Vde vernalizacdo e
fotoperiocdos de DL e DC

Un  lote de 20 estacas com raiz foi submetido a
temperaturas de vernalizacio durante 30 dias e um segundo lote,
também de 20 estacas, fol enraizado simultaneamente ao periodo
de vernalizagdo do primeirc lote de estacas.

A temperatura média minima diaria foi 1,0 £ 0,6°C e a
temperatura média mixima didria de 3,7 + 1,6°C.

Metade de ambos os lotes de estacas foi plantada scb DL
(18h} e a outra metade scb DC {8h). As estacas foram enraizadas

& as plantas crescidas durante o pericde de outonc-inverno

(margo a agosto).

2.6. Calculo do tempo médic de antese
A estimativa da velocidade média de anttese floral foi

feita pelo cdlculo do tempo médic de antese floral de acordo

com a expressio:

;m Zniti
A

onde:

ti = tempos de antese;

n; = numerc de flores abertas nos intervalos eqliidistantes
Sucessivos tTi.; €» f;

descrita por LABOURIAU (1983) para germinagio de sementes.
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2.7. Aplicagdc de giberelinas e citocininas

As  plantas de S. ®x luteus foram mantidas sob o
fotoperiodo de 20h até o estadio de formagdc de botdo floral,
quando foram divididas em dois lotes. Um deles foi transferido
para © fotoperiodoc de 8h e ¢ outro mantido em 20h.

As aplicacgdes de substancias reguladoras de crescimento
foram diniciadas no dia da transferéncia pelo pincelamento dos
botdes florais da metade das plantas mantidas em DL.

Os reguladores de crescimento foram aplicades em solucio
aquosa nas segulntes concentragdes e fregiiéncias de aplicacéio:
primeiro experimento: GA; 10°M a cada 5 dias; segundo
experimento: GA; 107°M a cada 10 dias e GA; 10°M a cada 5 dias;
terceiro experimento: GA; 10™M, 6-BA 4x10™°M e GA; 10°°M mais
6-BA 4x107"M, a cada 7 dias; quarto experimento: GA; 107°M, KI
4x10™™™M e GA; 107™*M mais KT 4x107"M, a cada 7 dias; quinto

experimento: KI 4x107°M a cada 4 e a cada 7 dias.

2.8. Analise de substincias reguladoras de crescimento
2.8.1. Caracterizacdo das amostras
O ntmerc de dias transcorridos entre o estadio de botao
floral no inicio dos tratamentos e as amostragens de folhas e

botdes florais sob DL e DC foi de 15 + 2,3 dias.

AS amostras de folhas correspondentes as ramificacdes

florais foram colhidas do caule, no Tergo superior da planta e
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gimul taneamente com as amostras de botdes florais nos estadios
pré-estabelecidos.

Os estadios de desenvolvimento deo botido floral de plantas
foram caracterizados no inicio dos tratamentos {BIT), em
plantas sob DL (BDL) e em plantas sob DC (BDC), como ponto de
referéncia para a montagem dos experimentcs e para a coletrta de
amostras (tabela 1).

O didmetro dos botdes florais foi medido com ¢ auxilio de

um pagquimetro.

Tabela 1. Médias do difmetrc e do ntmero de botdes florais em
plantas de §. x luteus no inicio dos tratamentos (BIT) e 15%x2,3

dias depols, em plantas sob DL (BDL) e em plantas sob DC {BDC}.

Didmetro de botdo floral {mm)

BIT BDL BDC

x+SD 1,5+ 0,12 2,1+ 0,10 2,4 £ 0,17

Numero de botdes florais/g

x+ 8D 736,3 £ 159,5 186 + 34,9 122 + 16,4

1 - Valores médios seguidos de desvio padrio



25

2.8.2. Extragio e fracionamento

Para a extragadoc e fracionamento do extrato utilizaram-se
29 & 3g de folhas ou botSes florais recém-colhidos. O material
vegetal fol triturade com gral e pistilo, adicionando-se
metanol 80% na proporcio de lg de tecido para 10ml de metanol
80%. Em seguida, o extrato foi homogeneizado em “pelytron” e
resfriado durante 24h., O extrato foi entao filtrado e ao
residuoc fol acrescentado um volume igual ao inicial de metanol
80%, sendo resfriade por mais 24h. ApGs este periodo, o residuo
fol novamente filtrade e este acrescentade ac filtrado
anterior. Apds a remegdo  do metanol por evaporacdo, em
evaporadoer rotatdério sob pressio reduzida e temperatura de 30 a
35°C, procedeu-se ao fracionamento do extrato aguoso bruto, para
a obtencdo das fracdes Acida e basica, de acorde com o esguema 1

(FELIPPE et al. (1985) modificado).
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Extrato bruto a uoso]
[ = d tampdo fosfato
1 0,1IM a pH 8

(%xtrair 3 vezes com igual volume de éter de petréleo]

Polivinilpirrolidona
50mg.mL"t

[Acidificar a pH Z,5 com HCI ]

l

[Extrair 3 vezes com igual volume de acetato de etila )

[Fragéo orgdnica I} [Eragéo aguosa I]

l +

(gH 7 com NaHCO; sélidé}

Extrair 3 vezes com igual l
volume de NaHCQO; 5%
Extrair 3 vezes
s ~a [ com n-~putanol ]

Fragio Neutra E&agé@ aguosa II _]

(descartada) T ‘//// \\\\
[pH 2,5 com HC1 J

1 Fracgdo aquosé]

F
Edescartada)
Extrair 3 vezes com Ftagéo basica J
igual volume de
acetato de etila

r

(Fragéo écida] Fragdo aquosa
(descartada)

Esquema 1. Extracdo e fracionamento de substancias reguladoras

de crescimento.
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2.8.3. Cromatografia em camada delgada

As fragdes 4cida e basica obtidas pelo método descrito no
esquema 1 foram cromatografadas sobre placas de vidro de 0,20 x
0,20m, com uma camada de 0,5mm de suspensio de silica gel =
dgua na proporgio de 1:2 (g de silica/mL de A&gua destilada),
com ativagdo de 30min a 105°C antes do uso. As placas
crematograficas foram desenvoelvidas, num percurso de 0,15m, com
isopropancl:améniazdgua 10:1:1 v/v/v para a fracgdo basica e
benzeno:in~butanol:dcidoc acétice 14:5:1 v/v/v para a fracio
acida.

Os padrdes de AIA e ABA foram desenvolvidos em placa de
silica gel PF.sy Merck com benzeno:n-butancl:4cido acético
14:5:1 wv/v/v, sendo detectados por irradiacdo com lampada de
ultravioleta e pulverizacdoc com solugdo de Salkowski (FeCl,
1,5M:H20:H,804; 3:100:60) e anisaldeido modificado {anisaldeido:
etancl:racido sulfirico:idcido acético glacial; 0,5:9:0,5:0,1)
seguldoe de aquecimento durante 5 a 10min a aproximadamente 70°C

(MERCK, 1971).

2.8.4. Cromatografia em Papel

A fracdo &cida do extrato de folhas o de botdes florais
de plantas mantidas sob DL também fol cromatografada em papel
de cromatografia Whatman 23MM. & cromatografia em papel foi
desenvolvida de forma ascendente num percurso de 0,15m em cuba
de wvidro, usando-se comoc fase mével 0 sistema de soclventes

iscpropanol:amdnia:agua 10:1:1 v/v/v.
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2.8.5. Bioctestes

Para a execucdo dos biotestes os cromatogramas  foram
dividides em faixas transversais, correspondentas a 10 faiwas
de RFE, entre o pontc de aplicacdo e a frente. Estas faixas
foram divididas em quatro partes correspondentes a quatro
repetigles para cada faixa entre Rfs. No caso de cromatografia
de camada delgada, de cada uma das repeticdes fol removida a
silica e colocada ao acaso em cubetas de forma de pléstico para
gelo ou em placas de Petri de 50mm de dilmetro. Em cada cubeta
fol colocada uma folha de papel de filtro e 1,2mL de adgua
destilada e em cada placa de Petri, uma folha de papel de
filtro e 2mL de tampao Ffosfato 2mM a pH 5,8 a 6,0. Como
controle utilizou-se a quantidade de silica correspcendente &
usada nos tratamentos provenientes de placas percorridas s6
pelo solvente.

Nc caso de cromatografia em papel, cada uma das
repetigdes fol recortada e distribuida de forma homogénea em
uma placa de Petri de 50mm de diametro, ccoberta com uma folha
de papel de filtro e acrescida de 2 ml de agua destilada. Como
controle utilizou-se o papel recortado proveniente de um
cromatograma percorrido sé pelo solvente.

Apds 30min fol montado o biocensaio.

2.8.5.1. Alongamento do hipocétilo de alface
Este bioteste foli réalizado de acorde com a descricdo de

FRANKLAND & WAREING {1960), 9para detecgdo de substancias
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giberelinicas. Foram utilizadas sementes de alface do cultivar
“Grand Rapids”, fornecidas pelo Instituto Agronémico de
Campinas (IAC), postas para germinar em placas de Petri g 25°C
por 24h, sob  luz continua, Apds  este periodo, foram
selecionadas as plantulas pela homogeneidade do comprimento da
radicula e colocadas em grupos de quatro nas cubetas para gelo,
onde Jja estavam distribuidas cada uma das repetigdes de silica
correspondentes as faixas de Rf do cromatograma em estudo. Como
padriéo fol utilizada uma sclugde de GA; 107°M.

As formas de gelo foram colocadas em bandejas com uma
folha de papel de filtro umedecidsa @ recohertas por
polipropileno transparente. Este sistema fol mantido em camaras
de crescimento a 25°C e luz branca continua (18,2umol.m”.s“5
por 72h. Apds este pericdo, foram medidos os hipeocdtilos das

plantulas e os resultados foram SXpressos em porcentagem do

controle.

2.8.5.2. Aumento de Area de cotilédones de rabanete

As fragdes biasicas foram biotestadas segundo o método de
LETHAM (1971}, wpara detecgdo de substancias citocininicas.
Sementes de rabanete cv. Vermelho Redondo, fornecidas pelo IAC,
foram colocadas para germinar no escurc a 25°C durante 35h.
Apés este periodo, foi retirado o cotilédone interno de cada
plantula e o0s cotilédones mais uniformes foram transferidos

para as placas de Petri de 50mm de didmetro, com ¢ cuidado de
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colocar a face superior do cotilédone em contato com a solucgdo,
sendo quatro cotilédones por placa. As placas de Petri foram
colocadas em bandejas com uma folha de papel de Ffiltro
umedecida, cobertas com polipropilenc transparente e mantidas
em camaras de crescimento a 25°C e luz  Dbranca continua

(18,2umol.m™?,s™) durante 72h.

O aumento de &rea cotiledonar de rabanete fol medido com
© auxilio do programa “Area II” (CALDAS er al., 1992} e com o
“scanner” Hewlett Packard modelo Scanjet IIP acoplade a um
microcomputador compativel com o padrdo IBM-PC,

Como padrdo utilizou-se 6-BA ou KI 4x107%M. Os resultados

foram expressos em porcentagem do controle.

2.8.5.3. Germinacio de sementes de alface

O extrato obtido para a detecgdo do possivel inibidor foi
testado pelo bioteste da inibicao da germinacdo de sementes de
alface (WEBB & WAREING, 1972y .

Sementes do cultivar “Grand Rapids” foram colocadas para
germinar em placas de Petri de 50mm de didmetro, contendo o
papel correspondente a uma repetigdo de cada faixa de Rf, uma
folha de papel de filtro e acresclda de 2mL de Agua destilada.
Foram utilizadas gquatro repeticles com 20 sementes por placa.
As placas foram colocadas em bandejas com uma folha de papel de
filtroc wumedecida, cobertas com polipreopileno transparente e

mantidas em cimaras de germinacdo a 25°C e luz branca continua
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{18,2pmol.m“2.s“l). Apds 24h e 48h foi contado o nimero de

sementes germinadas.

2.8.5.4. Revelacio para compostos fendlicoes
O cromatograma em papel correspondente ao extrate da
fragcdo acida de botées florais de plantas sob DL foi
subdiwvidido em faixas wverticais de aproximadamente 10mm, as
quais foram reveladas individualmente com NaOH a 2%, vapor de

andnia e lampada de UV (254nm e 366nm) .

2.8.5.5. Detecgdo de citocininas

Para deteccdo quimica de citocininas nas fragdes basicas,’
usou-se © reagente de Wood, que desenvolve uma cor azul em
presenc¢a de substéncias purinicas (WOOD, 1955,

A técnica usada fol a de nebulizar com ¢ reagente de Wood
(solucdo A: sclugdo de azul de bromofenol 0,4% em acetona e
sclugdo B: solucgdo de nitrato de prata 2% em &gua, misturando-
se volumes iguals das solugdes A e B nc momento do uso) um
cromatograma correspondente, tanto no tamanho da faixa de
aplicagdo comoc no volume de extraro aplicado e nc sistema de
solventes usado, a uma repeticdo de «cada faixa entre Rfs

utilizada no bioteste.
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2.9. Analise de reguladores de crescimento por HPLC

2.9.1. Separacio dos hormdnios padrdo por HPLC

Os horménios padrac Sigma: zeatina isémerc frans (Z),
zeatina ribosideo lsdmero trans (ZR), 1isopentenil adenina (iBy,
iscpentenil adenosina {(1PA), Acido indol-3-acético [ATAY e
acideo abscisico mistura de isémeros (ABA) foram preparados
separadamente na concentracado de 100,

Fol usado um cromatdégrafo para HPLC da Pharmacia LKE,
constituldo das seguintes partes: controlador de sistema modelo
LKB 2152 LC; duas bombas modelo LKB 2150 de pistioc duplo com
misturador de alta pressio estatico medelo LKB  2152-400;
detectocr de UV-vis modelo LEB 2141 e integrador 1LKB modelo
2121. Foi usada uma coluna analitica Sephasil C18, Sum, 4x250mm
da Pharmacia, mantendo-se um fluxo de 0,8mL.min™* e tendo COmo
fase movel 4gua milliQ acidificada com 0,5% de 4cido acético
(solvente A) e metanol grau HPLC (solvente B).

Fol estabelecido um cromatograma padrio para as
citocininas {Z, ZR, 1P e iPA}, misturando-se partes iguais
destes padrdes e aplicando-se eata mistura sucessivamente no
cromatdgrafo, variando-se as proporgdes da mistura de
solventes, até gue se obteve um gradiente (sclvente A:solvente
B) que separou adequadamente os pices dos hormdnios padrio
{tabela 2)}. Para a identificacdoc de cada um dos picos, cada
hormdnio padrio foi injetado separadamente com o gradiente pré-

estabelecido (ANDERSEN & KEMP, 1979).
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O cromatograma padrio para AIA e ABA foil obtido em

gradiente linear de 5% a 100% do solvente B em 55min.,

Tabela 2. Gradiente obtido para a
separacgio dos padrdes de
Citocininas. Coluna Sephasil (18,

Sum, 4x250mm e fluxo de C,8mL.min ™",

tempo (min) MeOH (%) H,O (%)

0 5 95
15 20 80
40 50 50
55 100 0
70 100 0

2.9.2. Extracgio, purificagdo e dosagem das amostras

Foram injetados 100ul da mistura de padrdes  de
citocininas no cromatégrafo, consliderando o solvente A = agua
milliQ, solvente B = MeOH, fluxo = 0,8mL.min ., atenuacdo = 128,

area minima = 50.000, A = 254rnm e o gradiente pré-estabelecido.

A  fracdo bésica obtida conforme o esquema 1 e apds a

evaporagdce do n=butanol, do altimo passo da extracdo, foi
ressuspendida em 500ul de agua milliQ esterilizada. O extrato
foi filtrado em filtrc millipore 0,22um e em seguida, injetou-

se  no cromatégrafo a totalidade da amcstra, nas mesmas
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condi¢des acima e coletou-se o eluente nos picos (1,5 min antes
e depois) conforme o cromatograma padrio.

As fragdes ccoletadas foram combinadas, concentradas em
rotavapor a temperatura inferior a 40°C e o residuo

ressuspendido em 2mL de agua milliQ esterilizada acrescida de

0,02% de NaN; e filtrado em filtro millipore 0,22um.

Depois disso, foram injetados 100uL da mistura de
horménios padrdc no cromatdgrafo, usande solvente A = agua
milliQ acidificada com 0,5% de acido acético, solvente B =
MeOH, atenuagidc = 64, Ai; = 254nm, A; = 280nm e as demais
condigdes como jA descritas.

Em seguida, foram injetados 250uL da amostra

ressuspendida e na seqlidncia mais 250uL. da mesma amostra

misturada com 100ul da mistura de padrdes, com atenuacdo = 64,
area minima = 10000 e as demais condig®es como j& descritas

A fragdo 4cida, também obtida de acordo com esquema 1 e
apés a evaporagdo do acetato de etila do dltimo passo da
extracao foi ressuspendida em 500uL de agua milliQ esterilizada
acrescida de 0,5% de &cido acérico. Apbds a filtragem do extrato
em filitro millipore 0,22um, injetou-se a totalidade da amostra

ne cromatdgrafo e foram colhidas as fragbes correspondentes aos
tempos de retengadc dos padrdes de ATA e ABA, previamente

eluidos.
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Os padrdes AIA e ABA, ambos na concentragdo de 100uM,

foram misturados na proporcdo de 2:1 e eluldos em gradiente de

5

o

il

a 100% de sclvente B em 55 min, considerando o sclvente A
agua milliQ acidificada com 0,5% de &cido acético, solvente B =
MeOH, fluxo 0,8mL.min™, atenuacdo de 32, &rea minima = 10000,
Ay = 254nm e Ay, = 280nm [{DURLEY et al., 1878).

As fracdes coletadas correspondentes a AJIA e ABA foram
concentradas separadamente em rotavapor a temperatura inferior
a 40°C e o residuc ressuspendidec em 2ml de dgua milliQ
esterilizada acrescida de (,02% de NaNs,

Para efeito de gquantificacidc foram cromatografados nas
condigdes j& descritas para os padrdes a seguinte segtiéncia:
10ul. da mistura de padrdes de AIA e ABA (2:1); 100pL da fracao
acida correspondente a cada um dos Cratamentos sendo 50uL da

fragdo correspondente a AIA e S50ul da fragdo correspondente a

ABA e mais 100uL da mesma fragcdo 4cida acrescida de S5ul. da
mistura de padrdes AIA e ABRA.

As nmedidas obtidas na integracio pelo calculo das 4&reas
dos picos foram relacionadas com a concentracdo das substdncias
reguladoras de crescimento na amostra comparando~se as Aareas
obtidas no cromatograma da amostra com as Aareas obtidas no
cromatograma dos padrdes, de acordo com os respectivos tempos

de retencio.
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2.10. Analise de reguladores de crescimento por imuncensaio

2.10.1. Ensaio imunoenzimatico

As frag¢des basica e Aacida obtidas conforme o esguema 2
foram dosadas fazendo-se 4 repeticdes por tratamento, pela
técnica do ELISA competitivo como descritc a seguir (CLARK &
ENGVALL, 1985), utilizando-se “kits” Mayoly Spindier:

Fixagdo do conjugado: os conjugados {OVA-ABA ou OVA-iPA)
foram diluldos com tampao carbonato-bicarbonato e fixados a
placa (200uL/pocinho) mantendo-os durante a noite a 4°C;

Bloqueio: apds 3 lavagens com aproximadamente

400uL./pocinhc de  PBS-Tween foi feito o Dblogueio com
250uL/pocinho de 2% de caseina em PBS, durante 30min a 37°C;
Competicio: apds 3 lavagens conl aproximadamente
400puL/pocinho de PBS-Tween, foram colocados 50uL de tampdo PBS-
Tween, 100puL de padrido ou a amostra e 50uL do anticorpo

monocional especifico {anti-ARA ou anti-iPA,) por pocinho.

Manteve-se a placa durante 2h a 4°C e em segulda fizeram-se
mais 5 lavagens com aproximadamente 400uL./pocinho de PBRS~Tween:;
Segundo Anticorpo: foram distribuidos 200uL/pocinhe do

anticorpo conjugado com peroxidase {anti-mouse IgG), dissolvido

em PBS + Tween. Incubou-se a placa por 1h a 37°C e em seguida
fizeram-se 5 lavagens com aproximadamente 400ulL/pocinhc de PBS-

Tween;



[;2g em MeCH 80%]

l *M_ME:NFliquido ]

extracao da fracgdc acida
e basica conforme

O esquena 1

l

(:baléo Silanizado-]

!

[ secagem em rotavapor (temperatura < 40°C) j

!

ressuspender em 500puL de Aqua milliQ acidificada com

0,5% de Aacido acético e filtrar em millipore de 0,22um

I

[-secagem em rotavapor (temperatura < 40°C) ]

l

Ressuspender em 2ml de

dgua destilada com Nal;

!

Esquema 2. Purificacdo do extrato para dosagem imunoenzimatica
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Substrato: adicicnaram-se 200ul./pocinho da solugdo
subst rato, 2,2’-azino—~bis(3—etilbenzotiazolina-6-écido
sulfdénico} (ABTS) e H,0, em partes iguais. Incubou-se a placa

por 1h a 37°C e fez-se a leitura da absorblncia em leitora de
placa a 405nm.
As lelturas foram feitas no leitor de ELISA Labsystems

MutiSkan MS.

2.10.2. Tampdes

Tampdo carbonato-bicarbonato, carbonato de sédio 0,08BM a
pH 9,6; Tampdoc PBS, tampdo fosfato 0,01M + NaCl 0,15M a pH 7,4;
Os tampdes foram armazenados a 4°C e noes que contém Tween-20,

este foil adicionado a 0,05%.

2.10.3. Curva padrio e calculo dos resultados
Afim de se estabelecer as curvas padrdo para ABA e iPA

prepararam-se dilui¢Ses em série: na faixa de 100pmoles a

30imcles para cada 100ul de solugdo, partindeo-se de uma solugéo
100uM de hormdénioc padriao ABA; na faixa de 1nmol a lpmeol para

cada 100uL de solucido, partindo-se de uma soclucdo ImM de
horménio padrao iPA.

A média da densidade 4tica dos pocinhos contendo
i00pmol /0, 1mL de horménic, horménio livre em excesso, foi

considerada como controle de coloracdc n&o especifica (CNE) e a
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média da densidade ética dos pocinhos contendo 0,1mlL de agua

destilada {sem hormdénio livre} fol considerada como By. Assim:

B-CNE
o8 )= 2 11g0
/ B, —-CNE 10

onde,

B = densidade ¢tica do padrioc ou amostra.

B, = densidade 6ética da ligag&o maxima do anticorpo anti-
horménio, na auséncia de horménio iivre (coloracgdc forte).

CNE = densidade ética de coloragdo ndo especifica, ligacgéo
residual do anticorpe anti-horménio em excesso de hormdnio
livre (coloracdc fraca).

A relacdo entre a porcentagem B/B, e a concentracao do
hormdnio da curva padrido foi transformada em uma relacdo linear
usando a fungdo Logit, permitindo extrapolar a concentracdoc de
horménnio na amostra do valor da sua densidade &tica usando uma

Curva padrio linear (WEILER et al., 1981).

B
B
Logit(%%o)z Ln 100{%6

Os calculos dos resultados levaram em consideracdo os
valcres obtidos nas dosagens pelas curvas padrdo, o fator da

diluigdc e a massa inicial da amostra,

2.11. Delineamento estatistico

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado

com nuamero de tratamentos e de repetigbes (plantas) por
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tratamento conforme cada experimento. Apds a analise de
varidncia, as médias dos tratamentos foram comparadas pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade. Quando considerados dois

tratamentos foi wutilizado o teste £, também & 5

oe

de

probabi 1idade.,
Os dados de germinacdo foram transformados em valor angular

= 3red Seno 1/p, onde p corresponde a proporcdc de sementes

germinacias, e estes valores foram utilizados para a an&lise

estatistica subsegliente,
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3. RESULTADOS

3.1. Ensaios preliminares

OUs resultados apresentados a seguir referem-se as medidas
de desenvolvimento feitas nas plantas de 5. = Juteus, 5.
chilensis e A. ericoides em condi¢des fotoperiddicas de DL
{20h) e de DC (8h), com o intuito de verificar a influéncia
destas condig¢des fotoperiddicas no padrdc de desenvolvimento

das plantas.

3.1.1. Solidago x luteus

As medidas de desenvolvimento feitas nas plantas de S. x
luteus mantidas em DC sao apresentadas na tabela 3. Foi
observado pelas medidas de altura de caule que a planta
alcangou em média 0,36m de altura e gue houve inducgdo floral em
todas a&s plantas. Observou-se também gque houve antese floral na
totalidade das plantas, que o numerc de ramificacdes laterais
foi maior do que o de brotagdes basais e que a planta tinha
cerca de 53 fclhas ao final do experimento. A pequena diferenca
observada entre a altura do caule o a altura da planta indica
que as folhas apicais das plantas eram de apenas 0,01lm.

Pelas medidas de altura de planta e de caule feitas nas
plantas mantidas em DL (tabela 4-A,B) wverificou-se gque estas
atingiram 0,83m de alturz e que houve inducgdoc floral em todas

elas. Observou-se também antese fleral em todas as plantas,
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nimero de ramificacdes laterais maior do que © de brotacdes
basais e 54 folhas, no final do exXperimento.

Nas plantas crescidas em DL e que no estiddioc de botao
floral, ou seja, 87 dias apdés o plantio, foram transferidas
para DC (tabela 4-A,C) constatou-se 0,82m de altura de planta e
0,80m de altura de caule, aumento até 100% de plantas em antese
1& na segunda semana apds a transferéncia, um pequeno aumento
no namero de ramificacdes laterais e de brotacgdes basais em
relagcdo as plantas mantidas em DI {tabela 4-B,C) e cerca de 53
folhas por planta no final do experimento.

Independentemente da condigdo de DC cu DL houve inducdo e
antese floral na totalidade das plantas, sendo a inducidc floral
mais rapida em DL (tabels 4) e a antese floral mais rapida em
DC (tabela 3 e tabela 4-C). O ntmero de folhas e de brotactes
basais foram semelhantes em DC (tabela 3) e em DL (tabels 4y,
entretanto, a planté apresentou menor porte e mencr numero de
ramificacdes laterais sob DC (tabelas 3 e 4-B). A altura do
caule foil 2,3 vezes maior sob DL (tabela 4-B) em relacao acs DC

{(tabela 3).
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Tabela 3. Medidas de desenvolviments de plantas de S, x luteus

crescidas scob DC

(8h) .

Dias Altura Altura Plantas Plantas N°. de N2. de Namero
apbs o de de induzidas em ramifica brotagdes de
plantio planta caule {%) antese cdes basais folhas

(m) (m) (%) laterais
21 0,14 0,00 0 - 0,4 0 15,1
28 0,16 0,01 0 - 1,9 0 19,6
36 0,18 0,05 38 0 5,6 0 25,7
42 0,21 0,12 75 0 9,1 0 33,0
49 0,26 C,20 88 0 16,7 0 39,7
57 0,32 0,28 88 13 27,3 0 46,1
63 0,33 0,30 88 25 28,4 0 47,3
70 0,34 0,32 100 75 27,9 P 49,0
77 0,35 0,33 100 75 28,9 ‘ 49,9
84 0,36 0,35 100 88 30,7 ' 52,3
92 0,37 0,36 100 88 32,3 ' 52,6
98 0,37 0,36 100 100 32,7 . 52,7

105 0,37 0,36 100 100 32,7 r 52,7

111 0,37 0,36 100 100 32,7 ‘ 52,7

120 0,37 0,36 100 100 32,7 . 52,7

- n&o ocorréncia de antese.
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Tabela 4. Medidas de desenvolvimento de plantas de S. x luteus
crescidas sob DL (20h) (A), mantidas neste fotoperiodo (B) e

transferidas para DC (8h) 87 dias apdés o plantioc (C).

Dias Altura Altura Plantas Plantas N°. de N2. de Namero
apds o de de induzidas em ramifica brotagdes de
plantio planta caule (%) antese gdes basais folhas

{m)} (m) (%) laterais

A. Plantas crescidas sob DL

21 ¢,19 C,06 75 0 0,1 0,0 15,4
28 0,30 0,18 100 0 0,6 0,0 20,4
36 0,43 0,35 100 0 8,4 0,0 28,5
42 0,54 0,49 100 0 17,8 0,0 36,4
49 0,64 0,61 100 0 25,3 0,0 43,0
57 0,72 0,71 100 0 29,3 0,0 46,6
63 0,78 0,77 100 0 34,3 c,0 48,5
70 ¢,80 0,80 100 0 33,6 1,8 49,6
7 0,81 0,81 100 0 36,1 2,3 51,1
84 0,82 0,81 100 0 37,1 5,1 50,3

B. Plantas mantidas sob DL

91 0,83 0,82 100 0 37,3 6,0 51,0
o8 0,83 0,82 100 25 38,0 6,0 53,8
105 0,83 0,82 100 25 38,0 6,8 53,8
111 0,83 0,83 100 100 38,8 6,8 53,8
120 0,83 0,83 100 100 38,8 6,8 54,0

C. Plantas transferidas para DC

91 0,81 0,80 100 0 39,3 6,3 50,8
98 0,81 0,80 100 100 40,0 7,3 52,0
105 0,82 0,80 100 100 40,3 7,3 52,8
111 0,82 0,80 160 100 40,3 7,3 52,8

120 0,82 0,80 100 100 40,3 7,3 52,8
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3.1.2. Solidago chilensis Meyu

Pelas medidas de desenvolvimento feitas nas plantas de S.
chilensis mantidas em DC {tabela 5-A, B}, observou-se que as
plantas permaneceram em roseta, pols a altura de caule ndo
ultrapassou 0,09m, refletindo um comprimento de (,19m das
folhas apicais, pois a altura da planta alcancou 0, 28m.
ConseqgUentemente, n3oc se constatou indugdo floral nem plantas
em antese. O nimero de ramificacgdes laterais foi crescente e
ligeiramente maior do qgue o nlmero de brotagdes basais.
Observaram-se 44 folhas por planta no final do experimento.

Nas plantas mantidas em DC e apbs 79 dias transferidas
para DL, (tabela 5-A,C) houve alongamento caulinar e desta
forma indugio floral na totalidade das plantas. Aos 151 dias
apés © plantic, quande o experimento fol encerrado, havia 7
ramificacgdes laterais e cerca de 9 brotagdes basais por planta
{(tabela 5-C), ac contrario do cbservade em DC {tabela 5-B). A
altura do caule aumentou para 0,3%m e o nimero de folhas por
planta para cerca de 65,

Nas plantas de S. chilensis crescidas em DL {tabela 6-
A,B) verificou-se pelas medidas de altura de caule gue houve um
rapido alongamento caulinar, sendo atingida a altura de 1,45m
aos 84 dias apds o plantioc. Aos 21 dias apds o plantio todas as
plantas Ja estavam induzidas. Também se constatou antese floral
em todas as plantas, um nimero abundante de ramificacées

laterais, em funcdo da ramificacdoc do terco superior do caule,
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e inibigdo de brotagdes basais. BAo final do experimento havia
cerca de 98 folhas por planta.

Nas plantas crescidas em DL e transferidas 87 dias apés o
plantlio para DC {tabela 6-A,C) foi observado Um pegueno aumento
na altura de planta e de caule e, embora o inicioc da antese
tenha sSido antecipado, o processo até 100% de plantas em antese
fol mais lente (tabela 6-C) em relagdoc as plantas em DL (tabela
6-B). Também se observou um incrementc mencs acelerado no
nimerc de ramificag¢fes laterais e um ligelroc aumento em
brotagdes basals (tabela 6-C) em relagcac as plantas em DL
{tabela 6-B). Ao final do experimento havia cerca de 100 folhas
por planta.

Na comparacioc entre as plantas em DC e em DL observou-se
gue sob DC permaneceram em roseta sem indugde floral (tabela 5-
A, B}, enquanto que, sob DL houve alongamento caulinar
caracteristico das plantas induzidas (tabelas 5-C e 6-A) e
posterior antese em todas elas (tabela 6-B). O nimerc de
brotagbes basais foi maior em DO (tabela 5) e de ramificacdes
laterais em DL (tabela 6). A altura do caule foi 16,3 vezes
maior sob DL (tabela 6-B) em relagdo aos DC (tabela 5-B), o©
nimero de folhas foi 2,2 vezes maior socb DL {tabela 6-B) do que
sob DC (tabela 5-B) e o numero de brotagfes basais foi 5,4

vezes malior sob DC (tabela 5-B} do que scb DL (tabela 6-B).
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Tabela 5. Medidas de desenvolvimento de plantas de S. chilensis
Crescidas sob DC (8h)(A), mantidas neste fotopericdo (B) e

transferidas para DL (20h) 79 dias apbs o plantioc (C).

Dias Altura Altura Plantas Plantas N2. de N2, de Namero

apds o de de induzidas em ramifica brotagdes de
plantioc planta caule (%) antese coes basais folhas
{m) (m) (%) laterais

A. Plantas crescidas sob DC

21 0,20 0,07 0 - 0,0 0,0 le,9
28 0,25 0,08 0 - 0,6 0,1 21,0
36 0,27 0,08 0 - 1,4 0,1 24,4
42 0,28 0,08 0 - 1,5 0,1 26,5
49 0,29 0,09 0 - 1,5 0,1 30,4
57 0,28 0,09 0 - 1,5 0,1 33,1
63 0,29 0,009 0 - 1,8 0,1 35,5
70 0,28 0,09 0 - 1,5 1,0 36,9
77 0,28 0,09 0 - 1,9 1,9 38,4
B. Plantas mantidas sob DC
84 c,28 0,09 0 - 2,5 2,5 42,0
92 0,28 0,09 0 - 5,0 2,5 42,5
98 0,28 0,09 0 - 8,3 3,0 42,8
105 0,28 0,09 0 - 8,5 3,0 43,3
111 0,28 0,09 0 - 10,5 4,5 43,3
120 0,28 0,009 0 “ 10,0 5,8 43,5
127 0,28 0,09 0 - 10,0 6,3 43,8
136 0,28 0,09 0 - 9,8 6,5 43,8
144 0,28 0,09 0 - 9,8 7,0 44,3
151 0,28 0,09 0 - 9,8 7,0 44,3
C. Plantas transferidas para DL
84 c,29 0,09 0 - 2,0 2,5 36,8
92 0,28 0,10 0 - 3,8 3,3 38,0
98 0,28 0,10 0 - 7,5 4,3 40,8
105 0,29 0,10 25 0 8,5 5,0 44,8
111 0,29 0,14 50 0 8,8 5,0 49,3
120 0,33 0,20 100 t] 8,3 5,0 51,5
127 0,38 0,26 100 0 8,5 6,3 55,0
136 0,42 0,30 100 0 8,0 8,3 57,5
144 0,48 0,37 100 0 7,5 9,0 62,0
151 0,50 0,39 100 0 7,0 9,3 64,8

- nac ocorréncia de antese.
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Tabela 6. Medidas de desenvolvimento da plantas de S. chilensis
crescidas sob DL {20h}) (&), mantidas neste fotoperiodo (B) e

transferidas para DC (8h) 87 dias apbs o plantio (C).

Dia Altura Altura Plantas Plantas N2. de N2, de Nimero
apds © de de induzidas em ramifica brotagdes de
plantic planta caule (%) antese coes basais folhas

(m) {(m)} (%) laterais

A. Plantas crescidas sob DL

21 0,35 0,24 100 0 0,0 0,0 17,5
28 0,53 0,38 100 0 0,5 0,0 20,8
36 0,68 0,52 100 0 1,4 0,3 25,9
42 0,77 0,67 100 0 1,5 0,3 33,1
49 0,92 0,83 100 0 1,4 0,3 40,6
57 1,11 1,05 100 0 1,0 0,4 54,0
63 1,26 1,22 100 0 11,6 0,8 69,0
70 1,35 1,32 100 0 20,0 1,0 79,3
77 1,42 1,41 100 0 29,4 1,0 87,8
84 1,46 1,45 100 0 42,6 1,3 91,0

B. Plantas mantidas scb DIL

92 1,46 1,46 100 0 64,3 i,0 93,3
98 1,47 1,47 100 0 83,5 1,3 95,8
105 1,47 1,47 100 100 86,0 1,3 97,8
111 1,47 1,47 100 100 96,0 1,3 97,8

C. Plantas transferidas para DC

92 1,48 1,48 100 0 56,8 1,5 95,0
98 1,49 1,49 100 25 71,8 1,5 97,8
105 1,49 1,49 100 50 80,8 2,5 98,3

111 1,50 1,49 100 100 81,3 2,5 99,5
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3.1.3. Aster ericoides cv. Montecasino

As plantas de A. ericoides mantidas em DC (tabela 7-~A,B)
permarieceram em roseta e mesmo com indugdc floral em 75% das
plantas no final do exXxperimento, a altura de caule foi de
apenas 0,12m. A alturz de planta chegou a 0,19m indicando um
comprimento de 0,07m para as folhas apicais. Nio houve inducio
floral até os 120 dias apds o plantioc, aos 165 dias apenas 25%
das plantas tinham sido induzidas, porém, aos 182 dias apbs ©
plantio havia 75% de plantas induzidas, contudo, somente 25%
das plantas chegaram a antese floral. N3¢ foram observadas
brotag®es basals, o ntmero de ramificacbes laterais foi
Crescente, mals acentuadamente nas épocas de aumentc na
porcentagem de inducido floral e havia, ao final do experimentco,
69 folhas por planta.

Nas plantas mantidas em DC e apés 77 dias transferidas
para DL {tabela 7-A,C) houve alongamento caulinar e
conseqUentemente inducgidc floral na totalidade das plantas,
embora, somente 25% das plantas atingiram a antese aos 225
dias. Neste tratamento (DC/DL) houve formacao esporadica de
botSes florais poucc desenvolvidos e antese ocasional. O nUmero
de ramificagdes laterails foi  crescente, acompanhando a
ramificagdo do terco superior do caule nas plantas induzidas;
também houve aumento ne nimerc de brotacgdes basais e no numero
de folhas (tabela 7-C) en relagdc as plantas mantidas em DC

(tabela 7-B}.
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Nas plantas de A. ericoides crescidas em DL {tabela 8-
A,B) werificou-se, pelas medidas de altura de caule, um rapido
crescimentc e inducado floral em todas as plantas, contude, a
antese somente se deu aos 165 dias apés o plantio. Houve
aument o de até 74 ramificacses laterais, 2,3 brotacdes basais e
cerca de 75 folhas por planta.

Nas plantas mantidas em DL o apbés 77 dias transferidas
para DC (tabela 8-A,C) observou-se uma diferenca menor entre a
altura de caule ¢ de planta, indicando folhas apicais de
comprirmmento menor e, embora, a altura deo caule ligeiramente
mencr do gue em DL (tabela 8-B), alcancou 0,70m de altura
{tabela 8-C). A antese floral se deu aos 111 dias apds o
plantio (tabela 8-C), ou seja, 54 dias antes do que sob DL
(tabela 8~B). O ntmero de ramificagdes laterais, embora
Crescente foli menor do que sob DL, ao contrério do numero de
brotag&es basais que foi promovidc em DC (tabela 8§-B,C).
Observaram-se cerca de 76 folhas por planta.

Embora tenha sido observada indugdo floral nas plantas
mantidas em DC, houve a tendéncia de as plantas permanecerem em
roseta (tabela 7-a,B), apresentando antese floral ocasional nas
plantas induzidas, menor altura de planta e menor numero de
ramificacgdes laterais e de folhas do que as plantas mantidas em
DL (tabelz §-A,RBY. Contudo, as plantas crescidas em DC (tabela
T-A) responderam rapidamente em crescimento vegetativo e
inducdc floral guando transferidas para DL (tabela 7-C) e as

plantas em DL/DC (tabela 8-A,C) diminuiram ligeiramente o ritmo
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de crescimento caulinar e o nlmero de ramificagdes laterais,
promowvendo brotagdes basais e principalmente a antese floral,
em relagdo as plantas em DL (tabela 8-B). A altura do caule foi
5,9 vezes maior sob DL (tabela 8~B) em relacdoc aos DC (tabels
7-B) e o numero de brotagdes basais fos 2,3 vezes maior em DL

{tabela 8-B) do que em DC (tabela 7-B).
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Tabela 7. Medidas de desenvolvimento de plantas de A. ericoides
crescidas sob DC {8h) (A), mantidas neste foteperiodo (B) e

transferidas para DL (20h) 77 dias apds o plantio (C).

Dias Altura Altura Plantas Plantas N2, de N2, de Namero

apbs o© de de indu=zidas am ramifica brotagdes de
plantio planta caule (%) antese gles basais folhas
{m) (m) (%) laterais

A. Plantas crescidas sob DC

21 0,14 0,02 0 - 7,8 0,0 14,1
28 0,15 0,02 0 - 11,0 0,0 16,9
36 0,15 0,02 0 - 13,6 0,0 19,5
42 0,16 0,02 0 - 15,1 0,0 22,4
49 0,16 0,02 0 - 16,1 0,0 23,6
57 0,16 0,03 0 - 18,1 0,0 24,9
63 0,16 0,03 0 - 21,3 0,0 26,8
70 0,16 0,03 0 - 23,5 0,0 28,3
77 0,16 0,03 0 - 24,8 0,0 28,3
B. Plantas mantidas sob DC
84 0,16 0,04 o - 27,0 0,0 30,0
92 Cc,16 0,04 0 - 29,5 0,0 32,3
98 0,16 0,04 0 - 32,3 0,0 34,3
105 0,16 0,04 0 - 35,3 0,0 37,0
111 0,16 0,04 0 - 37,3 0,0 39,3
120 0,15 0,04 0 - 39,3 0,0 42,5
127 0,15 0,04 25 0 41,0 0,0 45,3
136 0,15 0,04 25 0 41,5 0,0 47,3
145 0,15 0,05 25 0 45,3 0,0 51,0
152 0,14 0,05 25 0 48,5 0,0 53,3
165 0,16 0,08 25 0 54,8 0,0 60,5
182 0,19 0,12 75 25 60,8 0,0 69,0
C. Plantas transferidas para DL
84 0,16 0,04 25 0 28,0 0,0 34,8
92 0,18 0,07 50 0 33,5 0,0 37,8
o8 0,22 0,11 50 0 41,3 0,0 41,3
105 0,29 0,19 50 0 47,3 0,0 47,0
111 0,35 0,28 75 0 53,0 0,0 52,8
120 0,41 0,34 75 0 56,5 0,8 58,0
127 0,46 0,42 100 0 61,0 0,8 61,0
136 6,52 0,50 100 0 66,8 0,8 68,5
145 0,61 0,60 100 0 75,8 0,8 75,3
152 0,66 0,66 100 0 82,0 0,8 79,5
165 0,72 0,71 100 o 87,8 c,8 85,8
225 0,90 0,78 100 25 104,0 10,0 97,5

~ nao ocorréncia de antese.
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Tabela 8. Medidas de desenvolvimento de plantas de A. ericoides
crescidas scb DL (20h) (A), mantidas neste fotoperiodo (B} e

transferidas para DC (8h) 77 dias apds © plantio (C}.

Dias Altura Altura Plantas Plantas N2. de N2, de Namero

apds o de de induzidas em ramifica brotagdes de
plantio planta caule (%) antese ches basaisg folhas
(m) (m) (%) laterais

A. Plantas crescidas sob DL

21 0,22 0,08 88 0 9,0 0,0 16,4
28 0,31 0,22 100 0 20,1 0,0 22,8
36 0,43 0,40 100 0 28,8 0,0 29,3
42 0,51 0,49 100 0 33,8 0,0 35,6
49 0,55 0,55 100 0 36,8 0,0 38,5
57 0,61 0,61 100 0 38,8 0,0 41,1
63 0,64 0,64 100 0 45,0 0,0 46,4
70 0,66 0,65 100 0 48,0 1,9 48,8
77 0,67 0,67 100 0 51,6 2,3 57,5
B. Plantas mantidas sob DL
84 0,67 0,66 100 o 54,3 3,5 57,8
92 0,68 0,67 100 0 59,0 2,3 64,8
98 0,72 0,68 100 0 66,5 2,3 67,5
105 0,74 0,69 100 0 68,8 2,3 69,3
111 0,75 0,70 100 0 70,3 2,3 70,8
120 0,78 0,70 100 0 70,8 2,3 72,5
127 0,78 0,70 100 0 71,5 2,3 73,0
136 0,79 0,71 100 0 71,5 2,3 73,5
145 0,79 0,71 100 0 72,0 2,3 74,0
152 0,79 0,71 100 0 73,8 2,3 74,8
165 0,79 0,71 100 100 74,3 2,3 74,8
182 0,80 0,71 100 100 74,3 2,3 74,5
C. Plantas transferidas para DC
84 0,70 0,69 100 0 56,5 1,0 60,3
g2 0,71 0,69 100 ) 55,3 2,8 67,5
98 0,72 0,69 100 0 59,0 3,0 68,8
105 0,72 0,70 100 0 62,0 3,5 73,5
111 0,72 0,70 100 100 62,5 4,0 75,8
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3.2. Efeito das condicdes fotoperiddicas e da temperatura sobre
a indugdo e o desenvolvimento floral em S. x luteus
Considerando que todas as plantas de S. x luteus foram
induzidas e atingiram o estidic de antese floral tanto em DC
(8h) como em DL (20h), foram feitos experimentos com o objetivo
de se conhecer o fotoperiodo mais apropriado para a inducéo
floral, assim como o efeito de diferentes fotoperiodos no

desenvolvimento floral da espécie.

3.2.1. Efeito do fotoperiode de 8h sobre o desenvolvimento
floral

NCs experimentos preliminares foi evidenciado que o
fotoperiodo de DC (8h) acelera o desenvolvimento do botdo
floral e a antese em relac¢do ao fotopericdo de DL (20h).

Na tabela 9 estdo apresentadas as porcentagens de plantas
com botac floral e de plantas em antese para as plantas
mantidas em DL {20h) e para as plantas transferidas para DC
(8h} por 5, 10, 15 dias e até o final do experimento.

Na medida em que se prolongou o tempo de permanéncia das
plantas em DC verificou-se um aumento na percentagem de plantas
em antese (tabela 9). As plantas que receberam 5 e 10 DC
apresentaram maiores porcentagens de antese floral em relagdo
28 mantidas em DIL. As porcentagens de antese nas plantas que
receberam 15 DC, se eqiiivaleram as das plantas que permaneceram

em DC até o final do experimento.
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As plantas gue receberam 15 DC e as Jque permaneceram sob
DC até o final do experimento apresentavam 80% das plantas em
antese aos 27 dias apds ¢ inicio dos tratamentos, ao passo que,
as que recepberam 5 e 10 DC apresentavam 30 e 90% de antese,
respectivamente, aos 37 dias apés o inicio do experimento. As
plantas em DL apresentavam apenas 10% de antese floral aos 49
dias apds ¢ inicio dos tratamentos (tabela 9.

Houve um ligeiro atraso para atingir 100% de plantas com

pbotac floral quando mantidas em DL en relac¢cdo as plantas nos

tratamentos de DC (tabela 9}.



Tabela 9.

Efeito do nimerc de DC {8h)

56

sobre o desenvolvimento

do botio floral a antese em plantas de 3. luteus,
transferidas apds 41 dias sob DL (20h).
bias
apds o Planta com botdo floral (%)
plantio
Dias 5 Dias 10 Dias 15 Dias Dias
longos curtos curtos curtos curtos
41 0 0 0 10 10
51 40 90 70 80 80
59 70 100 90 100 90
68 100 100 90 100 100
72 100 100 g0 100 100
78 100 100 100 100 100
85 100 100 100 100 100
90 100 100 100 100 100
Plantas com antese (%)
41 0 0 0 0 o
51 0 0 0 0
59 0 0 0 0
68 0 0 0 80 80
72 0 0 0 80 80
78 0 30 90 100 90
85 0 100 80 100 100
90 10 100 90 100 100
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3.2.2. Efeito de diferentes fotoperiodos em interag¢do com
a temperatura sobre a indugdo floral

Os  experimentos foram feitos em duas épccas do  ano,
procurando-se associar ¢ efeito da temperatura 2as condicdes
foteperiddicas estudadas.

Nas plantas mantidas no periodo de outono-inverno houve a
tendéncia a se formarem doils padrdes de resposta. NEo houve
diferenga na intensidade de resposta nas plantas em fotoperiodos
de 8h a 14h, e nas plantas em fotoperiodo de 16h a NI, a
intensidade de resposta foi decrescente (fig. 1-A,C,D). Houve
maior numero de folhas (fig. 1-A) e promocdo de ramiflcagbes
laterais (fig. 1-C) e florais (fig. 1-D) nos fotoperiodos mais
longos, contudo, as plantas mantidas nos fotoperiodos de 20h, LC
e NI ndo diferiram das plantas sob fotopericdos curtos (8h a
l4h). Ao contrario, houve maior nlmero de brotacSes basais nos
fotoperiocdos curtos {fig. 1-B), entretanto, as plantas mantidas
no fotoperiodo de 8h ndo diferiram das mantidas sob fotopericdos
longos (léh a NI).

Em media, aos 138 dias apés o plantio, no final do ensaio
de outono-inverno, observaram-se 4,9 brotagdes basals por planta
nos fotoperiodos curtos (8h a 14h) e 1,7 nos fotopericdos acima
de 1é6h (fig. 1-B). Inversamente, foram encontradas em média 8,2
ramificag¢des laterals nas plantas mantidas nos fotoperiodos
curtos e 19,9 nos fotoperiocdos longos (fig. 1-C).

No ensalc de verio-outono nio houve diferenga no numero de

folhas (fig. 2-A), naltmero de brotagdes basais (fig. 2-B) e
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ramificagdes laterais (fig. 2-C) entre as plantas mantidas nos
fotoperiocdos de 8h, 20h e NI, porém, houve diferenca no namero de
ramificacgdes florais entre as plantas mantidas em Sh e em NT e as
plantas em 20h (fig. 2-D). Ao final do ensaic, observou-se uma
média de 7,7 brotacdes basais por planta em 8h, 9,8 em 20h e 9,5
em NI (fig. 2-B), contra 35,4 ramificagbes laterais em 8h, 41,7
em 20h e 35,2 em NI (fig. 2-~C).

No ensaic de verZo-outono, no final do experimento, ndo
houve diferenga entre 8h, 20h e NI quanto ao numeroc de
ramificagdes laterals (fig. 2-C), em concordincia com o nimero de
ndés, representado pelo nimero de folhas (fig. 2-A). A diferenca
observada no nimero de ramificacdes florais (fig. 2-D} ocorreu em
fungdo do fato de um nimeroc maior de ramificagbes laterais ter
florescido em 20h.

Sob fotoperiodos mais longos (16h, 18h, 20h e LC) o
comprimento do caule foi maior do que sob fotoperiodos curtos (8h
a 14h) e NI, tanto nas observacdes feitas nas plantas mantidas no
pericdo de outono-inverno (fig. 3-A), como nas de verao-outono

(fig. 3-C).

No outono~inverno, registraram-se porcentagens de inducio
floral superiores a 50% nas plantas mantidas sob os fotoperiodos
mais longos, observandc-se ainda que, nas plantas em fotoperiodo
cde léh houve 100% de inducdo floral (fig. 3-B). Por outro lado,
nos fotoperiocdos abaixo de 14h e em NI, a porcentagem de inducio

nac passou de 20%, permanecendo as plantas em roseta. No ensaio
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de verdo-outono, o aumento na porcentagem de plantas induzidas
ocorreu mals lentamente sob fotoperiodos de 8h e NT do gque sob
20h, embora, no final do experimento, a porcentagem de plantas

induzidas nos trés tratamentos foi semelhante (fig. 3-D).

As plantas respondem mais rapidamente as condicdes de
verdo—outono (fig. 3-D) do que as de outono-inverno (fig. 3-B)
para a indugidc floral, entretanto, as plantas induzidas scob DC
{(Bn a 14h) e NI nio ultrapassaram o comprimento de caule de 0,45m
nas condig¢des de verdo-outono (fig. 3-C) e outcno-inverno (fig.
3-A), <0 passo  que, o© comprimente do caule foi de até
aproximadamente 0,90m em DL (léh a LC} tanto no outono-invernc
{fig. 3-A) comoc no verdo-outono (fig. 3=-C).

A indugaoc floral ocorreu sob todos os fotopericdos
estudados tanto no ensaio de outcno-inverno (fig. 3-B) como no
de verdo-cutono {fig. 3-Dy, verificando-se, no entanto,
diferengas quantitativas entre os diferentes fotoperiodos (fig.

3-B,D) .
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continua; NI = noite interrompida).

Médias seguidas da mesma letra nido diferem entre si pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 3. Comprimento de caule {A e C) e porcentagem de plantas

induzidas em funcdo
em plantas de 3.
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da interacdoc fotoperiodo-temperatura (B e D)
X luteus, crescidas sob diferentes tratamentos

nos ensaios de outono-inverno (A e B} e wverdo-

{LC = luz continua; NI noite interrompida).

O - 8h, ® - 10n, O - 12h, W - 14nh,

A - 16h, A - 18h, V - 20h, ¥ - 1C, O - NI
temperaturas médias maximas
temperaturas médias minimas ...

A - 138 dias apds o inicio dos tratamentos fotoperiddicos.

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste
Tukey a 5% de probabilidade.

de
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No  ensaio de outono-inverno nas plantas mantidas em
fotopericdes curtos (8h, 10h, 12h e 14h) ocorreu direcionamento
preferencial de assimilados Para a raiz (fig. 4-B), enquanto que,
nas plantas mantidas em fotoperiodos longos (16 h, 18h e 20h)
houve partig¢io eguivalente de fotoassimilados entre raiz e parte
aérea, porém, nas plantas sob LC e NI houve direcionamento
significativo de massa seca para a raiz, fazendo com que estes
tratamentos fotoperiddicos n3o difiram com o grupo dos
fotopericdos curtos (fig. 4-8) .

Nas plantas mantidas em 8h e NT no wverdo-outonc houve um
acimulo de massa seca na raiz semelhante ao da parte aérea, ao
passo  que, nas plantas em 20h verificou-se direcicnamento
significativo de fotoassimilados para a parte aérea (fig. 4-A).

Nas medidas de &rea foliar feitas na 352 folha das plantas
no ensaio de outono-inverno também houve a tendéncia a se
formarem dois padrées de respoesta (tabela 10). Nao houve
diferenga de 4rea foliar entre as plantas mantidas em
fotoperiodos curtos {(8h, 10h e 12h) e entre as plantas enm
fotoperiodos longos (16h, 18h, 20h e LC), porém, de maneira
geral, a area foliar das planta em fotoperiodos longos foi maior
do que em fotopericdos curtos.

As plantas mantidas no tratamento fotoperidédico de 14h
apresentaram uma area foliar intermediaria entre cos fotoperiodos
curtos e longos, enquanto que, nac houve diferenca em area foliar

entre as plantas em NI e em fotoperiodes curtos (tabela 10).
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Letras diferentes indicam diferencas significativas, pelo teste

t a 5% de probabilidade, dentro do mesmo fotoperiodo.
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Tabela 10 - Area foliar da 352 folha em plantas de S. x luteus

mantidas por 138 dias em diferentes

tratamentos fotoperiddicos

(LC =- luz continua; NI = noite interrompida) .
Fotoperiodo Area Foliar (mm?)
8h 1262 a*
10h 1335 ab
12h 1543 ab
14h 1696 bc
16h 1969 cd
18h 2212 4
20h 2085 cd
Ic 2262 d
NI 1461 ab
1 - Médias seguidas da mesma letra ndc diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de propabilidade.
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3.2.3. Efeito do fotoperiodo e do tratamento de

vernalizagio .sobre a inducdo floral

kstacas com raiz foram submetidas a temperaturas de
vernalizagdc com © objetivo de verificar sua influéncia na
indugdo floral de plantas mantidas scb DL (18h) e sob DC (8h)
no periodo de outono-inverno.

Na tabela 11 sic mostradas as medidas de crescimento
feitas nas plantas mantidas em DL (tabela 11-A) e em DC (tabela
11-B) provenientes de estacas vernalizadas e sem vernalizar.

Verificou-se que independentemente do tratamento de
vernalizagdo todas as plantas mantidas sob DL foram induzidas e
atingiram a antese, contudo, o tratamento de vernalizacdo das
estacas retardou em 28 dias os processos para atingir 100% de
plantas induzidas e de plantas em antese floral (tabela 11-A).
Enguantc que 80% das plantas mantidas sob DC provenientes de
estacas sem vernalizar alcangaram inducdo e antese floral,
respectivamente, acs 64 e 106 dias apds o© plantio, ndo se
observou  indu¢dc nem antese nas plantas mantidas em DC
provenientes de estacas vernalizadas {(tabela 11-BY,

Embora o alongamento caulinar tenha sido mais lento nas
plantas mantidas em DL, provenientes de estacas vernalizadas, a
altura do caule foi de aproximadamente 0,90m no final do
experimento tanto nas plantas provenientes de estacas
vernalizadas gquanto nas sem vernalizar (tabela 11-A). No

entanto, nas plantas mantidas sob DC, provenientes de estacas
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Tabela 11. Efeito do tratamento de vernalizagdo em estacas com
ralz de S. x luteus sobre a indugdo floral nas plantas mantidas

em DL (18h) (A) e em DC (8h) (B}.

Estacas vernalizadas Estacas ndo vernalizadas

Dias Altura Plantas Plantas Altura Plantas rlantas
apdés o de induzidas em de induzidas em

Plantio caule (%) antese caule (%) antese

(m) (%) (m) (%)

A. plantas mantidas sob DI

22 0,01 0 - 0,01 0 -
36 0,02 10 0 0,11 80 0
50 0,09 40 0 0,33 100 0
64 0,19 70 0 0,56 100 0
78 0,44 100 0 0,81 100 0
92 0,69 100 10 0,88 100 30
106 0,85 100 30 0,88 100 100
120 0,89 100 70 0,88 100 100
134 0,89 100 100 0,88 100 100
B. plantas mantidas sob DC
22 0,01 0 - 0,01 0 -
36 0,01 0 - 0,02 0 -
50 0,01 0 - 0,06 50 0
64 0,02 0 - 0,17 80 )
78 0,02 0 - 0,28 80 20
92 0,03 0 - 0,32 80 50
106 0,03 0 - 0,32 80 80
120 0,03 0 ~ 0,32 80 80
134 0,04 0 - 0,32 80 80

- ndo ccorréncia de antese
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sem vernalizar, e mesmo apresentando 80% de inducic floral, a
altura do caule nao passou de 0,32m e nas plantas de estacas
vernalizadas a altura do caule ficou em apenas 0,04m, pois, nio

houve inducgdc floral (tabela 11~8B}.,

3.2.4. Influéncia do fotoperiodo no desenvolvimento floral

Foram feitos experimentos com O objetive de detectar o ({3)
fotoperiocdo(s) gque aceleram o desenvolvimento do bot3c até
antese floral.

Na fig. 5 e na tabela 12 sio mostrados os resultades
correspondentes aos experimentos com os fotoperiodos de 8h,
12h, 14n e 20nh {experimento I) e com os fotoperiodos de 8h,
10nh, 12k, 14h, 16h e 20h {experimento II). Cbservou-se em ambos
experimentos gque o processc até antese floral & mais lento em
fotoperiodos longos (16h e 20h) e rapido em fotoperiodos curtos
{8h, 1Ch, 12h e 14h) (fig. 5-A,B). Ao final do experimento I
constatou-se gue a planta produziu um nomero significativamente
maior de flores abertas em 20h em relagdo aos fotoperiodos mais
curtos (8h, 12h e 14h) (fig. 5-24), porém, no experimento II nio
houve diferenga significativa entre o©s tratamentos em relacgdo
ac nimero de flores abertas (fig. 5-B).

O nimero de flores abertas no experimente I foi
significativamente maior sob 20h, possivelmente pela extensio
do experimento até 77 dias apds o© inicio dos tratamentos

fotoperiddices (fig. 5-A), portanto, como observado na fig. 5-
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B, & pouco provavel, que nestas condigdes, o comprimento do dia
influencie o nimero de flores abertas por planta.

No experimento I constatou-se maior velocidade média de
antese floral (t-médio) nas plantas mantidas nos fotoperiodos
curtes ({8h, 12h e 14h) em relag&o as plantas em 20h {tabela 12~
A}, ao passoc gque, no experimento II, que abrangeu um nimero
maior de fotoperiodos, confirmou-se uma velccidade média de
antese floral significativamente maior nas plantas mantidas nos
fotoperiodos curtos (8h, 10n e 12h) em relacdo as plantas em
fotoperiodos longos (16h e 20h), verificando-se que houve um
aumento  numérico crescente no t-médic com o aumento do
fotoperiodo (tabela 12-B).

N&o se verificou a influénecia de nenhum dos fotoperiodes
estudados em ambos experimentos sobre a porcentagem de flores
malformadas, pois, esta ficou na faixa de 5 a 12% (tabela 12-

A,Bj.
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Tabela 12. Nimero de flores abertas, porcentagem de flores

normais ¢ tempo médic de antese (L -~ médic) em S. x luteus sob

diferentes fotoperiodos.

N2. de flores Flores t ~.médio
Tratamento

abertas por planta normais (%) {(dias)

A. Experimento I (4 fotoperiodos)
8h 588,0 a* 92,9 28,3 a
12h 677,2 a 94,9 29,1 a
14h 756,3 a 91,3 32,1 a
20h 1061,8 b s2,7 56,0 b

B. Experimento II (6 fotoperiodos)
8h 771,6 at 83,7 24,1 a
10h 776,8 a 95,5 25,5 ab
12h 711,0 a 87,9 26,8 ab
1l4h 825,9 a 92,8 27,6 b
16h 825,7 a 96,5 35,0 ¢
20h 813,7 a 88,3 35,5 ¢

1 - Meédias sequidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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3.3, Efeito de aplicacées de giberelinas e citocininas sobre o
desenvolvimento floral

Foram feitos experimentos com aplicagbes de reguladores
de crescimento nos botdes florais de plantas mantidas em DL
(is8h  ou 20h), na tentativa de se associar o efeito de
giberelinas e citocininas com a velocidade de antese floral nas
plantas em DC (8h).

Na figura 6 e na tabela 13 estdo apresentados os
resultados correspondentes as aplicagdes de GA; 10 e 10™*M em
botles florais de plantas mantidas em DL (20h).

Constatou-se que as  plantas no tratamento de DL
produziram um nimero de flores significativamente maiocr em
relacdo zos tratamentos de DC e de aplicagdes de GA; 10™°M em
botdes florais de plantas em DL (fig. 6-A). Tedavia, nd3c houve
diferencga entre os tratamentos quanto ao nimero de flores no
experimento com GA; 107°M aplicado em botdes florais de plantas
a cada 10 dias, GA; 107 aplicado a cada 5 dias e as plantas
controle em DL ¢ em DC (fig. 6-B).

A velocidade média de antese floral, inferida pelo
cdlculo do t-médio, foi significativamente maior nos
tratamentos de DC e de GA; 107°M aplicado em botdes florais de
plantas mantidas em DL em relagdo &s plantas controle em DL
(tabela 13-A). Observou-se ainda, uma porcentagem alta de
flores anormais nas plantas dos trés tratamentos avaliadoes,
porém, esta porcentagem foil maior nas plantas em DL que

receberam GA; 107°M (tabela 13-A).
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No experimento com GAs 107°M aplicado a cada 10 dias e GAj
107" aplicado a cada 5 dias em botSes florais de plantas em DL,
verificou-se uma velocidade média de antess floral
significativamente maior somente nas plantas sob DC (tabela 13-
Bl. Entretanto, o tratamento de GA; 10°M aplicado em botdes
florais de plantas sob DL, mesmoc a cada 10 dias, continuou
apresenﬁando uma  porcentagem maior de flores anormais (tzbela
13-B) .

Na&o houve efeito do tratamento de GA; 107 aplicado a
cada 5 dias em botdes florais de plantas sob DL sobre a
velocidade média de antese floral, nem ccasionou dano floral em

relagdo acs demais tratamentos (tabela 13-RB).
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Tabela 13. Nimero de flores abertas, porcentagem de flores
normals e tempo médic de antese (t - médio) em &. % luteus sob

diferentes tratamentos (DL = 20h; DC = 8h).

N°. de flores Flores t - médio
Tratamento
abertas por planta normais (%) {Dias)
A. GAs 10™M aplicado a cada 5 dias
DC 5950 at 71,5 27,2 a
DL + GA; 1073 M 7170 a 42,4 31,5 a
DL 8980 b 68,5 41,9 b

B. GA; 10°M aplicado a cada 10 dias e GA; 10™M a cada 5 dias.

DC 3957 a 85,2 22,6 a

DL + GA; 103> M 5416 a 85,8 31,6 b

DL + GA; 10™* M 6180 a 92,7 29,5 b
DI 5587 a 81,1 32,6 b

1 - Médias seguidas da mesma letra ndc diferem entre si peloc

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Na fig. 7 e nas tabelas 14 e 15 sdo mostrados os
resul tadcs correspondentes as aplicagles semanais de GA; 107,
6-BA 4x107°M e GA; 10™*M mais 6-BA 4x10-%M (fig. 7-A e tabela 14-
A)i as aplicacbes semanais de GRA; 10°°M, KI 4x10°M o GAs 107™'M
malis KI 4x107%M (fig. 7-B e tabela 14-B); e as aplicacées a cada
4 e a cada 7 dias de KI 4x107'M (fig. 7-C e tabela 15) em botdes

florais de plantas mantidas em DL {18h).

Ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
quanto  ac nimerc médio de flores por planta ao final do
experimentc com as aplicacdes semanais de GA; 10°'M, 6-BA 4x107%M
e GA; 10" mais 6-BA 4x10°%M {(fig. 7-A) e do experimento com
aplicagdes a cada 4 e a cada 7 dias de KI dx10-%M (fig. 7-C) em
botdes florais de plantas em DL. Entretanto, verificou-se Jque
ao final do experimento com aplicacdes semanais de GA; 107*M, KI
4x107"™M e GBR; 107'M mais XI 4x10°%M em botdes florais de plantas
em DL, o©s tratamentos com GA; 10°™M e GA; 10°'M mais X1 4x107*M e
O tratamente controle de plantas em DL produziram um ndmero de
flores significativamente maior do gque o tratamento controle de
piantas sob DC, contudo, o tratamento com KI 4x107*M produziu um

nimero intermediario de flores (fig. 7-B).

Verificou-se aumento significativo na velocidade média de
antese florzl nos tratamentos de aplicag¢des semanais de 6-BA
4x107°M e de GA; 10™M mais 6-BA 4x10-%M em botdes florais de

plantas em DL em relacdo aos tratamentos de GA; 10'™M e de
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plantas controle em DL {(tabela 14-a), indicando gue houve um
efeit < promotor na velocidade média de antese fioral nos
tratamentos que incluiram 6-BA e que este efeito ndo seria
estimulado pelas aplicacdes semanais de GA; 10™'M, pois, gquando
aplicade come tratamento Gnico nio diferiu das plantas controle
em DL . Contudo, a antese floral significativamente mais rapida
ainda fol no tratamento controle de plantas em DC {tabela 14-

A

Nos tratamentos de aplicacles semanais de GAs; 10™'M e de
GA; 10 "M mais 6-BA 4x10°%°M em botses florais de plantas sob DL
houve aumento na porcentagem de flores anormais em relacdo as
plantas controle scb DL e sob DC, porém, a maior porcentagem de
dano floral foi observada no tratamento de aplicacdes semanais
de 6-BA 4x107™'M em botdes florais de plantas sob DL (tabela 14-
Al

Quandoe se apliceu semanalmente KI 4x10°°M aos botdes
florais das plantas sob DL, verificou-se que este tratamento
diferiu significativamente das plantas controle em DL,
evidenciando seu efeito promotor em relagio & velocidade média
de antese floral (tabela 14-B}. Os tratamentos de aplicacdes
semanais de GA; 10™ e GA; 10°'M mais KT 4x107'M nos botdes
florais das plantas sob DL nio diferiram das plantas controle
scb DL, mostrando novamente que © tratamento com GA; 107'M n&o
teria efeito sobre a velocidade média de antese floral e gque

poderia estar interferindo no efeito promotor da KI. Contudo, a
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maior velocidade de antese floral foi nas plantas controle sob
DC {(tabela 14-3).

Observou-se uma porcentagem baixa de flores anormais nos
tratamentos efetuados (tabela i4-B),

No experimento em que foram Cestadas duas freqténcias de
aplicagdo de KI 4x10™™ (tabela 15), nao houve diferenca
significativa entre as plantas controle sob DC e ¢ tratamento
de aplicacdes de KI 4x107°M a cada 4 dias em botdes florais de
plantas sob DL; também ndc houve diferenga significativa entre
as plantas controle em DL = o tratamento de aplicagdes de KT
4x107°M a cada 7 dias em botdes florais de plantas sob DL.
Todavia, ndo se verificoun diferenca significativa entre as duas
freqgli&éncias de aplicagdo (4 e 7 dias), mostrando uma tend@ncia
decrescente entre o tratamento controle de DL, ©s tratamentos
com freqiéncia de aplicacdo de 7 e 4 dias e o tratamento
controle em DC, evidenciando um possivel efeito promotor da KI

em interagdo com a freqgiéncia de aplicacio.

Praticamente n3o se observou a formacdo de flores

anormais em nenhum dos tratamentos estudados {tabela 15).
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4x107' e GA; + KI;

A = aplicagdo semanal de GA; 107%M, 6-BA 4x10°%M o GA; + 6-BA;
B = aplicagdo semanal de GA; 107'M, XI
C=aplicagdo a cada 4 e a cada 7 dias

O -1, ® - Dpg, U- DL + GA; 107%,

A - DL + (GA:; 107'M + 6-BA 4%107'M)

V — DL + (GA; 10™M + KI 4x107%M), W

Médias seguidas da mesma letra ndo dif
Tukey a 5% de probabilidade.

de KI 4x107*M.
B - DL + 6-BA 4x107M,

r A - DL + KI 4x10™°M - 7 dias,

- DL + KI 4x107°M ¢ dias.

erem entre si pelo teste de
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Tabela 14. NUmerc de flores abertas, porcentagem de Fflores
normais e tempo médio de antese (t - médio) em S. x luteus sob

diferentes tratamentos (DL = 20h; DC = 8h).

N2, de flores Flores t ~ médio
Tratamento

abertas por planta normais (%) (dias)

A. Interagdo GA;/6-BA com aplicagées a cada 7 dias

DC 3375 at 93,4 23,5 a

DL + GA; 10*' M 3453 a 80,3 35,3 ¢
DL + 6—BA 4x10™*' M 2765 a 70,3 31,2 b
DL + (GA; + 6-BA) 4503 a 81,2 31,0 b
DL 3250 a 91,0 35,5 ¢

B. Interagio GA;/KI com aplicagdes a cada 7 dias

DC 2199 a 99,6 22,5 a
DL + GA; 10 M 2775 b 98,1 29,3 be
DL + RI 4x10™* M 2482 ab 98,4 26,3 b
DL + (GA; + KI) 2891 b 98, 8 29,6 ¢
DL 3033 b 96,9 32,3 ¢

1 - Médias seguidas da mesna ietra ndo diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 15. Numerc de flores abertas, porcentagem de flores
normals e tempo médio de antese (t - médioc) em S. % luteus sob

diferentes tratamentos. A KI 4x10°M foi aplicada a cada 4 e

cada 7 dias (DL = 18h; DC = 8h) .

N2, de flores Flores t- médio
Tratamento
abertas por pPlanta normais (%) {Diasg)
i»lel 486 a? 98,9 21,2 a
DL + KX 4 dias 542 a 99,7 22,9 ab
DL + RYT 7 dias 537 a 99,8 24,9 be
DL 528 a 9s,9 27,0 ¢
1 - Médias seguidas da mesma letra nac diferem entre si pelo

teste de Tukey a 5% de prcbabilidade.
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3.4. Efeito de aplicagdées da fracido acida de folhas de plantas
em DL sobre o desenvolvimento floral

Sabendo-se gue a velocidade média de antese floral foi
mals lenta em fotoperiodos longos (16h, 18h e 20h) do que em
foteperiodos curtos (8h, 10h e 12h), foi aplicado o extrato
proveniente da fragio 4cida de folhas de plantas scb DL {18h)
ncs botdes florais de plantas sob DC {8h), com a finalidade de
se obter indicics do possivel envolvimento de reguladores de
crescimento da fracido Aacida no desenvolvimente floral em
plantas sob DL.

N&o houve diferenca significativa, na velocidade médiz de
antese floral, entre o tratamento de aplicacgdes do extrato da
fragdo acida de folhas de pPlantas sob DL nos botdes florais de
plantas sob DC e o tratamento controle de plantas em DC;
entretanto, como esperado, houve uma menor velocidade de antese
floral nas plantas controle sob DI, (tabela 16).

Nac se observou maliformacio floral nos rtratamentos
estudadcs (tabela 16) e também nao houve diferenca
significativa entre os tratamentos dquanto ao numero de flores
{tabela 16 e fig. 8}.

Desta forma, ndc foi possivel obter indicios da presenca
de substancia(s) na fragdo Aacida de folhas de plantas sob DL
responséavel pela mencr velocidade de antese floral em plantas
sob DL, gue atuasse retardando a antese floral em plantas sob

DC.
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Tabela 16. Nimero de flores abertas, porcentagem de flores

normais e tempo médic de antese (t- médio) em S. x luteus sob

diferentes tratamentos. As Crés primeiras aplicac¢des do extrato

de folhas de plantas em DL (EFDL} foram a cada 5 dias e as

cinco aplicac¢des restantes a cada Z dias (DL = 18h; DC = ghy.

N2. de flores Flores t- médio
Tratamento
abertas por Planta nermais (%) (dias)
nc 525 at 89,9 18,9 a
DC + EFDL 561 a 98,9 20,0 a
DL 512 a 99,9 25,4 b
1 - Médias seguidas da mesma letra nidc diferem entre si pelac

teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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DC no desenvolvimento floral de S. x luteus (DL = 18h; DC = 8h).
O“DL,.—DC,A~DC+EFDL

Médlias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de prcebhabilidade.
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3.5. Analise de substincias endégenas em folhas e botdes floraisg
de plantas em diferentes fotoperiodos e estadios de
desenvolvimento
3.5.1. Substancias Promotoras e inibidoras detectadas na

fragido acida

Foram analisadas folhas e botdes florais de plantas no
inicio dos tratamentos fotoperiddicos e folhas e botdes florais
de plantas no estadic de botiao floral antes do inicioc da antese
floral sob DC (8h) e DL {18h), com a finalidade de se verificar
0 envolvimente de reguladores de Crescimento no desenvolvimento
do bot& o até antese floral.

Nas fig. 9, 10 e 11 sio mostrados os resultados do
bioteste do hipocétilo de alface para as fracdes 4&cidas de
folhas e botées florais de plantas no inicio dos tratamentos
fotoperiddicos e de folhas e botdes florais de plantas em DC e
em DL.

NoOs extratos obtidos partindo-se de 2Zg de massa fresca de
betdes fleorais de plantas no inicio dos tratamentos
fotoperi édicos {fig. 9A) e de bhotdes florais de plantas sob DC
(fig. 9B}, n3o se detecton atividade promotora ocu inibidora do
alongameento do hipocétilo de alface.

Nos extratos provenientes de 3g de massa fresca de folhas
de plant-as no inicio dos Cratamentos fotoperiddices (fig. 10-A)
e de folhas de plantas sob PC (fig. 10-C) ndo se detectou

atividade promotora ou inibidora do alongamento do hipocdtilo de
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alface, porém, no extrato de 3g de massa fresca de folhas de
plantas 30b DL (fig. 10-8) constatou—-se uma inibicdo
significativa do crescimento do hipocdtilo de alface, na faixa
entre o©s Rfs 0,9 e 1,0.

Também ndc foi detectada atividade promotora ou inibidora
do alongamento do hipocdtilo de alface no extrato correspondente
a 3g de massa fresca de botdes florais de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperiddicos (fig. 11-ny, contudo, nos extratos
correspondentes a 3g de massa fresca de botdes florais de
plantas em DL e em DC também  fol  observada inibicio
significativa do crescimento do nipocétilo de alface,
compreendida na faixa entre os Rfs 0,3 e 0,6 e Rfs 0,7 e 1,0 no
extrato de botdes florais de rlantas scb DL (fig. 11-B)} e na
faizxa entre os Rfs 0,9 e 1,0 no extrato de botrdes florais de
plantas sob DC (fig, 11-C).

Nos extratos correspondentes a 29 e a 3g de massa fresca
tanto de folhas gquanto de botdes florais de plantas no inicio
des  tratamentos fotoperiddicos, nio foi detectada atividade
promotora ou inibidora do alongamento do hipocédtilo de alface,

A atividade inibidora do alongamento do hipocétile de
alface foi detectada em folhas somente em plantas sob DL, ao
passo que, em botdes florais tanto em plantas sob DL quanto em
plantas sob DC, porém, com maior nimero de picos de atividade em

botdes florais de plantas sob DL.
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Figura 9. Substancias de Crescimento detectadas na fracido acida,
pelo biloensaio do alongamento do hipocédtilo de alface, em
extratos de 2g de massa fresca de botdes florais de plantas de 3.
x luteus.

A = extratc de botdes florais de plantas no inicic dos
tratamentes fotoperiddicos (18h);

B = extrato de botdes florais de plantas sob DC {8h}.
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pelo alongamento do hipocétilo de alface, em
extratos de 3g de massa fresca de botdes florais de plantas de 8.
®x luteus.

A = extrato de Dbotdes florais de plantas no inicioc dos
Tratamentos fotoperiddicos {18n};

B
C

extrato de botdes florais de plantas em DL (18h);

extrato de botdes florais de plantas em DC (8h).
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Também foram analisadas folhas e botdes florais de plantas
em DL (18h), afim de se verificar o envelvimenteo do &cido
absclsico no desenvolvimento do borao até antese floral.

Na fig. 12 s3o mostrados os resultades do bioteste de
germinacdo de sementes de alface Lara as frac¢des 4cidas de
folhas e botdes florais de plantas em DL.

Nao se detectou efeito Significative na germinacidoc de
sementes de alface nos tratamentos estudados (fig. 12-A,B),
entretanto, no extrato correspondente as folhas (fig. 12-n),
observou-se inibicdo significativa da germinacdo de sementes de

alface, na faixa entre os Rfs 0,8 e 0,5.
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Figura 12. Atividade inibidora detectada na fracac acida, pelo
bicensaio de germinacdoc de sementes de alface, em extratos de 3g

de massa fresca de folhas e botdes flcorais de plantas de S. x

luteus.
A = extrato de folhas de plantas em DL (18h);
B = extrato de botdes florais de plantas em DL {18h).
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A cromatografia em bapel correspondente ac extrato de
botdes florais de plantas em DL percerrida com
isopropanol:aménia:égua (10:1:1 v/v/v) foi revelads em
ultraviocleta, com NaOH a 2% o em vapor de amdnia (tabela 17),
com © intuito de se detectar a presenca de fendls na fracac
acida.

Das manchas observadas, as que correspondem aos Rfs 0,11 e
0,94-0, 95 foram reveladas tanto com NaOGH a 2% quanto com vapor
de amdnia, e as que correspondem aos Rfs 0,08 e 0,19 foram
observadas somente sob luz Ultravicleta.

As manchas observadas na revelagdc para substancias
fendlicas da fragdo 4Acida de botdes florais de plantas em DL
(tabela 17) devem pertencer 3 outra classe de compostos, pois,
©s fendis foram complexados com PVP durante o processo de
extracdo.

Com a finalidade de se conhecer os Rfs dos horménios
padrdes AIA e ABA e assim poder associid-los melhor com o
fendmenc em estudo, foi feita uma  creomatografia de camada
delgada de silica gel com os padrdes de AIA e ABA, utilizando-se
como sistema de solventes benzeno:n-butancl:acido acético
(14:5:1 v/v/v).

Na tabela 18 sfo mostrados os Rfs correspondentes aoc AIA e
ao ABA guando revelados sob UV a 254nm, solugdc de Salkowski e
anisaldeidc modificado, verificando-se um Rf de C,8 tanto para

ATA quanto para ARA,
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Tabela 17. Rfs correspondentes as manchas gquando o extrato de
botles florais de plantas em DL foi revelade com NaCH a 2%, com

vapor de amdnia e sob luz ultravioleta,

Mancha n2 Reveladores
NaOH 2% vapor de amdnia ov
1 - - 0,08
2 0,11 0,11 -
3 - - 0,19

4 0,94 0,95 -
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Tabela 18. Rfs correspondentes aos padrdes de AIA e ABA qguando

cromatografados em silica gel usando-se como

solventes benzeno:n-butanol:acido acérico {14:5:1
revelados em dltravicleta, com =a solugdo de Salkowski

anisaldeido modificado.

sistema

v/v/v)

de

e

e Com

Substancias Reveladores Rfs
uv Solugédo de Anisaldeido
254mm Salkowski modificado
ATA escuro alaranijado marrom 0,8
ABA escuro amarelo-limdo verde-oliva 0,8
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3.5.1.1. Analise de ATA e ABA por HPLC

Cs extratos da fracd3c Acida provenientes de folhas e de
botdes florais de Elantas no inicio dos tratamentos
fotoperiddicos, de folhas e de botdes florais de plantas em DL
(18h) e de plantas em DC {8h) foram analisados por HPLC com o
objetivo de se detectar ATA e ABA o estabelecer sua possivel
participagdoc no controle deo desenvolvimento do botdo até antese

floral nestas condicdes fotoperiddicas.

Na fig. 13 sdc mostrados os cromatogramas correspondentes a

10ul. da mistura de padries AIA o ARA {(2:1) na concentracgio de

100uM. Observou-se que o pico de absorcido de ABA no UV foi maior
no comprimento de cnda de 254nm do gue em 280nm (fig, 13-4y,
pois, de acordo com MILBORROW {1974), a sua faixa de absorcao
maxima ocorre em torno de 262nm em condigdes acidas. Enquanto que
a absorgdo no UV para AIA foi maior em 280nm do que em 254nm
{fig. 13-B}, por causa da estrutura inddlica do composto  cujo
espectro de absorgic méxima em metanc] estd em torno de 282nm
(HARBORNE, 1984). Em fungdo disteo, a analise dos extratos para

ABA fol feita em 254nm e para ATA em Z8(0nm.

Na tabela 19 si3c mostrados os dados das dosagens de AIA o
ABR, referentes aos extratos da fragdo acida em nmol/g de tecido
fresco de folhas e de botdes florais de plantas no inicic dos

tratamentos fotoperiddicos, de plantas sob DL (18h) e de plantas
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sob DC (8h), obtidos comparando-se as areas dos cromatogramas das
amest ras com as dos cromatogramas padrio.

Nas analises de AIA por HPLC verificou-se um aumento da
concentracgido de AIA em folhas de plantas em DL e uma diminuicao
nas folhas de plantas em DC em relagdo as folhas de plantas no
inicio dos tratamentos fotoperiddicos; ao passo  gue, nos
extratos de potdes florais o contendo de ATA diminuiuv a 1/7 em
cotdes de plantas sob DL e a niveis ndo detectdveis em botdes
de plantas sob DC, em relacdc aos botdes florais de plantas no

inicio dos tratamentos fotoperidédicos (tabela 19).

Nas analises de ABA feitas por HPLC, verificou-se que as
quantidades de ABA permaneceram constantes nos extratos de
folhas de plantas em DL e de plantas em DC em relacdc as folhas
de plantas ne inicio dos tratamentos foteoperiddices;
entretanto, houve uma nmaior concentragdo de ABA em botdes
florais de plantas em DC em relagdo ao extrato de botdes

florais no inicic dos tratamentos fotoperiédicos (tabela 19).
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abscisicear).
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Tabela 19. Andlise de AIA em 280nm o de ABA em 254nm por HPLC

dos extratos de folhas de plantas no inicio dos tratamentos
fotoperiddicos (FIT), em dias longes (FDL) e dias curtos (FDC) e
dos extratos de botdes Fflorais de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperiddicos (BIT), em dias lengos (BDL) e em dias

curtos (BDC).

Tratamento nmol/g de tecido fresco
AIA ABA
FIT 968,3 540,5
FDL 1385, 7 416,9
FDC 730,5 559,1
BIT 5263,8 38%,2
EDL 798, 4 343,3
BDC ND 2196,3

ND = ndo detectado.
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3.5.1.2. Analise da ABA POXr imunocensaio

Os extratos da fracdo acida obtidos de folhas e de botdes
florais de plantas no inicio dos tratamentos fotoperiddicos, de
folhas e de botdes florais de plantas em DL (18h) e de plantas em
DC (8h) foram submetidos 2a Separacdoe cromatografica por HPLC,
coletados de acerdo com o tempo de retencdo do horménio padrao
ABA e dosados pelo ensaio imuno-enzimatico de ELISA, visando a
determinacido do ABA livre e o estabelecimento da sua possivel
participacdc no contreole  do desenvolvimento floral nestas
condigdes fotoperiddicas.

Na fig. 14 s#o mostradas a curva padrdo em fuacdo da
porcentagem de B/Bo e do logaritmo da concentracgido de ABA (fig.
1l4-A) e a mesma curva padrdo linearizada usando-se a funcio
logit da porcentagem de R/Bo (£ig. 14-B), a qual fel usada na
dosagem dos extratos.

Nas andlises referentes a ABA por RLISA verificou-se um
aumento significative desta substancia nos extratos de folhas
de plantas em DL e de plantas em DC em relagdo ao extrato de
folhas de plantas no inicio dos tratamentos fotoperiédicos
(tabela 20). Nos extratos de Dbotdes florais, observaram-se
quantidades significativamente maicres de ABA nas plantas no
inicio dos tratamentos fotoperiéddicos e nas plantas em DC em
relagdo ao extrato de bhotdes florais de plantas em DL {tabela

20).
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Tabela 20. Densidade 6tica média na dosagem de ABA obtida por
ELISA em extratos {diluicgdo 1:1) de plantas no inicio dos
tratamentos foloperiddicos (FIT), em dias longos {FDL) e em
dias curtos (FDC) e em extratos de botdes florais de plantas no
inicio dos tratamentos fotoperiddicos (BIT), em dias longos

(BDL) = em dias curtos (BDC .

Tratamento Densidade d6tica pmeles/g de tecido fresco
FIT 1,9813" a 220,1
FDL 1,6275 b 308,8
FDC 1,15845 ¢ 447,6
BIT 0,7247 A > 600
BDL 1,2262 1 423,2
BDC 0,6812 A > 600

1 - Médias seguidas da mesma letra, mintsculas Fara ©s extratos
de folhas e maidsculas Fara ©s extratos de botdes florais, nio

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Pelos dados obtidos por HPLC para AIA constatou-se que,
na condigdo de DL, ha uma concentracgdo maior de AIA nas folhas
¢ uma diminuigdo menos drasticsa nes potdes florais em relacgioc
ac inicio dos tratamentos fotoperiddicos do que em botées
florais de plantas na condigido de DC (tabela 19); por outro
lado, as maiores concentragdes de ABA em extratos de folhas
foram c¢bservadas em BC, tanto por HPLC {(tabela 19 como por
ELISA (tabela 20). Nos extratos de botdes florais, as maiores
concentracdes de ABA foram verificadas em DC por HPLC (tabelas
19) e no inicioc dos tratamentos fotoperiddicos e sob DC por

ELISA (tabela 20).

3.5.2. Atividade citocininica

Foram analisadas folhas e botdées florais de plantas no
inicio dos tratamentos fotoperiddicos, folhas e botdes florais
de plantas sob condigdes fotoperiddicas de DL (18h) e de DC
{8h), com o objetive de se verificar o envolvimento de
citocininas no desenvolvimento do botdo até antese floral.

Os resultados do bioteste de area cotiledonar de rabanete
para as fragles basicas de folhas e botbes florais de plantas no
inicio dos tratamenros fotoperiddicos, de folhas e botdes
florais de plantas em DL e de plantas em DC estio gpresentados
nas fig. 15, 16  17.

N&ao se detectou atividade citocininica significativa nos

extratos feitos a partir de Z2g de massa fresca de botdes florais
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de plantas no inicic dos tratamentos fotoperiédicos (fig. 15-A;
e de botdes florais de plantas sob DC (fig. 15-R).

Nes extratos provenientes de 39 de massa fresca de folhas
de plantas no inicio dos Ctratamentos (fig. 16-A}) e de folhas de
plantas em DL (fig. 16-B) n3o se observou atividade citocininica
significativa, entretanto, no extrato de folhas de plantas em DC
(fig. 16-C), wverificou-se uma reglic com atividade citocininica
significativa compreendida na faixa entre os Rfs 0,4 e 1,0.

No extrato de 3g de massa fresca de folhas de pilantas em
DL também se observaram duas regides de inibicdo significativa
compreendidas na faixa entre os Rfs 0 e 0,2 e Rfs 0,3 e 1,0
{fig. 16-B).

Nes extrateos feitos a partir de 3g de massa fresca de
botdes florais de plantas no inicio dos tratamentos
fotoperiddicos (£ig. 17-A) e de botdes florais de plantas em DC
{fig. 17-C} observaram-se trés regides com atividade citocininica
significativa, na faixa entre os Rfs 0 e 0,1, Rfs 0,2 e 0,3 e Rfs
0,4 e 0,6 no extrato de botdes florais de plantas no inicic dos
tratamentos (fig. 17-A) e na faixa entre os Rfs 0 = 6,2, Rfs 0,3
e 0,5 e Rfs 0,6 e 1,0 no extrato de botdes florais de plantas em
LC {fig. 17-C). Também foi detectada uma regidc com atividade
citocininica significativa, compreendida na faixa entre os Rfs
0,4 e 0,5 para o extrato de botdes florais de plantas em DL (fig.
17-B).

No extrato de 3g de massa fresca de botdes florais de

plantas em DL foram Observadas trés regides de inibicio
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significativa compreendidas na faixa entre os Rfs ¢ e 0,1, Rfs
0,2 e 0,3 e Rfs 0,8 e 1,0 (fig. 17-B).

Nac foi verificada atividade citocininica significativa
nos  extrates de botdes florais de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperiddicos (fig. 15-A) e de botdes florais de
plantas em DC (Fig. 15-8) obtidos partindo-se de 29 de massa
fresca, entretanto, constatou-se atividade citocininica
significativa quando os extratos de botbes florais de plantas
nas mesmas condigdes (fig. 17-2,C) foram feitos partindo-se de
39 de massa fresca.

Nao fol cobservada atividade citocininica nos extratcs de
3g de massa fresca de felhas de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperiddicos (fig. 16~A) e de folhas de plantas
em DL (fig. 16-B), porém, no extrato de folhas de plantas em DC
houve atividade citocininica significativa (fig. le-Cy, ao
pPasso due, nos extratos de 3g de massa fresca de botdes florais
registrou-se atividade citocininica significativa nos trés
tratamentos efetuados (fig. 17y, contudo, constatou-se somente
um pico de atividade no extrato de botdes florais de plantas
scb DL (fig. 17-B).

Nos extratos obtidos de 3g de massa fresca tanto de
folhas de plantas sob DL {fig. 16-B) quanto de botdes florais
de plantas sob DL (fig. 17-B) observaram-se regides de inibicso
significativa, sendc esta inibigdo de maicr intensidade no

eXtrato de folhas de plantas sob DL.
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Figura 15 Atividade citocininica detectada na fracao basica, pelo
bicensaloc de aumentc de Area Cotiledonar de rabanete, em extratos
de 29 de massa fresca de botdes florais de plantas de S. x
luteyus.

A = extrato de botdes florais de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperiddicos {18h);

B = extrato de botdes florais de plantas em DC (8h).
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3.5.2.1. Andlise de citocininas por HPLC
Os extratos da fracdo basica provenientes de folhas e de
botdes florais de plantas no inicio dos tratamentos
fotoperiddicos, de folhas e de botdes florais de plantas em DL
{18h) e de plantas em DC {8h), foram analisados por HPLC com o
objetivo de se detectar Z, ZR, 1P e 1PA e estabelecer sua
possivel participagdo no desenvolvimento do botido floral nestas

condigdes fotoperiddicas.

Na fig. 18 sdo mostrados os cromatogramas no comprimento de

onda de 2Z280nm (KOSHIMIZU & IWAMURA, 1986) correspondentes a 100uL

da mistura de padrdes Z, ZR, iP e iPA na concentracdo de 100uM.

Observa-se que em fungdo da fase mével metanol:agua ou
metancl tdgua acida (0,5% de acido acético) mudam-se os tempos de
retengdo e a ordem de eluigdo dos padrSes. Partindo-se destas
observacgdes, coletaram-se as fragbes correspondentes acs picos em
fung¢do dos tempos de retencdc do primeiro crematograma (fig. 18-
A), sendo a dosagem feita de acordo com © segundo cromatograma

(fig. 18-B).

Na tabela 21 sZo mostrados os dados referentes as dosagens
de citocininas feitas por HPLC nos extratos da fracdo basica em
neol/g de tecido fresco de folhas e de botdes florais de plantas
no inicio dos tratamentos fotoperiddicos, de plantas sob DL e de
plantas scb DC, obtidos comparando-se as Areas dos cromatogramas

das amostras com as dos Cromatogramas padrio.
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As guantidades de iP se mantlveram constantes tanto em
felhas quanto em botdes florais, porém maiores en folhas do gue
em botdes; e as gquantidades de iPA diminuiram nos extratos de
folhas e botdes florais de plantas em DL e de plantas em DC em
relagcdo ao inicio dos tratamentos fotoperiddicos (tabela 21}.
Nac se verificou a presenca de Z em nenhum dos extratos
analisados e ZR foi constatado dpenhas no extrato de folhas de

plantas em DC (tabela 21).
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Figura 18. Cromatogramas de 100uL de horménios padrbes obtidos em
gradiente metanocl:4gua em {A) e metanol:dgua acidificada com 0,5%
de acido acético em (B). Fluxo 0,8mL.min™" (55min), coluna
analitica Sephasil, C1l8, 5um, 4x250mm Pharmacia, atenuacdo 64 e
comprimento de onda 280nm. (2 = zeatina, ZR = zeatina ribosideo,

iP = isopentenil adenina e iPA = iscopentenil adencsina) .
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Tabela 21. Andlise de citocininas {2y ZR, 1P e 1PA}) em 280nm
por HPLC dos extratos de folhas de plantas no inicio dos
tratamentos fotoperidédicos (FIT), em dias longes (FDL) e dias
curtos (FDC] e dos extratos de botbes florais de plantas no
inicio des tratamentos fotoperiddicos (BIT), em dias longos (BRDL)

e em dias curtos{BDC).

Tratamentos nmol/g de tecido fresco

Z ZR Ip iPA
FIT ND ND 1143,1 42,6
FDL ND ND 113,1 29,0
FDC ND 0,2 145, 4 4,1
BIT ND ND 44,7 7,2
BDL ND ND 48,2 1,7
BDC ND ND 40,5 4,8

ND = ndc detectado.
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3.5.2.2. Anadlise de citocininas Por imunoensgsaio

Os extratos da fracao basica, obtidos de folhas e de botdes
florais de plantas no inicio dos tratamentos fotoperiédicos, de
folhas e de botdes florais de plantas em DL (18h) e de plantas em
DC {8h} foram submetidos 2 Separagdo cromatografica por HEPLC,
coletados de acordo com o tempo de retencdo dos horménios padrio
iP & 1PA e dosados pelo ensaio imuno-enzimiatico de ELISA, visando
0 estabelecimente da sua possivel participacdo no controle do
desenvolvimento floral nestas condigdes fotoperiddicas.

Na fig. 19 sio mostradas a curva padrdo em funcdo da
porcentagem de B/Bo e do logaritmo da concentragdao de iPA (fig.
19-A}) e a mesma curva padra¢ linearizada usando-se a funcio
logit da porcentagem de B/Bo (fig. 19-B), a qual foi usada na
dosagem dos extratos.

Nas analises referentes a citocininas feitas por ELISA
(tabela 22) verificou-se uma diminuigdoc significativa na
quantidade de 1P nc extraro de folhas de plantas em DC em
relagao ao inicio dos tratamentos; porém, nos extratos de
potdes florais ndc houve diferenca entre os extratos de plantas
em DL e de plantas em DC em relacdo ao inicio dos tratamentos,
apesar do extrato do inicio dos tratamentos fotoperiddicos
estar fora da faixa de sensibilidade do ensaio. Com relacdoc a
iPA, observou-se um decréscimo significativo no extrato de
botées florais de plantas em DL em relagdao ao extrato de
plantas no inicio dos tratamentos. Nas folhas, nac houve

diferenga nas quantidades de 3iPA entre as plantas mantidas em
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DL & em DC em relacdo as plantas no inicio dos tratamentos,
apesar de gue no extrato de folhas de plantas em DC as

Jquantidades de iPA foram tao peduenas gue ficaram fora da faixa

de sensibilidade do teste.
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Tabela 22. Densidade ética média para iF e 1PA obtida por ELISA

em extratos de plantas no inicio dos tratamentos fotoperiddicos
\FIT) , em dias longos (FDL} e em dias curtos (FDC) =2 em
extratos de botdes florais de plantas no inicio dos tratamentcs

fotoperiddicos (BIT), em dias longos (BDL} e em dias curtos

(BDC; .
Tratamento Densidade ética pmoles/g de tecido
fresco
ip iPA iP iPA
FIT 0,5230° a 0,5058° a 77,6 57,8
FDL 0,5583 ab 06,5430 a 21,0 27,7
FDC 0,6403 b 0,5738 a ND ND
BIT 0,568 A 0,5083 a ND 56,4
BDL 0,5233 A 0,6405 B 77,6 ND
BDC 0,5610 A 0,5363 A 14,9 34,1

1 - Médias seguidas da mesna letra, mintisculas para os extratos
de folhas e mailsculas para os extratos de botSes florais, nio
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

ND = nao detectado.
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4. DISCUSSAO

Em plantas de DL com habito em roseta, o© alongamento
caulinar estd normalmente asscciado ao florescimento, entretanto,
os efeitos do fotoperiodo sobre esses deis processos podem ser
separados e provavelmente resultam de eventos metabdlicos
diferentes (METZGER & ZEEVAART 1980ab; BERNIER, 1988).

Nas trés espécies estudadas nos ensaios preliminares
cbservou-se que, de forma geral, DL promoveram alongamento
caulinar e conseqglientemente indugio floral e aumento ne numero
de ramificagdes laterais e de folhas. Em DC verificou-se gue as
plantas de S. chilensis bermaneceram em roseta e as plantas de
S..x,luteus tiveram inducdoc e antese floral, enguantoc que em A.
ericoides havia plantas em roseta e plantas induzidas, pois
mesmo com a maloria das plantas em roseta houve inducdo floral
esporadica e antese ocasional. Também ficou evidente nas trés
espécies que DL sao pré-requisito para o alongamento caulinar e
que nas plantas crescidas sob DL e transferidas para DC, estes
aceleraram a antese floral, havendoc um ligeirc aumento no
nimero de brotacdes basais em S. % luteus e em S. chilensis; no
casc de S ¥ luteus o A. ericoides, houve um menor incremento no

crescimentc caulinar.

O alongamentoe caulinar pode ser fungdc do nimero e do
comprimento de entrends formados, e ambos podem ser influenciados
pelo comprimento do dia. A partir do momento em que o meristema

sub-apical é sensibilizado, desencadeia~-se um aumento marcante na
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divisdo celular que precede ou acompanha o alongamente caulinar
{(VINCE=PRUE, 1975). N3o houve diferenca guanto ao nimero de
fclhas das plantas de S. x luteus mantidas sob DO (8h} e sob DL
(20h}, enguanto que o comprimentoe do caule foi 2,3 vezes maior
sob DL com relacdo acs DC. Fm S, chilensis a altura do caule e o
numero de folhas foram, respectivamente, 16,3 e 2,2 vezes maiores
sob DI, em relacZfc aos DC. Nas plantas de A, ericoides houve
apenas uma pequena diferen¢a quanto ao nimero de folhas entre os
dois fotoperiodos e o comprimente do caule foi 5,9 vezes maior
nas plantas em DL com relacdo as plantas em DC. Em 5. x luteus e
A. ericoides pode-se inferir que as diferencas encontradas no
comprimento do caule foram devidas ao aiongamento dos entrends e
nac a um aumentc no ndmero de nés, porém, em S. chilensis a
diferenca no comprimento do caule pode ser atribuido, em parte,

ao aumento no namero de nds nas plantas sob DL.

As plantas de 5. chilensis mantidas em DC (8h) permaneceram
em roseta apresentando cerca de 5,4 vezes mais brotacdes basais
do gue as plantas em DL (20h}. Em um dos primeiros trabalhos
sobre a influéncia do fotoperiodo no padrido de ramificacio,
GARNER & ALLARD (1923) verificaram Jque plantas em roseta de
Oenothera biennis L. cultivadas sob DC perderam a domindncia
apical, resultando no desenvolvimento de numercsas brotacdes
basais, dando & planta uma forma de touceira.

SCHWABE (1986b) verificou que em Solidago canadensis, a

planta em roseta predomina quando © comprimento do dia & curto
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(8h); nas lantas mantidas em fotoperiocdo de 14h ocorre
florescimentc e em 12h, uma situacdo intermediaria entre as duas
respostas, havendo plantas em roseta e plantas induzidas. Assim,
O crescimentc vegetativo & promovido por DL, ocorrendo o
florescimento com o encurtamento dos dias, noc final do ver3o-
outono.

Analogamente, Aster novi-belgii e Aster pilosus respondem
rapidamente as condicées fotoperiddicas. ©Os DL  induzem o
alongamento do caule, o gue € pré-requisito para a floragéio,
embora a Iiniciacifo floral somente seja possivel sob BC. Em A.
pilosus, o alongamento caulinar pode ser induzido a qualquer
momento scb condigdes de DL, enquanto que A. novi-belgil requer
vernalizagidc (KADMAN-ZAHAVI ¢ YAHEL, 1986).

KADMAN-ZRAHAVI & YAKEL (1986) também constataram que plantas
jovens de Aster pilosus em roseta necessitam 40 DL (fotcperiodo
acima de 1lh e temperatura minima de 17°Cy  para induzir
alongamento caulinar em 100% das plantas, as quais floresceram 70
dias apds a transferéncia para DC. As plantas que receberam
complementacgdo do periodo de luz durante 50 noites floresceram 16
dias mals tarde, porém, produziram maior namero de ramificacdes
florais. As plantas mantidas sob DC (10h) nac mostraram
alongamentc caulinar.

A evidéncia de que DC aceleravam a antese floral em plantas
de S. x luteus induzidas sob DL (20h) ficou fortalecida quando as
plantas foram submetidas a tratamentos de diferente duragdo sob

DC (Bh}, onde verificou-se que com 5, 10 e 15 DC havia um aumento
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gradat ivo na porcentagem de plantas em antese e também um ligeiro
aument & na porcentagem de plantas com botdc floral em raelacdo as
plantas em DL. De forma semelhante, KADMAN-7AHAVI & YAHEL {1986)
constataram que em plantas de Aster pilosus mantidas sob DC {10h)
durante 7, 14 e 21 dias, o periodo de 7 DC n&c induziu formacgio
floral; o de 14 DC causou alguma iniciacdo floral, mas com
subseqtiente desenvolvimento floral lento. Apbs 21 DC, os botdes
florals tornaram-se visiveis e as plantas transferidas neste
estadio para DL, floresceram quase simultaneamente com relacidc as

plantas mantidas em DC.

NOs ensaios sazonais de outono-inverno e verdo-outono nao
houve diferenca entre os fotoperiodos de 8h, 20h e NI quanto ao
nimero de folhas, da mesma forma Jque nc ensaic preliminar nas
plantas em 8h e 20h, podendo-se concluir cque a diferenca
encontrada no comprimentc do caule entre as plantas em 8h, NI e
20h foi devida ao alongamento dos entrendés e nido ac ntmero de

nés.,

Como cada folha corresponde a um nd, conseglentemente
quando Se observou um maior nGmero de folhas ococrreu um maior
namerc de ndés. As diferencas observadas no comprimento do caule e
no numero de ramificacdes laterals e florais no ensaio de outono-
inverno devem ter ocorridc em funcdo do nimeroc de nés. Um maior
namerc de folhas significa um malor nlmero de nés e a

possibilidade de maior comprimento do caule. O maior nimero de
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nés também possibilita um maicr ntmero de ramificacdes laterais

que poderio eventualmente florescer.

A tendéncia de ramificagac observada tanto no verdo-outono
como - No outono-invernc  possivelmente se da  em funcidoc de
redistribulc¢io de fotoassimilados condicionada a inducic floral.
Nos tratamentos onde ocorreu maior porcentagem de indugdoc floral
{16h & 20h}, houve particido eguivalente de fotoassimilados entre
© sistema radicular e o caule e suas ramificacdes. Nos
tratamentos com menor porcentagem de indugdo floral (8h a 14hj,
houve direcicnamentc para o sistema radicular. O maior nuimero de
brotagcdes basais nos fotopericdos de 8h a 14h pode sugerir
utilizacdo de fotoassimilados nestas brotacdes.

Os efeitos fotomorfogénicos sobre ¢ padrdc de ramificacdc,
foram semelhantes aos descritos por SCHWABE (1986a) para Aster
novi-belgii, quando observou 3,2 brotacgbes basais nas plantas
mantidas no fotoperiodo de 8h (20°C) contra 2,7 brotacdes em 13h;
enquanto que, o namero de ramificacdes laterais foi de 1,1 em 8h
e 3,9 em 13h. As brotacdes basais asseguram © carater perene de

A. novi-belgii

No hibrideo aqgui estudado, constatou~-se a ocorréncia da
indugZo floral pelo alongamento caulinar e a porcentagem de
plantas induzidas foi dependente do fotopericdo ¢ da temperatura.
No ensaic de outono-inverno =z porcentagem de plantas induzidas
nac passou de 20% em fotopericdos abaixo de 14h e em NI. No

ensaic de verido-outono ocorreu indugdoc floral em 93,3% das
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plantas sob fotoperiodo de 8h. Esta diferenca de comportamento
pode, possivelmente, ser explicada pelas diferencas de
temperatura ocorridas nos dois periodos. No outono-inverno, as
medias das temperaturas minimas e maximas até 56 dias apds o
plantioc foram de 21,3°C e de 30,7°C, diminuindo depcis para 16,5°C
e 24,8°%, respectivamente. No verdo-gutono, as médias das
temperaturas minimas e méximas até 126 dias apds o plantio foram
de 18, 7°C e 28,9°C,. Estas Observages indicam que a temperatura
¢ um dos fatores envolvidos na promecac da inducdo floral em
fotoperiodos curtos (8h a 14h). Nas plantas sob fotoperiodos
longes (16h, 18h, 20h e LC), tanto no outono-inverno como no
verdo—outonoe, reglstraram-se porcentagens de inducdo floral
superiores a 50%, portanto, prevalecendo o efeito do fotoperiodo
induzindo a floracdc. Este comportamente sugere a existéncia de
uma forte interacac do fotoperiodo e da temperatura no controle

da indugdo floral.

O alongamento caulinar em Lythrum salicaria ¢ pontualmente
controlado no fotoperiodo critico de 13h, caracterizando esta
espécie como uma PDL. A resposta em Epilobium hirsutum ao
fotoperiodo é guantitativa. As plantas de ambas espécies mantidas
sob 9h mostraram porte ando e no tratamento de NI Lythrum
respondeu com uma completa mudanga de desenvolvimento da forma de
DC para a forma de DI, entretanto, ndo foram formados frutos nem
sementes. A0 passo que, Epilobium Permaneceu com ¢ mesmo fendtipo

apresentado em DC (SHAMST, 1976); de forma semelhante ao ocorrido
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nas plantas de 5. % lureus mantidas em DC (8h a 14h) e em NI no
cutono—inverno.

O tratamento de vernalizacdo ndo surtiu o efeito
esperado, pois, nas plantas sob 8h provenientes de estacas
vernalilzadas nic houve indugdo floral nas mesmas condicdes em
que as plantas controle apresentaram 80% de indugdo e antese
floral e sob DL ({(18h), a indugdo e a antese floral foram
retardadas em 4 semanas nas plantas provenientes de estacas
vernalizadas, em relacdo as plantas controle. A vista disso,
ndo ha indicios da necessidade de vernalizagd8c no controle da
indug¢do floral, sendo o efeito deste tratamentc similar ac de
“temperatura baixa”, mantendo as plantas em roseta sob DC e
retardando a inducdo floral sob DIL.

Assim, em fotopericdos curtos {(8h a 14h), NI e em plantas
mantidas sch 8h provenientes de estacas vernalizadas,
prevaieceu o efeito da temperatura, mantendo as plantas em
roseta em “temperaturas baixas” e havendo indugidc floral em
“temperaturas altas”, porem, com altura de caule inferior a
C,45m. Ao passo que, em fotoperiocdos longos (16h, 18h, 20Ch e
LC) prevaleceu o efeito de indugdo floral do fotoperiodo,
havendo alongamento caulinar proxime a  0,%0m  mesmo em
“temperaturas baixas” e em plantas mantidas em 18h provenientes
de estacas vernalizadas, sendo 16h 0 fotoperiodo mais favoravel
para a indugdo floral. Logo, em plantas em “temperaturas altas”
os DC apressam a inducdo e a antese floral, ocorrendc a

filoragdo em plantas menores. Em DL Como ©s processos sd80 mais
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lentos o caule cresce e sé muito mais tarde ocorre a formacio
de botdes e a antese floral.

GARNER & ALLARD (1923) observaram em plantas de Solidago
Juncea Ailt, mantidas sob DC (7,5h) no pericdo de inverno, o
desenvolvimento eventual de um caule floral curtro e fraco,
enquanto que, as demais plantas permaneceram em roseta até o
final do experimento, periodc de aproximadamente 18 meses,
porém, nas plantas que receberam extensdo do fotopericdo
natural com iluminacido até a melia noite, mesmo no inverno, o
reriodo de florescimento comegou 120 dias apds o plantio.

Em plantas de Rudbeckia bicolor, crescidas sob fotoperiodos
acima de 12h, MURNEFK (1940) constatou alongamento caulinar
simultaneo & inducdo floral. Em fotopericdos menores que 12h, as
plantas permaneceram am roseta, contudo, altas temperaturas (21 a
32°C), sob DC, induziram o florescimento sem alongamentoc caulinar
marcante. Fato semelhante ocorreu no ensaio de verdo-outono sob
fotoperiodo de 8h, Jjustificando a alta porcentagem de inducio
floral cbservads,

Helipterum roseum & uma PDL guantitativa gue mostra
inibigdo do florescimento sob condigSes de 25°C constantes,
fotoperiodo de 12h e irradidncia de 250W.m™, entretanto, sob as
mesmas condigdes e temperatura constante de 20°C nZc ha inibicgédo
do florescimento. 0O &pice vegetativo Iinibido pela temperatura
alta teria perdide o sincronismo da divisdo celular fundamental

para a transicdo floral (SHARMAN et al,, 1990)
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O efeito da vernalizacio pode variar mesmo entre ecotipos
da mesma espécie, pois, KARLSSON et al, (1993), estudando
ecotipos de Arabidopsis thaliana, uma PDL quantitativa que tem o
florescimento acelerado pelos DL, verificaram que tanto sob DC
{8h) quantc em DL (20h) dois ecotipos ndo floresceram apds 110

dias e dois ecotipos exigem vernalizagdo para o florescimento.

Quando hé “bolting” no verdo-outono nas plantas de 8. x
luteus mantidas em fotoperiodos de 8h e NI, ha um actimulo de
massa seca na ralz semelhante ao da parte aérea. Em foteperiodos
onde foi observada uma menor intensidade da resposta indutiva
{8h, 10h, 12h, 1l4h e NI} e “temperatura baixa” durante o outono-
inverno, ocorreu direciocnamento preferencial de assimilados para
a ralz e a maioria das planta permaneceu em roseta. Nas condicdes
indutoras (16h, 18h e 20h}), que independem da temperatura,
verificou-se direcionamento de fotoassimilades para a parte
aérea, Nas plantas socb LC, porém, houve  direcicnamento
significativo de massa seca para a raiz, fazendo com gue o efeitc
deste extremo fotoperiddice se identifique com o efeito do Jrupo
dos fotoperiocdos curtos {8h, 10h, 12h e 14h).

KIGELL & KOLLER (1970) cbservaram gue o actmule de massa
seca em Oryzopsis miliacea nao foi afetado pelo fotoperiodo, mas
a distribuicdo de fotossintetizados favoreceu a raiz no
fotoperiodo de 8h e a parte aérea no fotoperiodo de 16h.

Em Epilobium hirsutum o padrao de distribuicdc de massa

seca para as folhas, caule e raiz foi similar entre os
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tratamentos de DC (%h) e NI, enquanto Jque, em Lythrum salicaria o
tratamento de NI causou direcionamento de massa sSeca parza o caule
as expensas das folhas (SHAMSTI, 1976).

MOZAFAR et al. (1993), trabalhando com fotoperiodos de 6h,
12h e 18h, constataram que plantas de Zea mays L., crescidas em
6h de luz e temperatura de 15°C na zona de raizes, tinham um

sistema radicular mals desenvolvido que a parte aérea.

Em Vigna subterranea a partigic de assimilados favoreceu a
produgdc de folhas e caule sob 14h e léh, enguanto que, em
fotoperiodes iguais ou menores que 13h, os assimilados foram
primeiramente usados para o crescimento da vagem e da semente
(LINNEMANN, 1993).

Aumente na produgic de massa seca 2 freqlentemente
encontrado em plantas crescidas em DL, mesmo que ¢ tratamento de
luz suplementar forneca pouca energia fotossinteticamente atriva.
Issc deve ocorrer em funcio do aumento em drea foliar e do
consegiiente aumente na producédo fotossintética. O incremento em
drea foliar resulta do direcionamentc da massa seca para a
formagdo de folhas finas e mais expandidas, aumentando o
potencial fotossintético total da planta (VINCE-PRUE, 1975%). No
presente trabalho também se registrou aumento na Ares foliar por
planta nos fotoperiodos mais longos.

Com relagcdoc & antese floral, no experimento com 4
fotoperiodos ficou evidente que a planta responde as condicdes

fotoperiddicas de DC (8h, 10h e 12h) acelerando e de DL (20h)
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retardandoe a antese. No experimento com um nimero maior de
fotopericdos observou-se =z mesma tendéncia, constatando-se
ainda que os fotoperiodos entre 12h e 16h {14h) estariam numa
situagdo de transic3o entre DC e DL, caracterizando assim, uma
resposta quantitativa com o aumento do fotoperiodo.

Come em Phaseolus vulgaris P47 {ZEHNI et al., 1970), em
Xanthium (VAN STADEN & WAREING, 1972; HENSON & WAREING, 1974) e
em Bougainvillea “San Diego Red” (VAN STADEN & DIMATLA, 1980) a
exposic¢do de plantas de S. x luteus a ciclos de DC (8h, 10h e
12h) acelerou o desenvolvimento floral.

Come a indugido floral ocorreu sob todos os fotoperiodos
estudados, verificando-se, no entanto, diferencas guantitativas
entre o©s diferentes fotoperiodos, o hibrido em estudo ficou
caracterizade como uma planta de DL Quantitativa com fotoperiodo
mais favoravel para inducdo floral em torno de 16h, pois, este
foi o fotoperiodo em que o processo fol mais répido e mais
intenso. Contudo, a antese floral fol antecipada em fotoperiodos
curtos (8h, 10h e 12ny refletindo também uma regposta
quantitativa nco desenvolvimento floral. Assim, S. % luteus reguer
condigdes fotoperiddicas semelhantes as das espécies envolvidas
no hibrido, sem necessidade de vernalizagido para a inducdo floral
sob DL e com antese floral mais rapida sob DC.

Aster também € uma planta de DL/DC para‘floragao (SCHWARE,
1986a; KADMAN~ZAHAVI & YAHEL, 1986; WALLERSTEIN et al., 1992).
Sob DL ocorre o alongamento das brotacdes e o aparecimente das

ramificag¢des e, sob DC, o florescimento. Para WALLERSTEIN et al.
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(1952}, pelc mencs uma primeira ordem de ramificagdo & pré-
requisSito para que haja iniciacdo floral.

Embora a inducic floral em 5. x luteus seja afetada pela
interaciac foteoperiodo~temperatura & bem provavel que substAncias
reguiadoras de crescimento também estejam envolvidas, no entanto,
foi de maior interesse o estudo do envolvimente destas
substancias no desenvolvimento floral.

Tratamentos com giberelinas promovem ¢ florescimento em
muitas plantas que precisam de frio e em plantas de DL emn
roseta VINCE-PRUE (1975). O exame das giberelinas enddégenas em
Agrostemma githago e em espinafre, plantas em roseta de DL,
mostraram que o tratamentc com DL leva a um aumento no conteddo
de giberelinas em A, githago (JONES & ZEEVAART, 1980 & a um
aumento em GAx; e o correspondente decréscimo am GA1s em
espinafre (METZGER & ZEEVAART, 1980a), entretanto, =se as
giberelinas influenciam somente o alongamento caulinar ou
também o florescimento ainda ndo foi determinado.

Para MENHENETT (1979), as giberelinas endégenas teriam um
papel dominante na taxa de desenvolvimento do botdo floral de
crisantemo, podendo ser necessdrias para o desenvolvimento
normal e ripidc dos botdes florais, atuande provavelmente no
direcionamentc de assimilados, pois, JEFFCOAT & COCKSHULL
(1972) asscciaram a concentragao enddgena de giberelinas com a
taxa de crescimento relative do botéo floral de crisantemo,

mostrando gue a atividade destas substancias atinge o méximo
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nos estadios iniciais de desenvolvimento da flor, quando seriam
drenos mals eficientes de assimilados.

A teoria do direcionamento de assimilades em funcao de
giberelinas ou auxinas tem respaldo nos trabalhos de JEFFCOAT &
HARRLIS (1972) em cravos. Foram observados niveis maiores de %c
nos tecidos florais do gque em ocutras partes da planta e como o
GA; e o AIA, aplicados no lugar da flor, foram eficientes
aumentandc a proporcic dos assimilados marcados que sa
movimentaram em sentido ascendente partinde da folha fonte,
ficou consistente a hipdtese de Gue em plantas intactas o
direcionamente de assimilados & regulado por substéncias
enddégenas reguladoras do crescimento presentes na flor. Porém,
O AIA se mostrou mais eficiente do que o0 GA; e como o efeito do
GA3; ndao fel aditive aoc do AIA, tornou-se evidente que as duas
substancias atuariam pelo mesmo sistema.

Em 5. = luteus, gquando o tratamento de GBA; 10°3M teve
efeito acelerando a velocidade média de antese floral também
provocou uma maior porcentagem de dano fioral; na concentracéic
de 107*™ nio se observou efelto promotor da velocidade de antese
nem dano floral, questionando seu papel fisioldégico. Também ndo
se observou efeitc aditivo de GA; 107%M guanto a velocidade
média de antese floral nos tratamentos de GA; 10™'M mais 6-BA
4x10°"M e de GA; 107"M mais KI 4x107M.

A aplicacdo de giberelinas em botdes florais de
Aquilegia, onde houve quebra de dorméncia pela aplicaci&o de

citocininas, promoveu um Crescimento ccasional. Presumivelmente
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estes Dbotdes teriam um nivel subdtimo de giberelinas (KHAN,
1975) .

Nao fol detectada atividade giberelinica na fracido &cida
dos extratos de folhas e botdes florais de plantas de 5. x
luteus em nenhum dos tratamentos estudados.

No Dbicensaic para detectar atividade giberelinica foi
encontrada atividade inibidora do crescimento do hipocédétilo de
alface nos extratos de folhas de plantas sob DL e nos de botdes
florais de plantas scb DI e DC. Este inibidor ndo deve ser de
natureza fendlica, visto que no processo de extracdc é usado PVD
para conmplexar e eliminar os coempostos fendlicos [(ANDERSEN &
SOWERS, 196€8). Por outro lado, a presenca de fendis nic foi
revelada em UV nos Rfs em tornc de 0,7 a 1,0, regidoc de
inibigdoc. Os reveladores NaOH 2% e vapor de amdénia, ndo sendo
especlificos para compostos fendlicos podem ter revelado
qualquer substdncia de natureza &cida.

Os resultados dec bioensaioc de germinacidco de sementes de
alface sugerem que o inibidor presente na fragfdo acida seja ARA.
Houve inibicdo significativa na faixa entre os Rfs 0,8 2 0,9 no
extrato de folhas de plantas em DL, proximo ao valcor médioc de Rf
de 0,75 para o ABA padrao {RUDNICKI & ANTOSZEWSKI, 1968 apud
KEFELT, 1978), quando também cromatografado em papel e com
isopropancl:améniazagua (10:1:1 v/v/v). Quandc os padrdes AIA e
ABA foram cromatografados com benzenc:n-butanocl:4cido acético
t14:5:1  v/v/v), o mesmo sistema de solventes usado nos

cromatogramas dos extratos no biocensaio de alongamento do
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hipocdtilo de alface, apresentaram Rf de 0,8, indicando que o©
inibidor presente na fracdo 4cida poderia ser ABA, AIA ou ambos.

O florescimento e © desenvolvimento de flores de
crisantemc cv. pink Champagne sob DL nao indutivos foi
eficientemente promovido pela aplicagdoc de BA  mais GAs,
entretante, as aplicacgdes simultaneas de AIA reduziram o}
desenvolvimento das 1in lcrescéncias, porém sob DC, o AIA nio
teve efeilto significativo sobre o indice de florescimento, a
porcentagem de plantas floridas ou o namero de flores produzidas
(PHARTS, 1972).

De forma geral tem sido encontrado gue as auxinas inibem o
florescimento em PDC {JACOBS, 1985), ndo tendo efeito, ou ainda,
promevendo o florescimento em PDL. Os dados refletem um
ajustamento geral do nivel de auxina ao comprimento do dia em
lugar de mudancas devidas & indugdc floral (XKREKULE et al.,
1985). 0O estudo dos niveis enddgenos de AIA usando GC-MS nao
foram c<orrelacionados com o gradiente floral in vitro presente
nos tecidos de caule de fumo {NOMA et al., 1984), entretanto, em
fumo cv. Maryland Mammoth {(PDC) e em Nicotiana silvestris {PDL)
a diminuic¢do nos niveis de ATA apbs 10 dias indutivos, esti de
acordo com a hipdtese aceitz de que um nivel baixo de AIA & pré-
requisito para a inducdoc floral em PDC. Apbs 20 dias indutivos,
as plantas estdo parcialmente induzidas e niveis mais altos de
auxina seriam essenciais bara estimular o crescimento dos botdes

florais. O desenvolvimento subseqliente de botdes florais e
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Sdrgdos, provavelmente fequer redugdes nos niveis de ATA
(LOZHNIKOVA et al., 1990).

Embora existam discrepancias na literatura com respelto
ao sitilo primidrio da acao da auxina podendo ser nos cotilédones
e folhas de plantas de Chenopodium rubrum (PDC) e de C. murale
(PDL) {KREKULE et al., 1985) ou no meristemsa apical em (.
rubrum (KREKULE & PRIVRATSKY, 1974; SEIDLOVA & KHATOON, 1976},
ha evidéncias de que o AJA teria sua fung¢de ndoc somente na
indugdo  floral nos cotilédones mas também nos eventos
posteriores de evocacidc floral e diferenciacdc no apice em

Pharbitis nil (KULIKOWSKA-GULEWSKA et al., 1885,

WARDELL & SKOOG (1969) relataram que pelo menos 1mM de ATA
& necessario para o desenvolvimento de flores normais e sementes
maduras em cultura in vitro de tecidos de caule destacados de
plantas floridas de fumo.

Em rosas “Baccara” o contetdo de auxina alcancou um pico
tanto no ramo floral quanto no ramo nac fleoral até 0,l6m de
comprimente. Em ramos de comprimento maior do que 0,16m, o
conteudo de auxina permaneceu constante no ramc floral, porém,
caiu consideravelmente nos ramos nao florais (ZIESLIN & HALEVY,
1976) .

De acordeo com SEIDLOVA & KHATOON (1976} em Chenopodium
rubrum © ATA teria uma agdo dupla, inibindo ocu estimulando o
florescimento em diferentes estadios do apice, independentemente

da inducgdoc fotoperiddica. A auxina aplicada antes da ramificacao
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do meristema inibe o inicio da diferenciacdo floral, porém,
aplicada em estddics mais tardics, inibe o©s primérdics dos
potdes axilares ja& formados permitindo uma rapida e comgpleta
diferenciagdo da flor terminal,

Uma maior concentracdo de AIA em folhas e botdes florais
de plantas de S. x luteus em DI poderia estar relacicnada com
uma mencr veloclidade de antese floral em DL, ao passc que, a
diminuicgdo de AIA nas folhas e sua auséncia nos botdes florais
em plantas sob DC poderia estar relacionada & maior velocidade
de antese floral em DC. As maiores concentracdes de ABA em
relagdo ao inicio dos tratamentos fotoperiddicos foram em folhas
e botdes florais em plantas na condigéo_ de DC, assim, no balanco
de AIA e ABA, estes estariam em concentragdes opostas,
principalmente no botdo floral em DC, onde se observou a maior
quantidade de ABA e a auséncia de ATA.

Bicensaios de extratos foliares de varias ezpécies
ilenhosas indicaram que as folhas continham maiores niveis do
“inibidor B” sob DC do gue sob DL. As explicagdes possiveis
para as discrepdncias nas Observagdes discutidas por WAREING &
SAUNDERS (1971) foram: os DC poderiam reduzir o nivel de
promotores de crescimento (por exemplo giberelinas) que
antagonizariam ABA no bioensaic, porque em cromatografia em
papel com isopropanol:aménia:égua como fase mével nidc se obtém
uma boa separagdc entre o ABA e varias giberelinas; os DC

aumentariam o transporte de ABA das fclhas para o é&pice; a
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falta de controle de estresse de dgua nas plantas experimentais
levaria a variacgdes significativamente grandes nos nivels de
ABA, que mascarariam a influénecia das condigdes fotoperiddicas
sobre ©s niveis do horménio.

ZEHNI & MORGAN (1976) sustentam a hipdtese de que em
fotoperiodos longos sdo formadas mais substancias inibidoras do
crescilmento nas folhas, incluindo ABA, que se acumulariam nos
botdes florais das plantas de Phaseolus P47, da mesma forma que
se acumulam substincias promotoras, incluindo giberelinas, que
promovem a alcongamento do caule e do peciolc. BENTLEY et al.
(1975) encontraram na mesma variedade, as maiores concentracdes
de ABA em botSes florais inibidos sob DL (18h}, que também
tinham quantidades consideraveis de ARA conjugado em relacdo
a0s  botdes florais das plantas sch DC (8L}, onde O
desenvolvimento floral foi normal. Em folhas maduras de Ricinus
communis o ABA é sintetizado e metabolizado, e o préprio ARA e
seus metabdlitos s&o transportados via floema para o©s apices da
parte aérea (drenos), onde o ABA, ndoc sendo acumuladce em grande
quantidade ¢ metabolizado rapidamente via &4cido faséico para
acido dihidrofaséico, o qual, se acumula nos drencs metabdlicos
como  produto final da via metabélica (ZEEVAART, 1977). As
folhas maduras ou senescentes de Lupinus luteus também acumulam
altogs niveis de ABA conjugado (WETLER, 1980:.

Para PILATE et al. (1990) em FPseudotsuga menziesii os
nivelis de ABA foram duas vezes maiores nos ramos axilares

tratados com GAszy mais AIA (tratamento que aumentou a iniciacio
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fleral) do que nos ramos controle., As wvariac®es nos niveis de
ABA-glicosil-ester {ARAGE) Sugerem que este metabdlito poderia
regular ©3 niveis de ABA livre. Segundc BRENNER (1987), em soja
© ABA se move das folhas para os legumes em enchimento. O ARA
tampem seria transportado das folhas para as raizes via flcema e
reciclado via fluxo xilematico Para outros drenos metabélicos

MALDINEY et al. (1986) dosaram no mesmc extrato AIA, ABA
e ZR por ELISA apéds separacdo por HPLC, partinde de apenas
100mg de massa fresca de amostras de tomate e também observaram
uma situacdo oposta entre ATA e ABA. Foi verificado gque na base
de hipocodtile havia 175ng.g™ de massa fresca de ATA e 4ng.g*
de massa fresca de ABRA, ao passo que no Aapice foram 67 e
443ng.g * de massa fresca de AIA e de ABA, respectivamente.

Durante o periodo de diferenciagdo do botdo floral em
laranja “navel” os conteudos endégenos de Z e de ABA nas folhas
das arvores enxertadas em “trifoliata”, que florescem
precocemente, foram significativamente maiores do que os das
enxertadas em “hongju”. O conteldo enddgeno de GAs; foi
significativamente mencr, indicando Jque Z e ABA promovem e GA,
inibe a diferenciacdo do botdc floral {ZHU & ZHANG, 1991)

Em Boronia megastigma a diferenciacdo do botdo floral foi
associada com incrementos de GA; e GA;, ABA, 7 e DHZ (ROBERTS et
al., 1991;.

Os niveis de ABA, AIA e giberelinas (GA;, GAys e GAzp) nos
exsudatos floemdticos coletados de cotilédones de Pharbitis nil

foram maiores nas plantas sob condigdes indutivas, sugerindo
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que estas substancias estariam envolvidas na regulacdo do
florescimento desta espeécie e gque haveria um transporte
floematico significativo de substéncias reguladoras de
crescimento (WIJAYANTI et al., 1985y,

Os nivels de ABA aumentaran drasticamente na seiva
xilematica em Arvores de Litchi chinensis Sonn cv. Heh yveh
trinta dias antes da formacdo do botdo floral; simultaneamente,
o conteudo total de citocininas também aumentou alcancando seu
maximo durante a formacdo do botado floral e antese total. O©
conteldo xilemdtico de giberelinas se manteve sempre balxo nos
estadios estudados (CHEN, 1930).

Numa tentativa de definigido do padrio hormonal em botdes
terminais e flcres em Brassica napus variedade oleifera, o
florescimente foi correlacionado a4 aumentos temporarios e
sucessivos de ABA nos botdes terminais e de citocininas (2 e
ZR) durante o florescimento (BOUILLE et al., 1989),

A respeito da aplicacdo de citocininas em S. x luteus
tanto 6-BA 4x10™'M quante KI  4x10™"M diferiram das plantas
controle sob DL com relacdc a velocidade médiz de antese
florazl, porém, no tratamento com 6-BA cbservou-se uma maior
porcentagem de dano floral do que no tratamento com KI. Quando
se aumentou a freqgiéncia de aplicagdo de KI 4x10°*M para 4 dias
ndo houwve diferenga na velocidade média de antese floral entre
este tratamentc e o controle de plantas em DC, nem malformacdo

floral, indicandoc gque provavelmente as citocininas naturais
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poderiam estar envolvidas no processo de aumento da velocidade

de antese floral nas plantas sob DC.

Na Iormacdo de botdes florais em explantes de pedicelos de
fumo in vitro provavelmente a 7 endégena estd menos envolvida,
pois, na concentracdo étima no meio, induziu apenas um botac
floral por explante, enguanto que, 6-BA e DHZ na concentracio
otima de Immol.m™>, formaram aproximadamente 12 botdes florais

por explante (VAN DER KRIEKEN et al., 1991

BENTLEY et al. (1975) verificaram que aplicacdes de KI ou
6-BA em plantas de feijdo cultivadas em DL estimularam o
desenvolvimento dos botdes florais, o©s quais, teriam sido
severamente Iinibidos pela acdoc do ABA enddgeno.

Em Sinapis alba uma das mudanga essenciais durante a
evocagao floral é uma onda mitédtica no meristema apical. Foi
mostradoe gque uma Gnica aplicagio de 6-BA ou Z na concentracdo
de 5 e 20ug.mL™’, respectivamente, estimulariam a atividade
mitética de forma semelhante 2 cbservada no meristema das
bPlantas induzidas, desta forma as citocininas fariam parte do
estimulo floral nesta espécie (BERNIER et al., 1977}

Os maiores drenos para citocininas s3c as partes
meristeméaticas ou com crescimento potencial, que também sdo
centros primé&rios de producidc de citocininas, estas também
causam mobilizagioc de metabdlitos bara a area tratada, criando
novas relagdes fonte e drenc e mantendc a sintese de Aacidos

nucleicos e proteinas (MOORE, 1979).
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GERHAUSER &  BOPP (1990a), estudaram a degradacéao

metabdlica de [YCIKI e [YC16-BA no musgo Funaria hygrometrica
& encontraram que ¢ principal produto do catabolismo da KI foli
a adenina e do catabolismo do 6-BA foi a adenocsina, além de
que, © 6-BA, embora em niveis inferiores, permaneceu constante
por mais tempo do que a Ki, 1ndicando que a via metabélica de
ambos ©s hormdnios é diferente. Isto, em funcdo de que a
cinetina oxidase gquebra a cadeia lateral da KI, surgindoe a
adenina como produto primdrio, enguanto gue, © 6-BA naoc &
substrato desta enzima, tendoc efeito residual mais prolongado
GERHAUSER & BOPP (199%0b). A adenina & seus derivados sao
fregiientemente reportados comc o maior grupo de metabdlitos de
4, ZR, 1P e 1PA em plantas superiores e seu metabolismo pode
ser atribulde a citocinina oxidase (LETHAM & PALNI, 1983).
Desta forma, em S. x luteus provavelmente o metabolisme de 6-BA
seja diferente do de KI, de maneira similar a Funaria. O 6-BA
permanecendc por mais tempo no tecido, além de eventualmente
acelerar a antese floral pode ter também ocasionadc o aborto
das estruturas florais, ao passoc gue, a KI sendo mais
rapldamente metabolizada, acelera a antese floral, respondendo
ac aumento na freqgliéncia de aplicacdo, sem dano floral.

A atividade citocininica detectada nos extratos
provenientes tanto de folhas de piantas sob DC como de bhotdes
florais de plantas no inicic dos tratamentos, sob DL e DC ¢ a
resposta das plantas acelerando a antese floral com a aplicacdo

de KI foram as evidéncias de que citocininas enddgenas estariam
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envolwvidas no processo. Entre as quatro citocininas analisadas
{(Z, ZR, 1P e iPA) somente o iP e iPA foram detectadas, podendo
outras bases livres, ribosideos ou ribotideos estarem
envolvidas, pois, Ccs O-glicosideos & N-glicosideos sdo
rovavelmente formas inativas ou de drmazenamento, enguanto gue
as bases livres, ribosideos e nucleotideos 330 formas
prontamente interconversiveis e estiao provavelmente intimamente
assocliadas com a acgic citocininica (LETHAM & PALNI, 1983).
Segundo MOCRE (1979} as reagfes metabdlicas descritas parz as
citocininas envolvem glicosilacdo, tiometilagdo, clivagem da
cadeia lateral e guebra do anel purinice, contudo o iPA & uma
das citocininas mais ativas.

N3o se pode correlacionar a atividade citocininica dos
bicensaios com cada uma ou o conjunto das <c¢itocininas
analisadas, vistc que, néao necessariamente as citocininas
ativas no Dbiocensaio corresponderlam as dosadas por HPLC e
ELISA. Poils, segundo LETHAM & PALNT (1983) foram identificadas
em plantas 28 citocininas naturais na forma livre, gque wvariam
desde as quase inativas a as altamente ativas. As citocininas
dosadas foram as de facil acesso comercial.

Para a dosagem analitica das bases citocininicas (Z, 12}
@ seus ribosideos (ZR, iPA) por HPLC, se faz necessaria uma
adequada separacio prévia dos padrdes. Esta separacdc também &
fundamental no ensaio imuncenzimatico, em fungdo da diferente
porcentagem de reacgdo cruzada entre os ribesideos e as bases

livres correspondentes,
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Uma adequada Separagdo de citecininas do tipe Z (Z e ZR)
e do tipe 1P (iP e iPA) por EPLC foi obtida por ANDERSEN & KEMP
(1979) usando=-se como fase mével MeOH:4gua, uma coluna
pubendapack C18 e fluxo de 0,3mL.min">. Nestas condicdes a ZR foi
eluida antes da 2z, de forma inversa ao obtido no presente
trabalho, entretanto, iPA eluiu antes do que iP, da mesma forma
gque em nossa pesguisa.

O fato das citocininas do tipo Z eluirem juntas (tempo de
retengdo (TR}  entre 32,5 e 35,0min) e posteriormente as
citocininas do tipo iP, relativamente apolares, também eluirem
juntas (TR entre 48,5 e 50,5min} facilita a coleta manual
destas fragdes para posterior anidlise.

A ordem de eluicido das citocininas na coluna Sephasil C18
sugere gque estas ndo estariam sendo eluidas exclusivamente pelo
macanismo de fase reversa, pols, mesmo com a mistura binidria
MeOH:agua a Z elul primeiro que a forma ribosidica (ZR), em
principic mals polar; porém, nas citocininas do tipo iP que
eluiram no final do gradiente, com maior porcentagem de MeOH na
fase mdvel, o iPA eluiu primeiro do que a base correspondente
(iP). HOLLAND et al. {18978), trabalhando com extrates de folhas
de feijao, obtiveram boa Separagao de citocininas, conseguindo
eluir primeirc a forma ribosidica tantc de Z como de iP, usando
como fase mével MeOH:4gua a pH proximo de 5, coluna hichrosorb

RP-8 (10mm) e fluxo de 1,3-1,4mL.min"t.
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Quando ©s padrdes foram eluidos com MeOH:agua &cida (0,5%
de aciddo acético) cobteve se uma Separagdo eficiente tanto das
citocininas do tipo Z quanto das do tipo 1P, ao contrario do
preconizado por HORGAN & KRAMERS {1979), tornando evidente o
efeito do pH em lonizar as bases e seus correspondentes
ribosi deos.

Pelas andlises por HPLC constatou-se que as gquantidades de
iP foram semelhantes entre os extratos de folhas e entre os
extrat cs de botdes florais, embora maiores em folhas de que em
botdes florais nos trds tratamentos fotoperiddices. Nas dosagens
por ELISA, verificou-se uma diminuigdc significativa de 1P nas
folhas das plantas scb DC en relagdoc as plantas no inicio dos
tratamentos, enquanto que nos extratos de botdes florais as
quantidades de iP se equivaleram nos trés tratamentos.

Embora ndo se tenha constatado diferenga significativa
entre OS extratos de folhas de plantas nas dosagens feitas por
ELISA para 1PA, cbservou-se uma tendéncia decrescente entre o
extrato de folhas de plantas no inicio dos Ttratamentos, o extrato
de folhas de plantas sob DL e o de piantas em DC. Esta tendéncia
fol verificada nas andlises por HPLC. Necs eaxtratos de botdes
florais, constatou-se uma diminuigdo significativa de iPA no
extrato de botdes florais de plantas em DL em relagdo ao extrato
de botdes florais de plantas no inicio dos tratamentos e aoc de
plantas sob DC, também de forma semelhante ao observadoe nas

dosagens por HPLC.
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SOTTA et al. (1987) dosaram citocininas do tipo 72 e do
tipo 1P por ELISA em extratos metandlicos de folhas de fumo e
constataram gue a reprodutibilidade do método, assim como, as
variag¢des inter e intra ensaioc nao passaram de 5%, contudo, a
purificacido dos extratos per HPLC e o uso de vidraria
silanizada foram pré-requisitos para uma determinacic acurada
dos niveis destes horménios. Somente 1P e iPA  foram
significativamente detectados nos extratos de folhas de fumo.

Apesar de ndo ter resultados das citocininas do tipo 2 por
ELISA, fol observado pelas anilises per HPLC gue as citocininas
do tipo 1P foram mais abundantes do que as citocininas do tipo Z,
tanto em folhas como em botdes florais. Fm extrates de plantas
floridas geralmente 72 e ZR sio as citocininas predominantes
(KOSHIMIZU & TWAMURA, 1986) . Interconversdes entre as
citocininas, como transhidreclizagdo das citocininas do tipo iP a
citocininas do tipo 7, que s3c comuns em plantas superiores
(MACGAW et al., 1984), poderiam ocorrer durante o desenvolvimento
do botdo floral em 5. % luteus.

As interconversdes entre as bases livres e ©s ribosideos
exigiriam que as anidlises fossem simultaneas ou gue os extratos
fossem tratados enzimaticamente para manter as proporgdes de
cada uma das citocininas entre uma analise e ocutra. Como as
analises ndo foram simult@neas, os extratos podem ter scofrido
metabolizacic, Justificando-se assim, as diferencas nas

analises por HPLC e ELISA.
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VAN STADEN & WAREING (1972} verificaram uma diminuigdo
acentuada nos niveis de citocininas na fracdo butandlica de
extratos de folhas de Xanthium strumarium quando as plantas foram
transferidas para DL ou submetidas ao tratamento de NI, sugerindo
gue © decréscimo em citocinlinas seja um efeltc fotoperiddico
verdadelro. Também observaram gue as citocininas presentes nas
partes de crescimento ativo estdc na forma de bases e/ou
ribosideocs e nas folhas maduras havia altas concentragdes de

ribotideos.

Em Bougainvillea “San Diego Red” VAN STADEN & DIMALLA
{1980) wverificaram uma diminuicio nos niveis de c¢itocininas
ocasionada pelos ciclos fotoindutives, sendc que, o pico de
atividade que c¢o-elulu com 7, teve a sua atividade marcadamente

diminuida sob DC.

Comparando as inflorescéncias de plantas de tomate cv. King
Plus cultivadas sob condicdes favoraveis (DL (Z20h) e 20W.m™2) e
adversas (DC (Bh) e 12W.m™%), o nivel de citcocininas diminuiu
drasticamente nas inflorescéncias das plantas scob condig¢des
adversas, sugerindo que as c¢itocininas desempenham um papel
importante no desenvolvimento de estadios reprodutivos iniciails

destz espécie (LECNARD & KINET , 1982).

Em andlises de Z, ZR, 1P e 1PA feitas por ELISA em
Chenopodium rubrum (PDC) e em C. murale (PDL) MACHACKOVA &

KREKULE (1991) wverificaram que o© nivel de citocininas &
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controlado pelo fotoperiode, diminuinde no periodo de escurc e
aumentando no pericdo de luz. 0O padrdo de flutuacic estaria
acoplado com o regime que induz o florescimento na PDC e com o
regime que mantém as plantas vegetativas na PDL, © gue tornaria
dificil estabelecer correlacdes entre as flutuagdes nes niveis de
citocininas e a inducao fotoperiédica do florescimento.

LUKASZEWSKA et al. {1994) dosaram citocininas do tipo Z e
do tipo 1P por ELISA enm pétalas de rosa e contrariamente ao
resultadoe do bicensaio, os dados de ELISA mostraram gue as
citocininas do tipo iP foram mais abundantes do gue as do tipo Z.

Durante © processo de diferenciacido floral em Pseudotsuga
menziesili as mudangas em  1iPA parecem ser independentes do
florescimento, enquanto que, a quantidade de ip foi
sistemat icamente relacionada com a iniciagdo de flores femininas.
A aplicagdo de iP também fol associada com 0 florescimento de
flores femininas (IMBAULT et al., 1988).

Também em Pseudosutga menziesii as cltocininas do tipo Z
estavam em niveis baixos, tendo sido detectados niveis altos de
1P nos ramos das Aarvores floridas. A suspensdc na atividade
radicular, que interrompe a hidroxilagdo do iP a citocininas do
tipo Z, resultou no actmulo de ip no botdo terminal (PILATE et

al., 1990).

VAN STADEN et al. (1990) verificaram que o [H]iP foi
rapidamente transportado para todas as partes da flor em cravos

de corte e que se transformou, entre ocutros compostos, em Z e
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DHZ, indicando ¢ grau de hidroxilacdo, o que contribuiria Dara a

eficié&ncia do iP.

Uma diminuicgdo significativa de iP em folhas de plantas de
S. X Jluteus sob DC pode estar sendo estimulada por uma taxa de
transporte mais ativa na forma de iPA para o botdc floral, o gue
por sua vez estimularia uma maior velocidade de antese floral sob

DC.

Pelos dados apresentados e discutidos no presente trabalho
fica muito bem caracterizado o comportamento fotoperiddico de 5.
x luteus tanto para a inducd&o quanto para ¢ desenvolvimento
floral. Também ¢é evidente a participacio de substancias
reguladoras do crescimento no desenvolvimento do botdo floral do
nibrido, principalmente de citocininas; pois fol obtida resposta
na aplicagdo do horménio e a sua participagdo no processc foi
detectada por bicensaios 2 anilises por HPLC e ELISA., O inibider
do desenvolvimento floral presente na fracgdc 4cida, que poderia
ser AIA, ABA ou ambos, indica que a velocidade de antese floral
sob condi¢des fotoperiédicas opostas estaria controlada pela
interacdo citocininas-inibidor. Contudo, os dados referentes as
determinag¢des dos niveis enddgenos de hormdénios ndoc  s30

conclusivos, podende servir de base para estudos futuros.
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