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I - INTRODUCAO

O estudo da floracédo ¢ de grande importancia por ser o
primeiro passo para a reproducdo sexuada nas plantas, tendo
sido feitas wvarias investigagdes visando principalmente o
conhecimento de como acontece a inducao floral. ’

Desde o comeco do século, importantes descobertas foram
feitas, particularmente envolvendo 0 fotoperiodismo e a
vernalizacédo, sendo que a maior parte das pesquisas sobre
floracao, envolvem, até hoje, este tipo de plantas (EVANS, 1969;
SCHWARE, 1971, VAN DE POL, 1972; ZEEVAART, 1976; SALISBURY,
1981).

Antes da I1° Guerra Mundial, levantou-se a hipotese da
existéncia de um horménio responsavel pela floracéo, O
"florigeno”. Este conceite foi amplamente dijifundido e aceito
como uma teoria para o controle da iniciacao floral (CHAILAKHYAN,
19685 . outras hipdoteses surgiram sobre a existéncia de
substancias indutoras da floragao como por exemplo o sistema
antesina-giberelina (CHAILAKHYAN, 1975). Porém nao se conseguiu
isolar ou identificar um hormdnio especifico para a floracao,
nao se tendo ainda idéia da sua natureza quimica. Com a
introdugéo de técnicas mais refinadas de investigagao, tornou-
seclaro que o processo da floragdo ¢ muito complexo, envolvendo
varios passos interrelacionados, éom influéncias de fatores

tanto de origem exXterna como interna. Desta forma, fica dificil
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acreditar que um 86 horménio seria responsavel pela iniciacao
floral (BERNIER et al., 1981>

CHARLES-EDWARDS (1883, propds um meodélo para a floracao
baseado em substancias qgue ocorrem normalmenie em plantas, que
naos sac especificas para este processo. |

Quando o apice recebe o estimule floral, iniciam-se
alteracdes mérfoiégicaﬁ para a producado de o6rgaos florais. Para
ocorrer a iniciacg&o floral no meristema, este primeiramente
se alarga. existindo trabalhos gue mostram uma relacado do tamanho
do apice e o inicio da formacao de uma inflorescéncia (HORRIDGE
& COCKSHULL, 1979>. Ocorre uma profunda estimulacao da taxa
de divisdo celular nas zonas periféricas e centrais do meristema
apical (FRANCIS & LYNDON, 1979). Em muitos casos, ondas mitéoticas
se tornam sincronizadas, sendo detectadas por um aumento
da taxa de sintese de DNA. Em Sinapis, duas ondas mitoéticas
foram detectadas durante a transicao floral: uma asscociada com
a sincronizacéo e a outra com a iniciacao floral (ZEEVAART,
1962; FRANCIS, 1981,

Em certos genes envolvidos com a filoracdo ocorre uma de-
repressaoc, levando & formacao de novos RNAS mensageiros e,
consequentemente de novas proteinas. Estes estudos foram feitos
com a aplicacac de antibidticos especificos na inibicaon de RNA
¢ de proteinas e tambeéem, por observag¢des histoguimicas no apice
(BERNIEK, 1971). Fol demonstrado que mudancas na composicao
protéica do meristema sao essencias para a transicao floral,
porém nao se sabe’ 0 controle destas mudancas. Outro fator é
o aumento da atividade de varias enzimas hidroliticas e

possivelmente de certas sequéncias de DNA, alterando as



aropriedades da membrana (BONNER & ZEEVAART., 1962; MITRA & SEN,
1966; BERNIER et al., 1981).

Um fator importante para a iniciacac floral ¢ a modificagao
do nivel de carboidratos ou do seu metabolismo npas regiodes
meristematicas. Estas t(ransformacgdes podem fazer parte de um
necani smo de disparo para O desenvolvimento Freprodutivo
{HAVELANGE & BEQNIER, 19853 ; BODSON, 14984, Em observagoes dos

teores de carboidratos solQvels e amido nas folhas e gemas de

plantas de Sinapis alba em transicido da fase vegetaltiva para

reprodutiva, BODSON (1977) sugeriu poder existir uma correlacao
entre este compostos e a floragao?.

Em um grande namero de espécies, a floragao ocorre em
um determinado fotoperiodo ou apos um periodo de vernalizacao.
No entanto, em muitas outras espéclies, a floragéo parece ser
determinada, primariamente, por alguns mecanismos internos.
Esta transic¢aoc parece ser maiéﬂum fendmeno geral na planta,
desde que ocorrem mudancas progressivas durante 0
desenvolvimento, como diferencas morfologicas sucessivas nos
orgaocs. Como exemplo, as mudangas na forma e no tamanho das
folhas. Estas mudangas podem ser afetadas por fatores
ambientais, mas nao dependem deste fatores (WAREING & PHILLIPS,
1982Y. Em plantas indiferentes ao fotoperiodo, sugere-se gque
a idade da planta controlaria primeiramente a iniciacao floral

(AKSENOVA et al., 1980), Porém pouco se sabe a respeito do tipo

de inducdo gue levaria a iniciacgace floral em uma determinada
idade. LANG (1984), sugere qgue plantas nado fotoperiodicas Ja

possuenm uma substancia promotora para a floracao,
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independentemente do tratamento fotoperi6dico. Esta substancia
pode ser translocada, atraveées de enxertia, para plantas da mesma
especie, do mesmo género, da mesma familia ou para plantas
taxonomicamente distantes e ainda para plantas de diferente
comportamento fotoperiédico, sendo gque & Gnica limitaciao é o
enxerto ser bem sucedido.

Uma condicado basica e essencial para gque ocorram os
processos normals de desenvolvimento de uma planta, € que todos
05 Sseus Orééos estejam em ativa interacéo (AKSENOVA et al.,
1980). Segundo DOSTAL (1967), o crescimento corretativo & o
resultado das interagdes entre as varias partes da planta. Estas
interactes aumentam conforme a planta se desenvolve e 08 novos
Orgdos sao formados. Assim, todos os 6rgaos interagindo governam
o desenvolvimento de novos 0Orgaos e estes, por sua vez, formam
novos fatores gue irao influenciar outra parte da planta.

A maior parte dos estudos realizados para o esclarecimento
da influéncia de diferentes o60rgéaos na iniciacao floral, foram
feitos com plantas fotoperiddicas. Nestas plantas, a fotoinducao
ocorre  principalmente nas folhas, que com influéncia dos
diferentes orgaos, transformam e transportam este estimulo para
08 meristemas caulinares onde ocorre a iniciacdo floral (VINCE-
PRUE, 1975; BERNIER et al.. 1981).

Entre o0s mecanismos internos que controlam a floracao
em plantas nao fotoperiddicas e indiferentes a vernalizacao,
estao as substancias de crescimento. A acdo dos horménios de
crescimento na floracao, apesar de bastante estudada, ndo esta

totalmente elucidada. Esta acdo varia de espécie para espécie,
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sendo entdo dificil de se estabelecefy padrdes gerais para
cada substancia de crescimento.

As auxinas parecem implicadas na transicéao floral. Sugere-
se que elas tenham acgdoco em alguns eventos: da evocagao, Como
por exemplo: iniciagao precoce das gemas axilares e alteracgoes
na filotaxia, podendo também estar envolvidas na proliferacéo
celuiar. A acao da auxina € grandemente dependente de varios
fatores gque podem ter influéncia positiva ou inibitOria’ na
floracao (BERNIER et al., 1981). Em plantas de dias curtos,
as auxinas frequentemente tém efeifo inibitério, como &€ 0 Ccaso
de Pharbitis e Xanthium. Sugere-se que este efeito seja por
interferéncia na translocacdo de indutores de floracgao para
o apice (SALISBURY, 1955; 0GAWA & ZEEVAART, 1967>. Em plantas
de dias longos, a aplicacao de auxina pode aumentar a resposta
para floracdo como ocorre em Lolium. O modo de agao neste casos
ainda ndao foi elucidado (LIVERMAN & LANG, 1956; LANG, 1965).No

entanto, a aplicagaoc desta substancia de crescimento da uma

arande variacaoc de respostas, como € 0 case de Cestrum nocturnum

e Kalanchoe rotundifolia, duas espécies de dias longos-curtos.

Em condicoes indutoras, as auxinas inibem a floracéo na primeira
espécie e promovem a floragdo na segunda espéecie (SILVA &
RESENDE, 1?56; SACHS, 1969). Em algumas espécies a acao de
auxinas ¢ dependente da concentracao usada, sendo promotora
em baixas concentragdes ou inibitoria em altas doses, como @

3] Cas0 de s0ja e de Hyoscvamus. A inibicao om altas

concentracgdes, geralmente, niac ¢ devida a uma acao especifica

na floracao,mas a uma inibicdo geral do crescimento (BERNIER,



t al.. 1981). HOAD et al. (1987) d}:scu'.t'én{:qﬁez"éﬁiings'{"ém" altas
concentragdes no apice vegetative de algumas éspécies, iniﬁeﬁ
a floracdo e que necessitaria de uma dininuicdo destes niveis
enddgenos de auxina, ou por aclo de peroxidases ou quebra da
dominancia apical, para que este apice se diferencie em floral.
Muitas. evidéncias mostram gue as giberelinas estéo
envolvidas na transicio floral em muitas espécies. Fncontram-
se na bibliografia exemplos tanto de promocido como de inibicao
da floragho, pela acido deste grupo de substéncias. Elas podem
promover a iniciagdo floral de plantas de dias longos como €

0 caso de Chryvsanthemum morifolium (PHARIS, 1972), ou pode inibi-

la, como é o0 caso de Lemna gibba (CLELAND & BRIGGS, 1969). As
giberelinas também podem promover a iniciacgao floral em plantas

de dias curtos, como ¢ 0 caso de Crespis parviflora (MICHNIEWIEZ

& LANG, 1962), ou inibi-la, como em Lemna paucicostata (GRUPTA

& MAHESHWARI, 1970). Porém o efeito mais geral das giberelinas,
¢ a promocao da floracao, em condig¢des niaoc indutoras, em plantas
de dias longos. Sugere-se que a agao deste grupo de substancias,
seja dependente de varios fatores da planta, como presenca e
auséncia de certos genes e o estaddio de desenvolvimento . Em
muitas especies, apesar da capacidade das giberelinas induzirem
a floragao, elas podem causar wvarias mudancgas associadas com
a transicio floral: liberacdoc precoce dos meristemas axilares
da dominancia apical, mudan¢as na filotaxia ou na forma das
folhas, etc (SUGE, 1966; COHEN, 1976; GUARDIOCLA, 1982: XAREGE,
1982) . ’

Conhece-se desde © final do século passado o'efeito do
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etileno na inducac floral de abacaxi (Ananas comosus) (ABELES,

1973). Mais tarde observou-se gue auxinas e analogos de etileno,
como propileno, tinham o mesmo efelito (DE FOSSARD, 19730 . Um
conhecido liberador de etileno, o acido Z- cloroetilfosfoénico
ACEPA), ou mesmo © gas etileno, promoveu a inicliacao floral
em plantas nao fotoperiddicas como  por exemplo, em alguns
membros das Bromeliaceae (BURG & BURG, 1966; COOKE & RANDALL,
1968). ’

As citocininas podem estar envolvidas no contrele da
iniciacao floral. Podem ter um efeito promotor, como em Wolffia

microscopica e Lemna paucicostata (VENKATARAMAN, et 1., 1970;

GUPTA & MAHESHWARI, 1970). Este hormdonioco tambeém pode inibir

a floragéo como em Chryvsanthemum (PHARIS, 1972). A acao das

citocininas depende da concentracio usada, do local de aplicacao,
da presenca de outros reguladores de crescimento e dos niveis
de carhoidratos presentes. Seu papel pode ser o de controlar
mitoses, pode estar associada com a sincronizacgéo da divisdo
celular e iniciacao precoce dos meristemas axilares (BESNARD
& WIBAUT, 1981; LEONARD, 1982).

0 acido abscisico parece nao determinar a iniciacao filoral,
mas sugere-se que pode participar em algumas espécies e
circunstancias na transfcormaciao dos meristemas. Nac existem
evidéncias so6bre seu papel na evocacido. Em algumas espécies

fotoperioadicas como Chenopodium rubrum, Pharbitis nil e Ribes

nigrum, pode promover a florac¢do (EL-ANTABLY & WAREING, 1966;

KRFEKULE & KOHLI, 1981) ou inibir como em Sipnapis alba e Kalanchoe

blossfeldiana (SCHWABE, 1972; KINET et al., 1975).




Desde a década de 60, se tém evidéncias do envolvimento
das substancias fentlicas na floraciéo. Um dos primeiros estudos
com estas substancias, fol realizado por PAULET (in BERNIER
et al., 1981) com Cichorium, duando se coécluiu que © acido
p-cumarico e o acido clorogénico tém acédo promotora na floracao,
nao se observando este efeito com o acide cafeéico, ferulico
e Chiquimicé. Mails tarde, CLELAND & AJAMI (1974) observaram
que a seiva contida em afideos que visitam Xanthium em estadio
floral ou vegetativo, contém substancias ativas na floracao
de Lemna em condicdes ndo indutoras. Neste trabalho esta
substancia foi identificada como o 4&cido salicilico. KUMAR &

NANDA (1981) observaram que a aplicacgidc do acido salicilico,

tinha efeito promotor na floracdo de Impatiens balsamina. 0Os

autores verificaram que a agao deste fendl €& analoga a do acido

giberélico. Em Lemna paucicostata o efeito do acido salicilico

¢ dependente do fotoperfiodo utilizado (CLELAND & TANAKA, 1981).
outros trabalhos com Lemnaceae demonstraram o efeito do acido
salicilico na floracdo (CLELAND et al., 1982;. O papel dos fenois
na evocacdo ainda nao € clarc. Acredita-se que por interferirem
em processos metabbtlicos como por exemplo, na fosforilacao
oxidativa, seu efeito na floracao seja de regulador encrgético
(BERNIER et al..,1981>. 0s fenois também estiao envolvidos no
metabolismo de AIA, podendo desviar o curso deste processo

biogquimico formando indédis decarboxilados (GRAMBOW & LANGENBECEK-

SCHWICH, 1983).

8 objetivo deste trabalho e verificar as alteracdes

ocorridas nos &pices de Phaseclus vulgaris L. cv Goiano Precoce.



gquando da transicao floral, bem como determinar guando ocorre
esta transic¢io. Pretende-se também determinar a época da inducao
floral,relacionando-a com possiveis alterag@‘es metabdlicas nos
apices desta espécie. O cultivar em questéo_néo e fotoperiddico
nem responde a tratamentos de frio para floracao, dai a
imnportancia deste estudo, uma vez qgue, pouco se sabe sobre a

transicao floral em espécies com estas caracteristicas.



11 - MATERIAL E METODOS

I1 -~ 1. Material Biologico

Foram utilizadas sementes de Phasegolus vulgaris L. cVv.

Ggoiano Precoce, fornecidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas.

1T - 2. Germinaco e Crescimento

As sementes foram embebidas em papel de filtro enrolado
e umedecido com agua destilada. Estes rolos foram colocadoeos
em frascos com agua destilada e deixados por 24 horas em camaras
de crescimento a 20°C. Apds este periodo os tegumentos das
sementes foram retirados e os tratamentos foram realizados.

Estas sementes foram transferidas para bande jas com
vermiculite umedecida agua destilada em céamaras de crescimento

com luz continua a 20°C.

IT - 3. Ana&lise dos apices

0Os apices principais foram observados em microscopio
estereoscoOpico com aumento de 40 vezes e determinados os estadios
de desenvolvimento até a iniciacdo floral. Fol contado também,
o numerc de primérdios de folhas trifolicoladas formado ate a

transformacdo do apice de vegetativo para floral.
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determinados também em micrescépio de wvarredura, operado a 3
Kv. Secgdoes de 2 mm de apices de plantas com diferentes idades
foram observadas em ME a fresco, isto €, sem nenhuma cobertura
metalica, obtendo-se assim fotografias dos diferenies estadios
de desenvolvimento (figura 1 e 2. Na figura 1-A (plantas com
3 diasy, pode-se observar o domo apical e a presenca de estipulas
laterais qué se diferenciam dos primordios de folha trifoliolada
por serem menos espessas. Na figura 1-B (plantas com 2 dias)
nota~-se, ao lado do domo, a formagao do primérdios de folha
trifoliolada (ift), com uma protuberancia central (foliclo media-
no) e uma protuberancia lateral (um dos foliolos laterais).
No lado oposto deste foliolo, pode-se observar o foliolo mediano
(m> do 2° primdérdio de folha trifolioloda, sendo que um dos
foliolos laterais desta folha, esta recoberto por uma estipula.
Na figura 1-C, esta representado o domo apical e em primeiro
plano, a ponta do foliolé mediano de folha trifoliolada. Apices.
com estas caracteristicas, foram considerados em estadio vegeta-
tivo.

Na figura 2 estao representados os estadios considerados
fiorais. Na figura 2-A, observévse o domo central e na sua
base, duas saliéncias opostas que s8o0 l1lniciagtes florais. Elas
se diferenciam do primérdio de folha trifoliolada por serem
arredondadas (plantas com 7 dias). Na figura 2-B, observa-se
a sequéncia de desenvolvimento das iniciacdes florais, nido se
podendo mais distinguir o domo apical, pois estas iniciagdes
atingem a forma e a dimensido do domo observado na figura 2-A

(plantas Ccom 9 dias). Nesta figura pode-se observar 8]



FIGURA 1- Fotografias obtidas em microscopio eletronico de varredu-
ra operado a 3kv, de apices em estadio vegetativo.
A- aumento de 235 vezes (plantas com 3 dias’;
B~ aumento de 215 vezes (plantas com 2 dias);
C- aumento de 540 vezes (plantas com 2 dias)
d- domo apical
e- estipula
ft- primoérdio de folha trifoliolada
m- foliolo mediano

ift- iniciacdo do primérdio de folha trifoliolada



FIGURA 27

Fo&ogféfias ggtidas; em microscopio eletrodnico de varre-
duraf operado a 3kv, de apices em estadio floral.

A- aumento de 240 vezes ( plantas com 7 dias);

B- aumento de 210 vezes,es (plantas com 9 dias);

C- aumento de de 520 (plantas com 9 dias).

e- estipula

ft- primordio de folha trifoliolada

if- iniciacao floral

gl- gema lateral



desenvolvimento de uma gema lateral (gl) ainda em estadio
vegetativo. Na figura 2-C, esta representado um aumento maior
da figura 2-B.

Foram medidos por meio de transferidor, os angulos formados
entre o centro do domo apical e o centro do primerdio de folha
ou flores, nas fotografias obtidas em microscoépio eletrénico
de varredura;

A antese foi verificada em plantas crescidas em - luz
continua, a 20°C, sendo que um lote foi regado com agua destilada
e o outro com solugdo nutritiva (HOAGLAND & ARNON, 1938), a
partir do 9° dia apdés a embebicido. Nestas plantas foi contado
0 numero de folhas trifolioladas expandidas por ocasiao da

primeira antese.

IT - 4. Remocao de OHrgaos

Nos experimentos onde foram retirados os cotilédones ou
folhas primarias, a remogao foi realizada apos 24 horas de
embebicao das sementes.

Testou-se também a remocao de primordios de folhas
trifolioladas que foram retiradas com auxilio de bisturi =sob
microscopio estereoscopico. Paralelamente em un lote de
plantulas, provocou-se uma injaria na regifo apical, com o
auxilio de bisturi e sob microscopio estereoscopico, com o
cuidado de nao se atingir o domo. Esta injuria foi realizada
na regiao onde, no outro lote, foi removido o primordio de folha

trifoliolada.
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Quando se testou o efeito da raiz principal na iniciacao

floral, plantulas apos 4 dias da embebicdo das sementes, foram

colocadas em vidros com capacidade de 50 ml com solucgac nutritiva

(HOAGILAND & ARNON, 1938). A raiz principal foi cortada na regiaoc

do colio, sendo gue as novas ralzes formadas, foram retiradas

diariamente. Para a verificacao do efeito das raizes
adventiciasépés 24  horas de embehicio, as sementes, foram

colocadas em vermiculite, em camaras de crescimento, e as raizes

adventicias foram retiradas a partir do 4° dia da embebicao.

I1 - 5. aplicacac de substancias de crescimento

As substancias de crescimento foram aplicadas em plantulas

com 3 dias gpos a embebicao, com ou sem o priméordio da primeira
retirado um dos cotilédones

folha trifoliolada, sendo também

€ as duas folhas primarias. As aplicag¢des foram feitas na regiao

apical, por meio de micropipeta de 10ul. Para garantir a

permanéncia da gota aplicada no apice, estes foram envolvidos

bor um pegueno chumaco de algoddao. Estas plantas foram

transferidas para bandejas com vermiculite umedecidas com agua

destilada e mantidas em camaras de crescimento com luz continua

a 20°¢C.

AS substancias de crescimentoc aplicadas foram: acideo indol
. -2 -3 s A

3 acéticao {AIA>Y em solucdc de 10 e 10 ™M; acido salicilico

em solucao de 10 °M: acido caféico em solucio de 10“3M; acido

Ccumarico em solucao de 10—3M; acido 2,3,5 triiodo benzdico (TIBAD

em solucgaéo de 10“&M; acido giberélico {GAB) em solucao de



10”33«1; acido abscisico (ABA) em

Ja 10 %M.

-3
10 "M:cinetina em solucaoc de

S01lucdo de 10_3M e etrel em solucao de 10

Il - 6. Extracao e dosagem de proteinas scluveils

Foram realizadas extracdes de proteinas de apices de plantas

com 2, 3, 4, 5, B e 7 dias apos a embebicaoc das sementes. Para

isto, utilizaram-se os 2 mm apicais, sendo removidas as folhas

Primarias. o método de extracac usado seguiu o descrito por

BRADFORD (1976). Cerca de 50 mg de tecido em 5 ml de metanol,

cloroférmio e agua na proporgdo de 12:5:3 wv/v (MCW)», foram

Macerados em aparelho tipo Polvtron acoplado a um ultrassonicador

Kinematjcg. Em seguida este extrato foi centrifugado em

temperatura ambiente por S minutos a 1400 ¢g. O precipitado foi

extr‘aido 3 verzes com 1 ml de hidroxido de s0dio (NaOH?» g,1 N.

A esta solucdo adicionaram-se 3 ml de acido tricloroacéetico

a 10z, ADPOS a centri fugagéo por 5 minutOE‘: & 1400 g, Separou-—

S€ O precipitado que foi ressuspendido com 1 ml de hidroxido

de so6dio a 0,1 N. uUma aliquota de 0,1 ml deste extrato foi

adicionado a 5 ml de reagente.
O reagente foi preparado utilizando-se 100 mg de “Coomassie

Brillant piue” 250 (Sigma>» em 50 ml de etanol a 95% e 100 ml

de acido ortofosforico a 85%. A esta solucao adicionou-se agua

destiladg ateé completar 1 litro.

Utilizou-se como padrao soroalbumina bovina-BSA (Sigma)

Has concentracbes de 1: O.8:; 0,6; 0,4 e 0,2 mg/ml. bestas

Solugdes retirou-se uma aliquota de 0,1 ml e adicicnou-se a



5 ml de reagente.

As leituras foram feitas em espectrofotdmetro a 595 nm,
cerca de 20 minutos depocois de se ter colocado os padrdoes ou
0s exiratos no reagente.

Tanto nos extratos come nos  padroes, foram feitas 3

repefticdes para cada dia ou concentracio.
11 - 7. Extracgao e dosagem de aclUcares soluveis totais *

A extracdc de carboidratos e aglcares soluveis foil feita
segundo adaptag¢gdes dos métodos de SHANNON (1968), BIELESKI &
TURNER (1966) e Mc CREADY et al. (1950). Cerca de 50 mg de apices
principais (2 mm apicais) de plantas de 3, 4 ou 7 dias apos
a embebigio das sementes, foram macerados e homogeneizados em
A ml de MCW, por meio de aparelho tipo Polvtron acoplado a um
ultrassonicador Kinematica. Esta solucao fol centrifugada por
5 minutos, considerando-se o© sobrenadante como extrato de
aclucares solaveis em agua. O extrato de carboidratos ftotails
foi conseguido guando a solucgao fol homogeneizada e nio
centrifugada.

Nestes eXtratos foram adiciconados 1 ml de cloroformio e
1,5 ml de agua para a separacao dos lipideos e pigmentos,em
funil de separacgao. Da fase aquosa superior, foi retirada uma
aliquota de G,1 ml gaue foi diluida em 0,9ml1 de agua destilada.
A esta sclugéo adicionou-se 2 ml de reagente de Antrona, segundo

o metodo de YEMM & WILLIS (1954) . Como padrao, para a leitura

dos aglcares solaveis em agua, utilizou-se solucédo de glicose
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nas concentracodes de 20, 40, 60, 80 ¢ 100 ug/ml. Para as leituras
dos carboidratos totais, wutilizou-se como padrio, socolucao de
glicose nas concentrag¢des de 80, 100, 120, 140, 160 e 200 pg/ml.

Para a preparacao de reagente, utilizou-se 20 mg de antrona
(Sigma) adicionados a 0,5 ml de agua destilada e 10 m}l de &acido
sulfarico (H2304> 95% .

A soluééo final, isto €&, reagente com padrdo ou extrato,
foi agitada e aquecida por 3 minutos a 100°C, em banho-maria.
Foram feitas 3 repeti¢des para cada extrato ou padrao.

As leituras foram realizadas em espectrofotémetro a 620

nm.

I1 - 8. EXtracgao, dosagem e identificagac de substancias

fendlicas

IT - 8.1. Extracaoc

As extrac¢des de substancias fendlicas realizadas, seguiram
o método de SWAIN & HILLIS (1959) e HARBORNE (1974) com algumas
modificacdes,

Cerca de 90 mg de &apices (2 mm apicais) de plantas com
2, 3, 4, 5, 6 e 7 dias apdts a embebicao das sementes, foram
colocados em 10 ml de etanol a 95%. Cada uma desta solucdes
foli colocada em uma baldo de vidro acoplado a um condensador.
0 baldao foi colocado em uma manta aquecedora, mantida a 70°C,
durante 2 horas, conseguindo-se assim o extrato brutb, que

continha as substancias fenolicas. Apos este periocdo, deixou-



se o extrato esfriar, e o volume final foi reduzido para 2 ou
5 m}, por meio de evaporacao a pressido reduzida, a 38°C, para

a realizacao dos ensaios quantitativos.
I - 8.2. Quantificacido de substancias fenélicas

Nos ensalios para a guantificacéo de substiancias fendlicas,
a um volume de 0,25 ml de extrato fendlico ou solucao paéréa,
foram adicionados 3,25 ml de agua destilada e 0,25 ml de reagente
para fendis "Folin Ciocaulteau” (BDH Chemical). A solucgaédo foli
agitada e depois de 3 minutos foram adicionado 0,5 m! de solugao
saturada de carbonato de so6dico (A.0.A.C., 1955). Depois de uma
hora, foi feita a leitura em espectrofotdmetrc a 725 nm.

Foram feitas 3 repeticdHhes para cada idade e para cada
concentragds da solugao padrao. Como padrio utilizaram-se
solucdes etanélicas de acido salicilico nas concentragdes de

1,62; 16,2; 162 e 1620 pg/ml.
I1 - 8.3. Caracterizacdo de substancias fendlicas

A caracterizacg8o de substancias fenotlicas foi feita por
cromatografia de camada delgada em placas de vidro de 20 por
20 cm com celulose, com 0,3 mm de espessura.

Em alguns casos, o0 volume fipnal de extrato foi reduzido
para 1 ml, por meic de evaporador sob pressiao reduzida, a 38°C.
Uma aligquota de 250 ;1 deste extrato, foi aplicada na placa

de celulose, gue foi corrida bidimensionalmente, utilizando-
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se 2 sistemas de solventes: butanol, acido acético e agua (6:1:2
v/v) na primeira direcdo e &cido acético 2% na segunda direcao
(SETKEL, 1962; EGGER, 1969, MAZZAFERA, 1987). Foram usadas 2
placas para cada extrato,' Apds a secagem, as placas foram
colocadas s0b luz ultra violeta, quando as manchas observadas
foram delimitadas. Estas manchas foram eluidas para a
determinacido do espectro de ahsorcac. A celulose da placa na
regiadoc das manchas em questaoc foi raspada e colocada em tubos
de ensaio com 1ml de etanol 75%. A solugdo foi agitada e
centrifugada a 352 g em temperatura ambiente, durante 5 minutos
e o sobrenadante utilizado. Este processo foi repetido por 2
vezes. O sobrenadante foli colocado em evaporador rotatério a
38°C até secar e ressuspendido em 0,5 ml ou 0,25 ml de agua
destilada. O espéctro de absorcado dos eluatos foi realizado
por meio de espectrofotdémetro na faixa do ultra violeta.

IT -~ 8.4. Atividade das substancias fenolicas

Quando foi testada a atividade de eluatos fenélico na
iniciacao floral, aplicaram-se o0s mesmos em plantulas com 3
dias apds a embebicao das sementes, seguindo-se o método descrito
para substancias reguladoras de crescimento. As aplicacdes foram
realizadas no inicio e no final do 3° dia. As observacoes da
iniciacdo floral foram feitas no B° dia apos a embebicio das

sementes.

IT - 9. Extracio e analise de AIA e secus metabolitos



11 - 9.1. Aplicacao de AlA radioativo

50 plantulas com 2 ou 3 dias apds a embebicdo das sementes,
onde foi removido um dos cotilédones, foram postas para crescer
em placas de Petri com 2 folhas de papel de filtro umedecido
com agua desti]ada“ Em suas regides apicails, foram aplicados
com micropipeta, 5ul de solucéo em metanol e agua 1:1 de &acido
3 indol aceético marcado com Carbono 14 no Carbono 27 da cddeia
lateral da molécula. A atividade especifica do Ala radioativo
era de Txloz dpm.ngul. Depois de 6 horas da aplicacag, foram

feitos extratos destas plantulas.
I'T - 9.2. Extragéo e fracionamento

ApOs as 6 horas de incubaglo com © [2’—IAC]AIA, as plantulas
foram colocadas em 30 ml de metanol e 5 mM dg antioxidante,
acido dietil-ditiocarbamico (ERNSTSEN et al., 1987), seguindo-
se o método de extracaoco de auxinas descrito por SANDBERG et
al. (in RIVIER & CROZIER, 1987). 0s extratos metantdlicos foram
filtrados em floc, o volume reduzido até secar em evaporador
sob pressao reduzida a 37°C. 0 extrato foi ressuspendido e
tampao fosfato pH 7.5 e esta solucdo fol fraciconada 3 vezes
com 100 mi de acetato de etila. A fragado em acetato de etila
foi reduzida até secar em evaporador sob pressac reduzida (37°C)
(fracgao neutray. A fragao aquosa foi adicionado
polivinilpolipirrolidona (PVP) e apds a adicdao procedeu-se A

filtragem. © pH do filtrade foi ajustado para 3 com acido



sulfurico 50%. Esta solucao foi fracionada 3+30 ml! com acetato
de etila.A fracdo em acetato de etila foi reduzida até secar

em evaporador sob baixa pressiao a 37°C (fracido acida).

Il - 9.3, Cromatografia liguida de alta precisao (HPLC)

0 Ala e seus metabolitos presentes nas fracdes neutras
¢ Acidas obtidas como descrito acima, foram anaiisadoé por
(HPLC), tendo como detector um monitor de radiocatividade. A
coluna utilizada (Shandon) foi de ODS Hvpersil 5 um, com 250
mm de comprimento por 5 mm de diametro. Como solvente, utilizou-
se um gradiente de metanol e agua, variando de 20 a 60% de
metanol em 25 minutos, sendo bombeado através da coluna a 1
ml.minwl (bombas Altex 332). As amostras foram injetadas na
coluna por uma valvula injetora Altex 210. O eluido da coluna
era misturado com <cintilador e analisado em monitor de
radicatividade LXB 1208 Betacord (MONTEIRO et al., 1988). Estas
analises foram realizadas pelo Dr. A. Crozier, na Universidade

de Glasgow.

IT - 10. Analise estatistica deos resultados

0s valores de absorbancia obtidos nos ensaios de profeinas,
carboidratos e fenédis, foram relacionados com os dos padroes
pelo calculo de correlacao e regressio. Nestes resultados Foram
considerados ¢ peso inicial do tecido ou o mnumero de Aapices

utilizados, bem como as diluicdes realizadas ao longo dos
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processos de extracao, sendo os dados expressos em relacao a
mg de tecido ou por apice.

Todos o0s resultados foram analisados estatisticamente pelo
teste ¥, sendo calculada a diferenga minima, significativa (DM3)
a 5% pela teste Tukey, quando o F foi significative (PIMENTEL-
GOMES, 1984 ).

Nas tabelas, o0s valores seguidos pela mesma letra, nao

di ferem entre si significativamente.
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11 - RESULTADOS

111 - 1. Experimentos pre}}minares

111 - 1.1. Efeito de luz na iniciacao floral

Para verificar se a iniciacao floral € afetada pela luz,
testou-se o desenvolvimento de plantas tanto hna 1uz como no
escuro. Pelos resultados apresentados na tabela 1, wverifica-
se gue ndo houve diferengas significativas tanto nos estadios
de desenvolvimento como no numero de primérdios de folhas
trifolioladas, entre as plantas crescidas em escuro continuo
e plantas crescidas na luz. No 7° e 8° dias apds a embebigdo,

todas as plantas estavam em estadio floral.

111 - 1.2. Efeito de sclucao nutritiva

Quando se verificou o efeito da aplicagdo de solugao
nutritiva na primeira antese da inflorescéncia apical (tab.2),
observou-se gque o nlamere de folhas trifoliocladas expandidas
foi maior nas plantas gue receberam solucdo nutritiva do que
nas plantas mantidas em agua destilada. Porém, o dia em que

ocorreu esta antese foi o mesmo para os dois tratamentos.

III - 2. Efeito da remocao de o61gios

A partir dos resultados apresentados na tabela 3, observa-
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TABELA 1 - Efeito do escuro e iuz continues na iniciacgao floral

de plantas de Phaseolus vulgaris L.. f-apices em estadio

floral.
Estadios de Numero de primordio
desenvolvimento de folhas trifolioladas
LUZ ESCURO LUz ESCIURO
dias
T f f 3,4 3,2
8° f f 4,0 4,0

TABELA 2 - Efeito de solugdo nutritiva no numero de folhas
trifolioladas expandidas, por ocasiiao da primeira antese

da inflorescéncia apical em plantas de Phaseolus

vulgaris L.
Plantas 1 2 3 4 5
Tratamento
solucio
nutritiva 3 A 4 4 ¥y

Agua 1 1 1 1 1



se qgue a retirada de um dos cotilédones ap6s 24 horas de
embebicdo das sementes, nao alterou a iniciacac floral. Verifica-
se também que naoc houve diferencas significativas no nimero
de primordios de folhas trifeolioladas entre as plantas tratadas
e as controle.

Na mesma ocasiace verificou-se ¢ efeito da remocdo dos dois
cotilédones -na iniciagao floral. Como resultado obteve-se uma
deficiéncia geral no desenvolvimeto das plantas em relacac ao
controle. Desta forma, a verificacao de qualquer efeit; na
iniciacao floral ficou comprometida.

Nos experimentos realizados para a verificagado do efeito
da remocaco das folhas primarias na transicao floral, nac foram
encontradas diferencas significativas entre as plantas tratadas
e as controle, tanto nos estadios de desenvolvimento como no
namero de primérdios de folhas trifolioladas (tab.4).

Quando foram retiradas as folhas primarias em plantas com
um cotilédone, verifica-se que nao houve diferencas
significativas entre as plantas controle (sem cotilédone?, e
as plantas tratadas (tab.5). Comparando-se estes dados com o©
controle apresentado na tabela 4 (plantas intactas), nao se
observam diferengas estatisticamente significativas.

A partir dos dados apresentados na tabela 6, verifica-se
que a retirada das folhas primarias e do primérdioco da primeira
folha trifoliolada no 3° dia apos a embebicao, provocou um atraso
de wm dia na iniciagac floral. Nota-se também um aumento
estatisticamente significative no numero de folhas trifolioladas

nas plantas tratadas, no tltimoc dia de observacao.
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TABELA 3 -Efeito da remocdo de um cotilédone na iniciagao floral
em plantas de Phasecolus vulgaris L. .v-apices em estadio
vegetativo; f-apices em estadio floral.

Estadios de Numero de priméordios

desenvolvimento de folhags trifolioladas

CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
dias

7° v v 3,6 3,0

8° f f 4,0 4,0

TABELA 4 -Efeito da retirada das duas folhas primarias na
iniciacao floral em plantas de Phaseolus vulgaris
L. v-apices em estadio vegetativo; f-apices em estadio
floral.

Estadios de Nimero de primérdios

desenvolvimento de folhas trifolioladas

CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
dias

Be v v 3,2 3,0



TABELA 5 - Efeito da remocéo das duas folhas primarias na

iniciacao floral em plantas de Phaseolus vulgaris L.

com um cotilédone. v-apices em estadio vegetativo;

f-apices em estadio floral.

Estadios de Namero de primordios
desenvolvimento de folhas trifolioladas
CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
dias
6° v v 3,0 3,0

-7° f T 3,9 4,2




TABELA 6

~ Efeito da remocdo das folhas primarias e do priméordio
da primeira folha trifoliolada, retirada no 3° dia
apdos a embebiciéo, na iniciacado floral de Phaseolus

vulgaris L. v-apices vegetativos; f- &pices florais.

Estadios de Numeroc de primérdios

desenvolvimento de folhas trifolioladas

“

iniciadas

CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
v v 3,8a 3,48
f Y 3,8a 4, 6a
t f 4 ,0a 5,00
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Nesta ocasidao, em um lote de plantas sem folhas primarias,
fol provocada uma injuria na regiao apical.,préxima da primeira
folha trifoliolada, simulando a injaria gue teria sido causada
pela remocdo da folha 1irifolioclada, nao se obtendo diferencas
no desenvolvimento destes apices em relacdo as plantas intactas
{dados nao apresentados).

Anaiisaﬁd0wse os dados apresentados na tabela 7, verifica-
se gue a remocao das folhas primarias, de um dos cotilédones
e da primeira folha trifoliclada, provocou um atraso de dois
dias na iniciacao floral. Observa-se também, gue no 9° dia de
analise, as plantas tratadas apresentaram um numero de primérdios
de folhas trifolioladas significativamente maior do que as
controle.

Com base nos resultados apresentados na tabela 8, verifica-
se que a remogdo de um cotiledone e da primeira folha
trifoliolada no 6° dia ap0os a embebicdo, n&o afetou a transicao
floral, nem o numerc de priméordios de folhas trifolioladas em
relacao ao controle (plantas intactas).

Na tabela 9. observa-se que a remogac das folhas primarias
e da primeira folha trifoliolada no 4°,5° e 6° dias apos a
embebicao, nao afetou a iniciacao floral, n&o alterando tambem
o numero de primérdios de folhas trifolioladas, guando se compara
com as plantas controle (intactas). Nos dias anteriores ao 7°
dia, em todos os tratamentos, o8 apices estavam vegetativos
e com igual nimerc de primordios de folha trifoliolada (dados
niao apresentados).

De acdOrde com o0s resultados apresentados na tabela 10,



TABEILA 7 - Efeito da remociao das folhas primarias, um cotilédone
e primeira folha trifoliolada, no 3° dia ap6s a embebi-
cdo, na iniciacac floral de plantas de Phaseolus

vulgaris. v-apices vegetativos; f-éapices florais.

Estadios de Numero de primordios

desenvolvimento de folhas trifolioladas

iniciadas

CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
7 f Y 3,84 4,0a
8 f v 3,64 4,28




TABELA 8

- Efeito da remocgao

30,

dia apds a embebicdo, de

um cotilédone e da primeira folha trifoliolada na

transicac floral em plantas de Phaseolus vulgaris L.

f-apices filorais.

dias

10°

Estadios de

desenvolvimento

Namero de primédios
de folhas trifolioladas

iniciadas

CONTROLE TRATADO CONTROLE TRATADO
f f 4,0 4,0
f f 4,0 4,0




TABELA 9

3%.

~ Efeito da remog¢éo das folhas priméarias e da primeira
folha trifoliolada na iniciacdo floral de Phaseolus

vulgaris L., com 4 (Trat.1>, 5 (Trat.2) e 6 {(Trat.3)

apos a embebicao das sementes. f-apices florais.

Estadios de Nuamero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolioladas

iniciadas

dias 7° 107 i 10°
CONT . f f 4,0 4,0
TRAT. 1 f f 4,0 H,0
TRAT .2 f ¥ 4y O 4,0
TRAT .3 f f 4,0 4,0




TaBELA 10

- Efeito da remogédo das folhas primarias e do primérdio
da 1° folha trifoliolada no 23° dia (Trat.1) e do primor-
dio da 1° folha trifoliolada (3° dia) e da 2° folha
trifoliolada (4° dia) (Trat.2). v-apices vegetativos;

f-apices florais.

Estadios de Numero de primordios
desenvolvimento de folhas trifolioladas

iniciadas

dias 7 8° a° 7° g° g9°

CONT . f f ¥ 3,6a 4, 0a 4, 0a
TRAT.1 ™ AV £ f 4, 0a 5, 0b 5,0b
TRAT. 2 \Y \Y f 4, 0a 4,68 6,0b
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a retirada da primeira folha trifoliolada e das folhas primarias
ng 3° dia, provocou um atraso de um dia na transicao floral,
e o estadio floral foi atingido com maior ngmero de primordios
de feolhas trifolioladas em relagao ao conﬁrale. Quando Tforam
retiradas as folhas primarias e a primeira e segunda folhas
trifolioladas, houve um atraso de dois dias na iniciacaoc floral,
sende que o estadio floral foi atingido com um maior numero
de folhas trifoliclas. Neste experimento também foi retfrado
o primérdio da terceira folha trifoliclada e as folhas primarias,
0 que resultou num decréscimo no desenvolvimento geral da planta
(dados nao apresentadoes).

Como mostram o0s dados apresentados na tabela 11, a remocdo
das raizes adventicias nao afetou a iniciagéo floral, niao
alterando também o numero de primoérdios de folhas trifolioladas
em relacéo ac controle.

Analisando-se o efeito da remogiAo da raiz principal na
iniciacdo floral (tab.12), verificou-se gue nido houve diferencas
significativas entre as plantas tratadas e as controle, nos
estadios de desenvolvimento e no numero de primordios de folhas

trifolioladas.
11T ~-3. Efeito de substancias de c¢rescimento

A aplicacao do acido indol 3 acético (AIA) na concentracao
-2 . e .
de 10 "M, provocou alteractes morfologicas nos apices, ficando
impossivel, pelas técnicas utilizadas, determinar os estadios

de desenvolvimento (tab.13>. Quando o AIA foi aplicado na
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TABELA 11 - Efeito da remogiao das raizes adventiceas na iniciacgao

fioral em plantas de Phaseolus viulgaris L. v-apices

vegetativos; f-apices florais.

Estadios de Namero de primordios
desenvolvimento de folhas trifolioladas
CONTROLE TRATADC CONTROLE TRATADO
dias
5° \Y \Y 3,0 3,0
6° f ¥F A,0D 4,0
TABELA 12 -~ Efeito da remocdo da raiz principal na iniciagao
floral de Phaseolus vulgaris L. v-apices vegetativos;
f-apices florais.
Estadios de Namero de priméordios
desenvolvimentio de folhas trifolioladas
iniciadas
CONTROLE TRATADO CONTROILE TRATADO
dias
6° A% \% 3,0 2,5
A f f 4,0 3,6




TABELA 13 - Efeito do acido indol 3 acético em solugdo a

107%M e a IOmBM, na iniciacao floral em plantas de

Phaseolus vulgaris L., com (py ou sem (8 o primodrdio

da primeira folha trifoliolada. f-apices florais.

Estadios de Numero de primérdiés
desenvolvimento de folhas trifolioladas
P s P 5
CONTROLE f f 4,08 5,0b

AIAC10 “M)

AIACIO oMY f £ 5,0b 5. 2b

¥
*
*
*

¥ — apices com alteragdes morfolégicas.



concentracao de 1O~BM nao houve alteragdes nos estadios de
desenvolvimento em relacao ao controle. Nas plantas intactas
(py tratadas com AlA a 1Oﬁ3M, houve a formagéo.de um malor numero
de primordios de folhas trifeolioladas do que nas plantas intactas
sem o tratamento de AIA (controle). Esta diferenca niAc ocaorreu
nas plantas em ggue se removeu o0 primordio da primeira folha
trifoliolada (tab.13).

Analisando-se o0s dados apresentados na tabela 14, quando
se testou o efeito de &cido salicilico na iniciacao floral,
verifica-se que nao houve diferengas entre os estadios de
desenvolvimento nas plantas tratadas e controle. Também nao
houve diferencas em relacdo ao numero de primérdios de folhas
trifolioladas entre plantas fratadas e controle, quando intactas
(p). Nas plantas tratadas e sem o primordio da primeira folha
trifolicolada (s), o nimerc de primordies fol menor que nas

)

plantas st controle (sem o primérdio da primeira folha

trifolioladay. No entanto, foi obhservade que o pumero de

priméordios das plantas "s" tratadas, fol igual ao das plantas
com 0 primordio da primeira folha trifoliolada.

0s dados apresentados na tabela 1%, mostraram gue no 8°
dia apdés a embebicao, apenas as plantas tratadas com AlA e sem
o primordio da primeira folha trifoliclada estavam em estadio
vegetativo. Estas plantas apresentavam um menor nuamero de
primordios que as plantas intactas e também tratadas com AIA.
No tratamento com acido salicilico, as plantas "s", apresentaram

um menor numero de primérdios que as plantas s do

controle.Quando se aplicou acido salicilico Jjuntamente com AlA,
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TABELA 14 - Efeito do acido salicilico na iniciacgao floral em

plantas de Phaseolus vulgaris L., com (p) ou sem (s)

¢ primoéordio da primeira folha trifeoliolada. f-apices

florais.

Estadios de Namero de primérdios

desenvolvimento de folhas trifolioladas

iniciadas
P 5 ol s

CONTROLE f f 4,048 5,0b
TRATADAS f f 4 ,0a 3.,6a
DMS (Tukey) 0,5

cv (coeficiente de variacio) 3,0%
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TABELA 15 - Efeito do acido salicilico a 10°°M e do acido
indol 3 acético na iniciacao floral em plantas de
Phaseoplus vulgaris L., com (p) ou sem (8) o priméordio
folhas trifoiliolada. Observagdes ‘feitas no 8° dia.
v-apices vegetativos; f-apices florais.

Estadios de Namero de primordios
desenvolvimento | de folhas trifolioldas
iniciadas
p S p s

CONTROLE f f 4,08 5,0b

A.BAL. f f 4,04 3,6a

ATIA f v 5,0b 4,08

ATA+A.SAL. f f 3, 2¢ 2,24

DMS (Tukey 5% 0,47

cv {(coef

iciente de variacao) 5,24%
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verificou-se qgue as plantas s atingiram o estadio floral com

0 menor nimero de primordios quando comparadas com 08 Oublros
tratamentos. As plantas "p" deste tratamento atingiram o estadio

floral com um namero de primérdios menor do que as plantas "p"

" "

e s do controle e das tratadas com éacido salicilico ou com
AlA iscladamente (tab.15).
Quando se testou a aclc do acido 2.,3.5 triiedo benzdice

na iniciac¢ao floral de Phaseolus vulgaris, verificou-se que,

no 8° dia apos a embebicio das sementes, as plantas tratadas
ndao atingiram o estadio floral e apresentaram um igual numero
de primordios em relacao as plantas "p" do controle (tabh.16).

Analisando-se 08 resultados apresentados na tabela 17,
verifica-se gque a aplicacdo do acido caféico a 1OM3M, nao afetou
0s estadios de desenvolvimento, nem © namero de primordios de
folhas trifolioladas, qguando comparados com o0 controle.Este
experimento foi repetide utilizando-se concentracgdes mais altas
de acido caféico, tendo sido obtido o mesmo resultado <(dados
n&o apresentados.

Na tabela 18, observa-se que a aplicacdao de cumarina a
1GA3M, nac alterou os estadios de desenvolvimento em relacéo
a0 controle, verificando-se um maior pumero de primordios nas
plantas "p" tratadas em relacac as plantas "p" controle.

A aplicacao de acido caféico Juntamente COm acido
salicilico, ndo afetou a iniciagadao floral nem o numero de
primordios, quando comparados com o controle (tab.19).

Quando se testou o efeito do acido giberélico (GA3) a

-

-3 .. A
10 M na iniclacaéo floral, verificou-se que as plantas tratadas
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TABELA 16 - Efeito do acido 2.3,5 triido benzdico (TIBA) a

10—aM na iniciagado floral de Phaseolus vulgaris L.,

com (p) ou sem (s8) o priméordioc da primeira folha trifo-

liolada. v-apices vegetativos:; f-apices florais.

Estadios de Numero de primérdios
desenvolvimento folhas trifolioladas

iniciadas

CONTROLE f f 4,0a 5.0Db

TRATADAS v v 4 ,0a h,0a
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TABELA 17 - Efeito do acido caféico a 10 SM, na iniciacao floral

Phaseolus wvulgaris L., com (p) ou sem (s8) o primérdio

da primeira folha trifolioclada. f-apices florais.

Estadios de Numero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolioladas

iniciadas

4] 5 j &) s
CONTROLE f F 4 ,0a 5,0b
TRATADAS f f 4,24 5,40
DMS (Tukey 5%} 0,57

cv {(coeficiente de variacao) 6,87%
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TABELA 18 - Efeito de cumarina a 10 “M, na iniciacao floral

de Phaseolus vulgaris L., com (p) ou sem (s) o primordio

da primeira folha trifoliolada. f-apices florais.

Estadios de Namero de primordios
desenvolvimento folhas ftrifolioladas

iniciadas

P s P 5
CONTROLE f f 4, 0a 5,0b
TRATADAS f f 5,40 5,0b
DMS (Tukey 5% a,94

cv {coeficiente de variacao) 10, 76%




TABELA 19 - Efelito do acido salicilico e do dacido caféico na
iniciacédo floral de Phaseglus vulgaris L., com ({(p>
ou sem (3) o primérdioco de folha trifoliolada. f-apices
florais.

Estadios de Nimero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolioladas
P 5 P 5

CONTROLE f f 4,04 5,0b

A. SAL. f ¥ 4,048 3,6a

A. CAF. f f 4,28 5, 4b

ALSAL L+ f f 4,08 5,0b

A.CAF.

DMS (Tukev 5% 0,47

cv {coeficiente de variacao? 5,24%
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ndo diferiram das plantas controle tanto no estadios de
desenveolvimento qguanto no namero de primordios iniciados
(tab.20). Concentragdes mais altas de GAB foram testadas e
provocaram uwn alongamento dos internts, tornando-se impossivel
a disseccao dos apices para posteriores ohservacdes.

Guandoc se aplicou cinetina nos apices, verificou-se que
nao houve diferencas nos estadios de desenvolvimento em relacao
as plantas controle. No entanto, o namero de primordios de folhas
foi menor nas plantas tratadas, guando comparadas com as plantas
controle, sendo este numero menor ainda nas plantas controle
sem primordio (tab.21).

Pelos dados apresentados na tabela 22, observa-se que nao
houve diferencas entre as plantas tratadas com acido abscisico
2 as plantas controle, tanto nos estadios de desenvelvimento,
quanto no numerce de primérdios de folhas trifolioladas formadas

nor ocasido da iniciacao floral.

11T - 5. Contetdo de substancias fendlicas

0 teor de substancias fendlicas totais fol analisado em
apices de plantas com diferentes idades. Nesta analise verificou-
se qgue, em plantas com 2 dias, a guantidade destas substancias
fol estatisticamente menor gue nas outras idades analisadas.
A partir do 3° dia esta concentracio vai crescendo até o 5°
dia, guando se analison 0% dados de Hg de substancias

fendolicas/apices. No 6° dia houve uma diminuicao destas



455

TABELA 20 - Efeito do acido giberélico (Ga,) a 1073M, na inicia-

cao floral de Phaseclus vulgaris L., com (p> ou sem

(s) o prim6rdic de folha trifoliclada. f-apices florais.

Estadios de Kamero de priméordios
desenvolvimento de folhas trifolioladas
iniciadas
P S P 5
CONTROLE f f 4,08 5,00
TRATADAS f f 4, 0a 4,60
DMS (Tukevy 5%) 0,4

cv {coeficiente de variagao) 5, 28%




TABELA 21 - Efeito de cinetina a 10-4M na iniciacao floral de

Phaseolus vulgaris L.,

com (p) ou sem (8) o primérdio

da primeira folha trifeoliolada. f-apices florais.

Estadios de

desenvolvimento

Namero de primérdios

de folhas trifolioladas

iniciadas
P 5 D 5
CONTROLE f f 4,0aA 5,0b
TRATADAS f f 3,0c 3,.6d

DMS (Tukey 5%)

cv (coeficiente de variacao)
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TABELA 22 - Efeito do acido abscisico a 10" "M na iniciacao floral

de Phaseolus vulgaris L.,

da primeira folha trifoliolada.

com (p) ou sem (8 o primdrdio

f-apices florais.

CONTROLE

TRATADAS

Estadios de

desenvolvimento

Numero de primordios
de folhas trifolioladas

iniciadas

f




substancias e no 7° dia verificou-se o maior wvalor encontrado
(tab.23). Estes resultados foram obtidos pela comparacac com
curva padrao obtida com  concentrag¢odoes conhecidas e  acideo
salicilico, com coeficiénte de regressao de 0,98.

A analise qualitativa das substancias fendlicas presentes
em apices de plantas com diferentes idades, estd representada
na forma de diagramas onde estao esquematizadas as manchas
observadas nas cromatoplacas obtidas depois do uso de 2 sistemas
de solventes, delimitadas em luz ultra-violeta. Verifica-se
gue as manchas de coloracdo azul escuro (A, azul claro (D)
e azul esverdeado (C) estéo presentes em Rfs semelhantes em
todos os extratos analisados (fig.2, 4, 5, 6, 7, 8). Com a cor
preta <(naoc florescente e apresentando absorbancia) aparece apenas
uma wmancha (B), nos extratos de éapices de plantas com 2, 3 e
4 dias de idade (fig.3, 4 e 5. Nos extratos de plantas com
5 e 6 dias de idade, foram observadas 2 manchas sendo gue o©
Rf de uma das manchas (B), coincide com o0s Rfs das idades
anteriores (fig.& e 7). Nos extratos de plantas com 8 dias de
idade, observam-se 3 manchas pretas (B, Bl e B2) (fig.8%). Duas
destas manchas (B e Bl)> coincidem com os Rfs das manchas pretas
observadas na cromatoplaca de extrato de plantas com 6 dias.

Nos experimentos para a analise da atividade dos eluatos
das manchas observadas em cromatoplacas de extratos de plantas

com diferentes idades, verificou-se que nos extratos de plantas

com 2 dias , nenhuma das manchas provocou mudangas na iniciacgao
florail em P. vulgaris, analisando-se oS estadios de

desenvolvimento € o numero de primoéordios de folhas trifolioladas



TABELA 23- Conteundo de substancias fendlicas em apices de diferen-

tes idades de plantas de Phaseolus vulgaris L. cv.

Goiano Precoce.

idade ng de subst.fen./mg de tecido ug ae subst. fen. /apice
(dias)

2 0,43a 0,031a

3 40, 20b (, 49D

4 69,90e,d 1,30c¢

5 T3,76e 2,53e

6 53, 85¢ 1, 68d

7 65,72d 2,83fF
DMS (Tukeyv 5%) 9,1 0,21
cvi{coeficiénte 6.37% 5,22%

de variacao>
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FIGURA 3 - Diagrama de cromatoplaca onde foi corrido extrato
fendlico de apices de plantas com 2 dias apods a embebi-
cido das sementes, com 2 sistemas de solventes corridos

bidimensionalmente (I e II).

A - mancha azul escura
B - mancha preta
¢ - mancha azul esverdeada

D - mancha azul claro
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FIGURA 4 - Diagrama de cromatoplaca onde foi corrido extrato
fendlico de apices de plantas com 3 dias de 1idade,
com 2 sistemas de solventes corridos bidimensionalmente

(1 e I1J.

A - mancha azul escuro
B - mancha preta
C - mancha azul esverdeado

D - mancha azul claro
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FIGURA 5 - Diagrama de cromatoplaca onde foi corrido extrato
fen6tlico de apices de plantas com 4 dias de idade,
com 2 sistemas de solventes corridos bidimensionalmente

(I e 11>,

A - mancha azul escuro
B - mancha preta
C - mancha azul esverdeadg

P - mancha azul claro
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corrido extrato

- DPilagrama de cromatoplaca onde foi
fenélico de apices de plantas com 5 dias de idade,
com 2 sistemas de solventes corridos bidimensionalmente
€1 e I1.
A ~ mancha azul escuro

e Bl - mancha preta
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FIGURA 7
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- Piagrama de cromatoplaca onde foi

corrido extrato

fenclico de apices de plantas com 6 dias de idade,

com 2 sistemas de solventes corridos bidimensionalmente

(I e T1I).

A - mancha azul
B e Bl - mancha
C - mancha azul

D - mancha azul

escuro

prete

esverdeado

cilaro
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FIGURA 8 - Diagrama de cromatoplaca onde foi corrido extrato
fenolico de apices de plantas com 8 dias de idade,
com 2 sistemas de solventes, bidimensionalmente

(1 e I1).

A - mancha azul escuro
B (1,2 e 3> - mancha preta
C - mancha azul esverdeado

D - mancha azul claro
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formado, por ocasiao da iniciacgaoc floral (tab.2z4).

Quando se verificou o efeito dos eluatos dos cromatogramas
de extratos de plantas com 2 dias, em P. vulgaris, verificou-
se que npas plantas onde fol aplicado eluato da mancha preta
(B), a iniciacac floral ocorreu quando Aapices apresentavam 3
primordios de folhas trifeliocladas (tab.2%).

Nos apices onde foram aplicados eluatos de manchas dos
cromatogramas de extratos de plantas com 4 dias, ndo se observou
efeito tanto nos estadios de desepnvolvimento guanto no namero

. cimordios de folhas trifolioladas (tab.26).

Na analise da atividade dos eluatos das manchas de
‘romatogramas de extratos de plantas com 8 dias, verificou-se
que 05 apices onde foram aplicados eluatos da mancha preta B,
tiveram sua iniciacac floral depois de formados 3 primordios
de folhas trifolioladas {(tab.27).

Na verificacao do grupo das substancias fendlicas a que
pertenceriam estas manchas pretas, fol determinado o espéctro
de absorcéo de eluatos de plantas de 5 dias, e verificou-se

gue estes eluatos apresentam um pico por volta de 210 nm (fig.9).

111 ~-6. Metabolismo de AIA

Na analise do possivel envolivimento dos fendéis no
metabolismo de auxina, em apices de P, vulgaris com diferentes
idades, verificou-se que oS compostos formados depois da
aplicacdo de auxina maréada, tanto nos extratos com pH 3,0

(fig.10A e 10B), como nos extratos com pH 7,0 (fig.10C e 10D
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TABELA 24- Efeito de eluatos das manchas da cromatoplaca de extrato

de apices de plantas com 2 dias apds a embebiclo das

sementes, na iniciagcdo floral de Phaseoclus vulgaris

L.. ¢v. Goiano Precoce. As observacgtes foram realizadas

em plantas com 7 dias de idade,. f-estadio floral.

CONT RS

MANCHA

MANCHA
MANCHA C

MANCHA B

Estadios de Numero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolioladas
f 4,0a
f 4,0a
f 4,08
f 4,0a
f 3.8a

cv (coeficiénte de variacgao) 4,1

o
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TABELA 25~ Efeito de eluatos das manchas da cromatoplaca de extrato

de apices de plantas com 3 dias de idade, na iniciacao

fioral de Phaseplus vulgaris L. o¢©v Goiano Precoce,

As observacoes foram realizadas em plantas com 7 dias

de idade. f-estadio floral.

Estadios de Nimero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolioladas

CONTROLE f 4,08

MANCHA A f 3,6a

MANCHA B il 3.0b

MANCHA C f 4,0a

MANCHA D f 3, 8a

DMS (Tukev 5%) 0,5

cv (coeficiénte de variacao) 3.2

B




TABELA 26~

Efeito de eluatos das manchas da cromatoplaca de extrato
de apices de plantas com 4 dias de idade, na iniciacao

floral de Phaseclus wvulgaris L. cov Goiano Precoce.

——

As observagtes foram realizadas em plantas com 7 dias

CONTROLE

MANCHA A

MANCHA B

MANCHA C

MANCHA D

Estadios de Namero de primérdios
desenvolvimento de folhas trifolicladas
f 4,0a
f 4,08
f 3.8a
f 4,0a
f 3,8a

cv (coeficiénte de variacéao) 4, 5%




TABELA 2Z7- Efeito de eluatos de manchas de cromatoplacas de extrato
de apices de plantas com 8 dias de idade, na iniciacéao
floral de Phaseolus vulgaris L. cv Goiano Precoce.
As observacdes foram realizadas em. plantas com 7 dias
f-estadio floral.

Estadios de Nimero de primordios
desenvolvimento de folhas trifolicladas

CONTROLE f 4,04

MANCHA A f 4,08

MANCHA Bl f 3,0b

MANCHA B2 f 3,84

MANCHA B3 f 3,8a

MANCHA C f 4 ,0a

MANCHA D f 3.8a

DMS (Tukey 5%) C,6

cv (coeficiénte de variacao) a4, 4%
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FIGURA 9 -~ Espéctro de absorcao das manchas pretas de cromatopla-

cas onde fol corrido extrato fenélico de apices de

plantas com 5 dias, crescidas na luz.



€00

Ah X
B AA
<
[
o
;....‘
<«
[
—
o
2 C
o
A
N
G l 20 35
TEMPO DE RETENGAO {(min.>
FIGURA 10 - Analise em HPLC de fase reversa, do metabolismo

de (2'W1AC]AEA em plantulas de Phaseolus vulgaris L.

cv. Goiano Precoce, com 2 dias (A e C) e 3 dias (B
e D) de idade. A e B - fracao acida; C e D - fracéao

neutra.
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apresentaram o mesmo tempo de retencac em HPLC, para as duas
idades analisadas. Nas figuras 10A e 10B, estdo representados
0s cromatogramas obtidos em HPLC, onde esta indicado o fempo
de retencédo do AlA padrio. Nestes casos, na fracdo acida dos
extratos, o AlA nao foi detectado. Nesta fracgdo foram encontrados
4 compostos menos polares gue o AIA & um composto mals polar.

Na fracéo neutra, nas duas idades analisadas, wverificou-
se a presencga de apenas um compostos gue, por estar nesta fracao,

¢ mais polar que o AIA.

I11 - 7. Conteddo de proteinas e carboidratos

Na vwverificacidoco do conteiddo de proteinas totais em apices
de plantas de P. vulgaris com diferentes ldades, detectou-se
um aumento significativo comparafdo cCom as outras idades
analisadas, em plantas com 4 dias apos a embebicao das sementes.
Este aumento fol significativo tanto guando se analisou o teor
protéico por éapice como guando este foil analisado em relacao
aoc peso do tecido (tab.28). Estes valores foram calculados a
partir de comparacdes com curva padraoc obtida com concentracbes
conhecidas de soro albumina bovina cujo coeficiénte de regressaoc
era de 0,99.

Quando foi analisado o teor de acucares soluveis em apices
de plantas com diferentes idades, verificou-se dque, em plantas
com 4 dias, houve um aumento significativo em relacioc as outras
idades analisadas (tab.29).

Quanto as extragdes realizadas para verificacido do contetdo



TABELA 28~ Conteudo de proteinas totais em apices de diferentes

idades de plantas de

Phasecolus vulgaris L.cv Goilano

Precoce.

idade pvg de proteina/mg de tecido g de proteina/apice
(dias>

2 23.,67a 2,.1a

3 24,0248 2,68

4 32,92b 3,40

7 24 ,5H7a 2.,2a
DMS (Tukev 5%) 5,93 0,59
cv (coeficiénte 8,7% 8,8%

de variacao?
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TABELA 29~ Conteudoe de aclacares soluveis, em Aapices de

diferentes idades de plantas de Phaseolus volgaris

L.. ¢v Goiano Precoce,

idade ug de polissac./mg de tecido uwg de polissac. /apice
{(dias)
3 300, 76a 4,19a
% 521,660 15,.81b
7 381, 64C 10,31c¢
DMS (Tukeyv 5% 73,41 0,8
cv (coeficiénte 7. 5% 6, 4%

de variacao)
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de carboidrateos totais em apices de diferentes idades, observou-
se um aumento significativo no 3% e 4° dias, qguando comparados
com as outras idades, nas apalises feltas em relacgido aoc nunero
de apices. No teor de carboidratos totais em relacdc ao peso
de tecido, wverificou-se uma diminuicao significativa a partir
do 3° «ddia de idade, sendo gue estes teores foram iguais no 6°
e 7° dias de idade (tab.30). Estes resultados foram calculados
com base na curva padriao de concentractes conhecidas de glicose,

cujo coeficiénte de regressao foi de 0.99.

117 - 8.Analise morfoldgica de apices

Nas figuras 11 e 12 estao representados, por meio de
fotografias obtidas em microscopio eletrénico de varredura,
apices em estadios vegetativos e florais. Pela analise destas
figuras,. verifica-se que o0 angulo divergente nio foil alterado
pela transformacao do apice vegetative em floral, sendo de
170°{(&4Y entre o centro do domo apical e 0 ceniro dos primordios

de folhas ou de flores.
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TABELA 30~ Contendo de carboidratos totals em apices de diferentes

idades de plantas de Phaseolus vulgaris L.cv Goiano

Precoce,

idade uag de carboid. /mg de tecido g de carboid. fapice
Cedias)
2 299, 15cC 8,5a
3 320, 50cC 15,1ib
4 237 ,80b 15, 00
6 131, 90a 6,1a
7 140, 90a 7,48
DMS (Tukey 5% 55,41 2,5
cv (coeficiénte 7.6% 8, 3%

de variacao)




FIGURA
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varre
dio v

A e B

pft -

d - d

Fotografias obtidas em microscopio eletronico de
dura operado a 3 Kv. de apices de plantas em esta-
egetativo.

- aumento de 210 vezes; C - aumento de 600 vezes.

primérdio de folha trifoliolada

omo apical



FIGURA 12 - Fotografia obtida em microscépio eletrénico de

varredura operado a 3 Kv, de ébices em estadio floral.

A e B - aumento de 210 vezes; C - aumento de 240 vezes.

pft - priméordio de folha trifolilada
d - domo apical
if - primérdio floral

a4 - angulo divergente



IV - DISCUSSAQ

Em algumas variedades de Phaseolus vuluaris, a iniciacdo

floral se da em estadios de desenvolvimento bastante precoces.
Ng varitedade "Mont D'Or Golden Butter”, plantas com 4 ou 5
primordios de folhas trifelicoladas ja apresentam o Aapice
transformadoe em floral (PEREIRA, 1978). Na variledade “Canadian

1"

wonder"” este fendmeno ocorre por volta do 6% dia apds o plantio
(MURRAY, 1968).

No CaS0 do cultivar Goiano Precoce a iniciacao
floralocorreu por volia do 7° dia apds a embebicgidc das sementes,
Este cultivar naoc é& fotoperidadico. A iniciacdo floral ocorreu
igualmente em plantas crescidas na luz € no escurce continuos.
Este fato deixa claro que a iniciacao floral, nesta espécie,
independe também da fotossintese, haja wvistoc que, plantas
totalmente aclorofiladas, crescidas desde a germinacao das
sementes em escure continuo, tiveram a iniciacdo floral no 7°
dia e com 4 primérdios de folhas trifolioladas.

O estudo do efeito da nutricdo mineral na floracao,
tem mostrado gque um balanco de nutrientes minerais € necessario
para gque ela ocorra (SIMMONDS, 1982 ). Segundo  BERNIER et
al.{1481», a nutricao mineral! ftem uma importancia secundaria
na florggéo, tendo um efeito modulador neste fepndmeno. Em P
vulgaris, notou-se qgue ¢ uso de solucdo nutritiva, nao afetou
o desenvolvimenio da inflorescéncia e a antese. No entanto,
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iniciacao fioral, apresentaram um  maior numero e folhas
trifolicladas expandidas qguando ocorreu a primeira antese.
Sabendo-se gue a iniciacao Floral ocorre depois que o meristema
formou 4 primordios de folhas trifolioladas, acredita-se que
a nutrigac wmineral acelera o desenvolvimentos destas folhas,
quando comparada com as plantas regadas com agua destilada.

Os cotilédones 330 considerados como a principal fonte
de metaboélitos para uma planta em crescimento. No entanto,
verificou-se que eles devem armazenar outro tipo de substancias
necessarias para o crescimento, uma  vez  que, embrides de

Phaseolus viulgaris sem cotllédones tiveram seu crescimgento

limitado, mesmo em cultura com meio nutricienal completo
(MONNIER, 1978). Sabendo-se que a iniciacao floral em P. vulgari:
cv  Goiano Precoce ¢ independente de estimulo luminoso, da
fotossintese e ocorre tdo cedo, levantou-se a hipotese de gue
0os cotilédones poderiam estar envolvidos na inducac floral desta
espécie. Nos experimentos onde os 2 cotilédones foram retirados,
o desenvolvimento geral da planta fol grandemente afetado, sendo
gue, o uso de solucdo nutritiva ndo substituiu a auséncia dos
cotilédones, concordando com MONNIER (1978 . Este fato
impossibilitou a analise, nestas condigdes, uma vez que, nao
se poderia justificar um efeito especifico na iniciacao floral,
Jja gue todo o desenvolvimento da planta fol afetada.
A remocio de um dos cotilédones nac afetou a transicao floral.
Varios trabalhos, realizados com plantas fotoperio6dicas,
indicam que as folhas tém um importante papel na percepgac do

estimulo luminoso e na transmissao da inducdo floral para os
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meristemas (VINCE-PRUE, 1975, BERNIER ef al., 1881). Entretanto
em plantas nao fotoperiddicas o papel das folhas na iniciagao
floral, ainda nao esta esclarecido.

0O ecrescimento correlativo £ o resultado das interachHes
entre as varias partes da planta (DOSTAL, 19672, Assim, HADDAD
& VALTO (1984), verificaram que a remocao das folhas primarias
em pilantas de P, vulgaris cov Golaneo Precoce, provoca uma reducao
do alongamento caulinar. Este efelito parece ser devido a fatores
hormonais (VALIO & SCHWABE, 1978). Buscou-se entdo, um possivel
envolvimento das folhas primarias desta espécie na inducdo
floral. No entanto, a retirada destes oOrgaos em plantulas, npao
afetou a iniciacao floral, concluindo-se que as folhas primarias
provavelmente ndo participam diretamente da induciac floral.

A remocao das folhas primarias e de um dos cotilédones
atrasou a antese e reduziu o namero de flores em plantas de
P. wvulgaris cv "Meont D'Or Golden Butter” (PEREIRA, 1981). A
autora sugere gque este atraso pode ocorrer tambem na
transformachc do apice de wvegetative para floral. Entretanto,
este nac €& o0 case noe cov Goiano Precoce pois nao se verificou
efeito na iniciagaoc floral, com a remocgaoc destes Orgaocs.

Em algumas plantas fotoperiodicas a remocac de
primordios de folhas tem efeito inibitério na iniciacéo floral
(1.AM & 1.EOPOLD, 1960 ; BERNIER et al., 1981 ). No  presente
trabalho, verificou-se que & retirada da primeira folha
trifoliolada além das folhas primarias e de um dos cotilédones,
no 3° dia de embebicaoc, provecou um atraso na iniciacao floral,

atraso este confirmado pela formacao de um numero maior de folhas
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trifolioladas. FEstes fatos poderiam ser  jJustificados como  um
efeito promotfor do primérdio na iniciagae fleoral, ou um efeito
conjunte de cotilédones, folhas primarias e priméordios de folhas
trifolioladas. Uma outra explicacéo poderia . ser dada com bDhase
na injaria provocada na realdo apical. Sabe-se gue @ indaria
provocada em tecidos de plantas, provocra um aumento na producdo
de etileno no oOrgdo afetado (ADELES, 1973). No epntanto, guando
se  provocaram lesdes na regido apical de P, vulgaris, sem a
remocio de primordios de folhas trifolioladas, néao houve gtraso
nem aceleracao da iniciacdo floral. Isto e confirmado pelo fato
de a aplicacao de etrel nac provocar efeiteo algum na Iniciacgao
floral desta espécie (dados naéoc apresentados).

Na tentativa de se wverificar um efeito conjunto de
cotilédones, folhas primarias e primordios de folhas
trifolioladas, experimentou-se a remocao destes Orgaos, mantendo
as folhas primarias. No entanto, este tipo de remogac, s0 poderia
ser feito em plantas com mails de 6 dias, uma vez que, em idades
anteriores, as folhas primarias recobriam a regiao apical. Isto
impossibilitava a remocao do primérdic de folha trifoliolada,
sem @ retirada das primarias. Como ndo houve efelto na iniciacgao
floral, testou-se a remocao do primordioc de folha ftrifeoliolada
e das folhas primarias, manfendo-se o0s cotileéedones, tratamentos
este gue nao foram efetivos na iniciacdo floral., No epntanto,
todos estes Cratamentos foram realizados em plantas com mais
de 2 dias de idade. Quando estas remocgdes foram realizadas em
plantas com 3 dias de idade, reftirando-se sucessivamente o8

primordios de folhas trifolicladas formados, verificou-se qgue,
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para qgue a iniclacao ocorresse, sempre teria gue ser formado
mais um primérdio de folha trifoliolada, substituinde aguele(s)
removido(s). Estes fatos reforgam a hipdtese de gue a presenca
de um ntmero minimoe de primordios (4) de folhas trifolioladas
& necessario estar presente para que a iniclacdo floral ocorra
nesta espécie. Conpcluil-se também, qgue a inducadao floral ocorre
ate o 3% dia aptés a embebicio das sementes, Jja que depois desta
idade, nado se consegue mals reverter o processo de iniciacao
floral.

ASs raizes, tanto a primaria guanto as adventiclas,
nao devem estar envolvidas na iniciacdéo floral desta espécie,
uma vez que a remocdo delas nao provocou efeito neste processo.

Segundo SHARDE & MURASHIGE (1977), os primordiocs de
folhas representam grande fonte de producio de auxina. Suspelitou-
se epntio do envolvimento deste hormdénio na iniciacdo floral
da espécie estudada. A aplicacao de Ala a 10#2M fol alta,
provocando alteracdes nos primordios de folhas trifeliocoladas,
impedindo o desenvolvimento deste apices. Este tipo de anomalia

em folhas de Phaseolus, ja fol descrito por PEREIRA (19795,

. N e -3
pela aplicacao de 2,4-D em apices. A concentracac de 10 ™M,

proveocou um atraso na iniciacdo floral em plantas intactas,

ndo tendo efeito em plantas sem o primordio da primeira folha

trifoliolada. Acredita-se entao, gue as auxinas podem estar
envolvidas na iniciacgido floral desta espécie, mas gue talvez

este efeito seja dependente de outras substancias produzidas
nos primordios.

Para maior elucidacao, testou-82 o efeito do TIBA,
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conhecida substancia antagonista de auxina, por inibir S
transiocacido deste hormdnio na planta. Sabe-se também gue ©
TIBA diminue o0s niveis endégenos de auxina, por aumentar a

atividade de Ala-oxidase (KUMAR & NANDA, 1881b). A aplicagao

.

de TIBA a 10 jM, provocou um atraso na diferenciacio florail,
pois até o 8° dia apds a embebicdo das sementes, 08 apices nao
estavan =31 estadio floral. Desta forma foi reforcado O
envolvimento de auxinas na iniciagao floral, tendo-se em vista
gque este hormdnio & produzido em regides apicals, e gue o TIBA
inibe a transiocacéo desta substancia de crescimento.
Concentracoes maiores que 10 °M de TIBA, provocaram uma intensa
modificacdo nos apices, efeito este ja descrito por GORTER (1951)
em apices de tomateiro.

Em algumas plantas, sabe-se que a oxidagdo de AlA
favorece a floracao. Esta oxidagao & feita pela enzima AlA-
oxidase e algumas substancias de crescimento podem levar a uma
aumento da atividade ou da guantidade desta enzima, I1nduzindo
assim, indiretamente a floracao (KUMAR & NANDA, 18981). Os fenodis
parecem estar envolvidos no aumento da oxidacdo enzimatica de
auxinas. Desde de gue as auxinas estejam envolvidas no processo
da floracao, ¢ Iinteressante examinar o efeito de fendéis neste
processo (BERNIER 2t al., 1981).

Segundo KONISHI & GALSTON (1964), a inducéo floral

em Pharbits nil, segue-se a uma queda de inibidor fendlico e

um aumento de AlaA-oxidase (in KUMAE & NANDA, 1981). Em lmpatiens
balsamina o éacido s=salicilico induz a iniciacao floratl ©m

condighes npao indutoras (NANDA et al., 1976). No presente



FET

trabalho, observou-se qgue o acido salicilico acelerou a floracao
significativamente, apenas em plantas sem o primordio da primeira
folha trifoliolada. Logo, a aplicaciéo de acido salicilico parece
ter substituido a auséncia do primérdioc, uma vez que néao houve
diferenca entre o numnerco de primordios de folhas destas plantas
'e o das plantas com primérdio do controle. Neste caso, qguando
o primordio foi mantido, o fato de nfo se ter ohservado efeito
na iniciacéao floral, sugere que a agio do acido salicilico deve
depender da acao de alguma(s) substancia{(s) endogena(s)
presente{s> neste ou no conjunto de 4 primérdios de folhas
trifolioladas, em concentragdes capazes de anular o efeito deste
fendl.

Segundo KUMAR & NANDA (1981ay, os monofendis como acido
salicilico, s&0 ativos COomo cofatores ou ativadores de
AlAoxidase. Quando © acido salicilico fol aplicado Jjunto com
ATA, onSsServou-se uma intensificacao do efeito do acido
salicilico, uma vez qgue houve promog¢ao da iniciacgdo floral tanto
nas plantas com, qguanto nas plantas sem o primdordio da primeira
folha trifeliolada. Nesta ultimas, o efeite fol mais intenso,
pois plantas com apenas dois primérdios, ja apresentavam apices
em estadio floral. Estes fatos sugerem gue deve realmente existir
acdo conjunta destas substancias de crescimento, e que esta
aciao deve depender de concentragdes enddgenas destas substincecias,
nue quando aplicadas exogenamente, se adicionam as concentracHes
enddégenas, provocande o efeito observado.

0Os difendis e os polifendis saco atives inibidores de

AlA-oXxidase, promovendo-se assim a diferenciacao floral em
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algumas espécies (NANDA & KUMAR,. 1981bh). No entanto, o acido
caféico n&o fol ativo na iniciacdo floral em P. vulgaris. A
cumarina provocou um atraso na Iniciacido floral, mas acredita-
se gue este efeito se deva a uma atraso geral no desenvolvimento
da planta, J& que as plantas tratadas eram bem menores qgue as
plantas controle.

Sabhendo-se gue o© acido salicilico pode aumentar a
atividade de aAlAoxidase e qgue 0 acido caféico pode inibir esta
enzima, ftentou-se verificar se ocorreria reversao de efeito.
Quando se aplicou estes fendis juntos, verificou-se gue a agao
0 acido saliciliceo fol revertida pelo acido cafélico. Este efeito
fornece mais indicios de que provavelmente a agaoc do acido
salicilico na iniciacéco floral de P. vulgaris, se da via
AlAoXidase.

Uma vez estabelecido o} rossivel envolvimento de
substancias fenolicas na iniciacéo floral desta espécie, partiu-
se para a investigacao do teor destas substancias em apices
de plantas com diferentes idades. Nos ensaios quantitativos
especificos para estas substancias, verificou-se uma diferenca
de resultados quando se analisaram os teores destas substancias
em relacao a mg de tecido ¢ zo numero de apices. Sugere-se gue
a variacao obhservada, deve-se a diferenca no numerc de apices
necessarios, nas diferentes idades, para atingir uma determinada
guantidade de tecido. Sabe-se qgue quanto maior a idade, menores
530 0S8 aplices, e conseguentemente, utilizou-se um maior numeroc
de apices na extracgaoc. Logo, o5 resultados expressos em relacao
ao numerc de apices,parecem refletir melhor o conteudo de
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no apice. Sendo assim, conclul-se  que ocorre um  aumento
significative no conteudo de substancias fendlicas, no dia da
indugao floral (3° dia). Estes fatos sugerem um envolvimento
destas substancias na inducgao floral, porém existe ainda, a
possibilidade deste aumento Ser uma conseqguéencia das alteragdes
metabdlicas que ocorrem normalmente em Aapices induzidos para
a floraclo.

Em wvista deste possivel envolvimento, procedeu-se a
uma série de extragdoes e cromatografias, com extratos fendlicos
de Apices de plantas com diferentes idades, para a caracterizacao
das substancias fendlicas presentes. Nestas analises deduziu-
se que, a partir do dia da indugao floral, as manchas pretas
{absorbancia) (B}, se decompunham em 2 e até 3 manchas em Rfs
proximos. Sugeriu-se que estas  substancias poderiam  ser as
responsaveis pelo efeito dos fendis na inducgic floral, uma veZz
agque as outras manchas estavam presentes em todas as  idades
analisadas, sem sofrerem modificagdes. Para a maior elucidacéao,
testou-se a atividade dos eluatos de manchas de extratos de
apices com diferentes idades. Estes testes foram realizados
em plantas com 3 dias de idade. Conclui-se que as substancias
aque tiveram acido na iniciacao floral, no caso, acelerandc este
processo, foram as gue apresentaranm manchas pretas nas
cromatoplacas, excluindo-se as dos extratos de apices de plantas
com 2 dias gue nao foram ativas.

Apenas uma das manchas pretas dos extratos de plantas
com 8 dias foli ativa (B). Provavelmente as outras manchas pretas

observadas nesta idade se jam produtos do metabolismo da



suybstancia inicial B. Sugere-se entdo, gue estas substéncias
tem efeito endogeno, acelerando a inicilacéo floral nesta especle,
relacionado com a aplicacao exdgena de acido salicilico.

Pelo espéctro de absorcao destas . substancias ativas
na itniciacao floral, sugere-se qgue elas pertengam ao grupoe (dos
fenilpropandides, gue sdo compostos gue ocorrem naturalmente
em plantas, que apresentam picos de absdrgdo na faixa do ultra
vicleta, proximos a 210 nm (HARBORNE, 1973).

Segundo GRAMBOW & LANGENBECK -SCWICH (1983, O
metabolisme de auxinas enddgenas na presenca de substancias
fenolicas, produziria indéis decarboxilados, enguanto qgue na
auséncia de fenoéis, oxindois decarboxilados se acumulariam.
Segundo estes autores, o perdxido de hidrogénio e produzido
pela acdo de oxidases, antes da degradacac do AIA pela ATA-
oxidase. Quando esta reacdo ocorre sem a presenca de fendis,
o excedente de peroxido de hidrogénio formado se liga & indolnina
gue ¢ um produto intermediario do catabolismo de AIA, produzindo
oxinddis., Se a reagdo ocorrer na presenca de fenois, estes
reduzem ¢ peroxido de hidrogénio e o intermediario indolinina,
& convertido em indois. Este modelo fol demonstrado in vivo

com Triticum compactum (LANGENBECEK-SCHWICH & GRAMBOW, 1984) .

Para se confirmar o envolvimento de fendis relacionado a AlA-
oxidase no metabolismo de AIA em apices de P, vulgaris, procedeu-
se a extragdes especificas utilizando-se plantulas com idades
anteriores e durante a inducac floral, nas quais foram aplicadas
concentracdes conhecidas de AlA radicativo. Pela verificacgio

dos compostos radioativos formados pelo metabolismo da auxina



marcada aplicada, poder-se-la verificar se na eéepoca da Inducdao
floral, os fendis presentes nestes apices, poderiam estar atuando
no do metabolismo do AlA via AlAa-oxidase, guando comparado com
apices de plantas antes da inducao floral.

HPLC ¢ uma cromatografia de particido liquido/liguido
haseada na solubilidade das moleculas nas 2 fases liguidas,
uma  estacioconaria e outra mdvel. Na HPLC de fase reversa, a
fr pestacionaria é hidrofébica, sendo que s solutos séo eluidos
em  srdem decrescente de polaridade. Conforme se diminue a
polacidade da fase mével, maior o poder de eluigdo deste
solvente. No presente trabalho, verificou-se qgue todo o AlIA
aplicado foi metabolizado, uma vez que, na fragao acida, nao
se detectou AlA, cujo tempo de retengéo do padrao, cromatografado
da mesma maneira, fol de 20min. e 15 seg.Verificou-se também,
gue a maioria dos metabélitos presentes na fragao acida e neutra,
S30 mMenos ﬁéiares gue 0 AlA poils © seu tempo de retencgao € maior.

NAo se conseguiu identificar mnenhum dos metabdélitos
formados devide a peguena aquantidade do extrato. Entretanto,
por comparacoes com algumas substancias indoalicas padrio
disponiveis, sabe-se gque naoc houve a formacao do conjugado mais
polar que o AlA, Acido indol-3-acetil aspartico (tempo de
retencac 14 min.?> ou do acido oxindol-3-scético (tempo de
retengao 13 min. ». Sabe-se também, que os metabolitos
decarboxilados, acido indol-3-carboxilico (tempo de retencio
semelhante ao do AIA)Y e indol-3-metancol (tempo de retencio maior

gque do AlA) nao estavam presentes nas fragdes acidas e neutras,
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0s metabolitos produzidos nas duas idades analisadsas,
tanto na fracado &acida come neutra, foram muito parecidos (tab.
10>, indicapndo gue naAo houve diferenca marcante no metabolismo
de auxinas nestas plantas, ou seja, com maior .ou menor guantidade
de substancia fendlica. Dessa  forma, pode-se  dizer, que ©
contendo diferente de substancias fendlicas em plantas com 2
e 3 dias de idade, nfoco esta relacionado com ¢ metabolismo de
auxinas, apesar das auxinas e das substancias fenodlicas serem
ativas, separadamentie, no processo de  iniciacéc floral em

Em Impatiens balsamina o acido giberélico pode estimular

a floracio, e quando aplicado juntamente com acido salicilico,
este efeito indutor é aumentado (NANDA et al., 1976). A aplicacao
de GA3 em apices de P. wvulgaris nas concentragdes usadas nao
provaocou efeito algum na iniciacio floral desta espécie.
Conceﬁ%ragées maiores provocaram um alongamento dos internés,
sendo impossivel a disseccgio e posterior analise dos apices.
Logo, nao se pode conclulr sobre o efeito desta substancia de
crescimento na iniciaciao filoral desta espécie.

A acdo do acido abscisico (ABA)Y na iniciacdao floral
Ja foil alvo das atengoes de muitos pesqguisadores, gue acreditavam
gue a iniciacao se daria por um balanco dos niveis deste inibidor
com promotores de crescimento. Atualmente, acredita-se gue o
ABA 1o tenha um efeito especifico na iniciacao floral e sim,
em alguns eventos da evocacédo (BERNIER et al.,1981). Em P.
vulgaris, verificou-se que a aplicagao deste inibidor nao afetou

a iniciacgao floral, acreditando-se portanto, que ele,
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provavelmente, nao estelia diretamente enveolvido na transicao
floral nesta espécie.

TSE et al. (1974, 1irabalhando com Bougaipnvillea "San

Diego Red", verificaram que a remocao de folhas jovens acelerava
a floracao, o mesmo ocorrendo com a aplicacdo de citocinina.
em plantas com ou sem o primordio de folha trifoliolada. No
entanto, a remocido do primordio nas plantas tratadas, provocou
atrase na iniciacdo floral guande comparadas com as plantas
tratadas e sem primordico, mostrando que o efeito observado nao
se deve 50 a presenga de citocinina no apice, mas também a

substéncias presentes nos primérdios. Em Bouganvillea os autores

sugerem que a remocio de primordios e a aplicagido de citocinina
provocariam um afluxc de nutrientes para o apice, estimulando
assim a floracao. Possivelmente a agdo da cinetina em Phaseclus,
pode ser a de atracdo de nutrientes para o apice. Fsta hipotese
da acdo das citocininas baseia-se no fato de gue, quando se
realizaram extracoes de carboidratos e acucares soluvels,
verificou-se que houve, por volta do 3°dia ap6s a embebicao
das sementes, um aumento noes niveis destas substancias. Sabendo-
se gue nesta idade provavelmente ocorre a inducao floral nesta
espécie, acredita-se gue o aurento de carboidratos e aglucares
splivels observado, esteja relacionado com a inducao floral.
varios trabalhos demonstram gue existe uma estreita
relacao entre a inducadc floral e o aumento de sintese de

proteinas, sugerindo gque este aumento, em muitos casos, é

necessario para que a indugfo ocorra {(BERNIER, 1966;: MITRA &



SEN, 1966 e SAWHENEY et al., 1976). Nas investigacdes do conteudo

de proteinas totals em apices de Phaseolus, verificou-se que
plantas Com 4 dias,apresentaram uma maior guant idade de
proteinas, sugerindo que este aumento esteja relacionado com

as alteracgdes metabdlicas que ocorrem Jdurante a inducdo floral

nesta espécie.
i1V - 1. Ontogénese dos apices florais

Segundo KING & EVANS (in BERNIER et al., 1981) em
Pharbitis o meristema axilar que forma a folha, apds a inducgsio
floral, se 1fransforma em primérdio de flor, mantendo assim,
cada botao floral, a mesma filotaxia em espiral existente no
estadio vegetativo. Segundo Dr. W.W. SCHWABE (comunicacéao
pessoal?, as protuberancias que aparecem ao redor do meristema
apical de algumas dicotiledoneas, por ocasiao da iniciacao
floral, podem corresponder a gemas axXilares de folhas atrofiadas.
Fsta gemas comecam a se diferenciar em flores, mantendo o mesmo
angulo divergente entre o centro do meristema apical e o centro
dos priméerdiocos de folhas ou flores em apices em estadio
vegetativo e floral, respectivamente.

Em analises feitas em fotografias obtidas em microscapio
eletronico de wvarredura, pode-se concluir gue os angulos entre
0os primordios de folhas ou flores sio iguais, mantendo, no
entanto o mesmo namero (4> de primordios de folhas observado
em microscopio estereoscopico até a iniéiagéo floral. verifica-

se também, a existéncia de gemas laterais em estadio vegetativo,



mesme em plantas com seu apice principal transformado em floral
(fig. 2-B). Estes fatos reforgam a hipdotese de gque 08 primadios

de flores nao sac gemas axXilares de folhas atrofiadas.



Vo~ RESUMO

A malor parte dos estudos sobre floragdo, enfoca plantas
fotoperioddicas ou vernalizavels, sendo gue pouco se sabe sobre
Como ocorre este processo em plantas gue ndo respondem a estes
Fatores ambientais.

Phaseolus vulgaris L. cv. Golano Precoce, tem crescimento

determinado, independendo de fotoperiodo e de vernalizacao,
para que ocorra a floracdo, Jja que a iniciacado floral ocorre
tgualmente em plantas crescidas na luz e escuro continuos.

O objetivo deste trabalho, fol wverificar as alteracdes
Jque  ocorrem em apices de plantas desta espécie, durante a
transicao floral.

Verificou-se, por observacdes em microscoépio estereoscopico,
gue a iniciac¢ao floral em FPhaseolus ocorre muito precocemente
(7 dias apds a embebigé&o das sementes), sendo gue a inducao
floral ocorre no 3° dia.

Para a verificacao do efeito correlativo de 6rgaos na
inducao floral, realizou-se experimentos removendo-se diferentes
partes da planta, concluindo-se qgue o8 primordios de folhas
trifolioladas parecem estar envolvidos neste processo. A remocao
de um ou mais primordios, provocol um atraso na iniciagaec floral.
Constatou-se que S3a0 necessarios 4 primordios para que a
iniciacao floral ocorra normalmente. Estes fatos sugerem gue
os primordios de folhas trifeolicladas exercem algum controle

sobre a iniciagac floral, que pode ser via producdo de um ou



mals fatores gue levam & inducdo ou a iniciagao floral nesta
pspécie.

O efeito de substancias reguladoras de crescimentoe foi
verificado pela aplicacao destas substancias, em diferentes
concentracdes, em apices de plantas com 3 dias. O acidoe indol
%4 acetico provocouw um atraso na iniciagao floral, enquanto gue
o acido saliciliceo adianiou este processo.

Para a confirmacdo do envolvimento das substéncias fend-
licas na iniciacgaoc floral desta espécie, realizou-se ensaios
quantitativbs especificos e ensaios gualitativos, por meio de
cromatografia de camada delgada e detecgdo em luz ultra viocleta.,
Nestes ensalos verificou-se um aumente significativo do teor
de substancias fenolicas a partir do dia da inducéao floral.Apds
a inducdo floral, nos cromatogramas, foi verificado o desdo-
bramento de uma das manchas detectadas em U.V. Esta mancha,
nos testes de atividade, guando os eluatos correspondentes foram
aplicades em apices de plantas de Phaseolus, mostrou-se, em
alguns casos, ativa, adiantando este processo. Este fatores
reforcam o envalvimento das substancias fendlicas na iniciacao
floral nesta especie. Fara a caracterizacao desta substancia
ativa na iniciacaco floral, procedeu-se as leituras de seu espec-
tro de absorcao, por meio de espectrofotdmetro, concluindo-se
Jque ppssiveimente elas fazem parte do grupo dos fenilpropanoi-
des.

Para a verificacic da possivel relacao entre a acgao das
substancias fendlicas e as auxinas, foram realizadas extracoes

de indois provenientes do metabolismo de auxina radiocativa



o
1

aplicada em apices de plantas com diferentes idades, e por meia
de HPLC e de detector de radiocatividade, verificou-se 08
compostos resultantes do metabolismo da auxina aplicada. Sabe-
se que as substancias fendlicas podem mudar o curso metabdlico
das auxinas, formando compostos diferentes dagqueles formados
na auséncia de fendis. Pelos resultados obtidos, verificou-se
nao existir uma relacao metabdlica entre auxinas e fendcis, neste
CASO.

Em analises feitas em apices, visando o teor de proteinas
e carboidratos, verificou-se um aumento significativo destes
compostos na época da inducgdoc floral. Estes gumentos podem estar
relacionados com as alteragdes metabdlicas gue devem ocorrer

intensamente nos apices, durante a transicido floral.
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