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RESUMO

PEREIRA, lara Alvarenga Mesquita. Epoca da indugio e evocagao floral em Citrus
spp e efeito do GA, em seu florescimento. Lavras: UFLA, 1997. 78p. (Tese -
Doutorado em Fitotecnia).

Este trabalho visou determinar a época da indugéo e evocagao floral na
laranjeira ‘Pera Rio’ [Citrus sinensis (L.) Osbeck] e tangerineira ‘Ponkan’ (Cifrus
reticulata Blanco) no municipio de Lavras, sul de Minas Gerais. Para tal, efetuou-se
estudo anatdmico nos meristemas apical e axiliar e analise histoquimica enzimatica
(eletroforética e colorimétrica). Coletou-se estacas de brotagdes novas em diferentes
datas entre os meses de maio e agosto, das quais retirou-se os meristemas, que para o
estudo anatdbmico serviram para cortes longitudinais, corados com pironina-y-
metilgreen. Esta coloragéo diferenciou o meristema induzido do vegetativo, pela maior
intensidade na cor em regies da tunica e corpo com maior concentracédo de RNA. Os

resultados mostraram que, para as duas espécies estudadas, a inducdo ocorre no

" Orientador: José Eduardo Brasil Pereira Pinto. Membros da Banca: Sergio Alves de Carvalho, Lisete
Chamma Davide, Paulo Cesar Magalhaes e Mauricio de Souza.
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inicio do inverno (final do més de junho a inicio do més de julho) apresentando forte
interacdo com condigdes climaticas, principalmente temperatura e chuvas. A
histoquimica rastreou com géis de poliacrilamida e teste de BRADFORD, o teor de
proteinas, sem terem sido encontradas diferengas significativas entre as amostras, para
as diferentes épocas de coletas no campo. A analise de enzimas foi feita através de
géis de poliacrilamida nos quais procedeu-se a coloragdo para duas enzimas
respiratorias, a malato desidrogenase (MDH) e fosfoglicoisomerase (PGIl). Nao se
conseguiu bandas diferenciadoras devido ao estresse hidrico atipico ocorrido em
fevereiro e margo, antecipando em mais de um més a indugdo floral. Nas datas
coletadas; 26/06 a 07/07, ndo se observou vegetativo nas gemas; todas estavam
induzidas e evocadas' a florescerem. Através de andlise colorimétrica, confirmou-se a
situagdo encontrada nas plantas citricas, quanto ao estagio de floracao adiantado. As
enzimas pesquisadas integram 2 processos bastante requisitados na indugéo floral; a
respiragao (Succinato desidrogenase-SUDH) e a Rota da Pentose Fosfato (Glicose 6 -
Fosfato desidrogenase - Glicose - P - DH). As atividades enzimaticas nao foram
diferenciadoras no decorrer do tempo, resultados estes coerentes com a situagdo
climatica observada em 1997 e com gemas ja induzidas. De todos os fatores
influenciadores da floragéo, a regularidade de chuvas foi a mais participativa, podendo
ser um parametro facilmente monitoravel pelo citricultor como ferramenta para se
acompanhar a dindmica da indu¢do e evocacao floral. Também pesquisou-se o efeito
do GA; na floragdo da laranjeira ‘Lima Sorocaba' [Citrus sinensis (L.) Osbeck]. O

aumento da dosagem provocou queda linear e progressiva na floracdo com dosagem
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de 10, 20, 40 e 120 ppm. O emprego do GA; mostrou ser uma pratica bastante efetiva,

objetivando redugao na floragao para controle da taxa de vingamento floral.



ABSTRACT

THE FLOWERING INDUCTION PERIOD AND THE FLOWERING EVOCATION
PERIOD IN CITRUS ssp, AND GA; EFFECT IN ITS FLOWERING

This worl; aimed to determine the flowering induction period and the flower
evocation period in orange trees [Citrus sinensis (L.) Osbeck cv. Pera Rio] and
tangerine trees cv Ponkan (citrus reticulata Blanco) in Lavras, south of Minas Gerais.
Anatomic studies, histochemical and enzymatic analyses were performed in the apical
and lateral meristems. Young apical shoot tips and lateral shoots were collected in
different periods (from May to August) from which meristems were excised. For the
anatomic studies these tissues were longitudinally cut and stained with pironina-y-
metilgreen, that is specific for RNA detection. These RNA molecules showed increasing
concentration in regious of induced meristems. The results showed that for both
cultivars studied the flowering induction occured at the beginning of winter season (end
of June to the beginning of July). These characteristics were strongly correlated with
environmental conditions, mainly with the temperatures and rainfall. The protein content

was determined by poliacrilamide gel electrophoresis and BRADFORD assay



XV

showing no significant differences between the data when field samples were collected.
The studies of enzymes as a tool to follow this phenomena showed to be very effective.
Since respiration is the first cell phenomena that changes after flowering induction, two
respiratory enzymes (malate desidrogenase - MDH and fosfoglucosomerase - PGl)
were analysed by poliacrilamide gel electrophoresis. No differences in this protein
profiles were observed possibly due to a water stress that occurred in 1997 (during
February and March - atipic for this months), the flowering induction was anticipated
approximately in one month. All buds collected (fron 06.26.97 to 07.07.97) were already
induced showing no vegetative state. The colorimetric studies confirmed the results
observed from the electrophoretical analysis. The two enzymes studied play an
important role in two crucial processes for flowering induction: the respiration (Succinate
desidrogenase - SUDH) and pentose phosphate pathway (Glucose 6 - phosphate
desidrogenase - Glucose - P - DH). The enzymatic activity of this enzymes did not differ
in time as expected since the buds were already induced by the water stress in 1997.
The effect of GA3 in the flowering process of orange cv. Lima Sorocaba [Citrus sinensis
(L.) Osbeck] was also investigated. The increasing doses of GA3 from 10, 20, 40 a:nd

120 ppm caused a linear and progressive decrease in the flowering index.



1 INTRODUGAO

O florescimento & importante. Nao somente para dar continuidade a
propagag¢ao das espépies vegetais mas também para a vida humana que depende
totalmente dos produtos da reprodugdo sexuada para sua alimentagao. Sementes e
frutos sdo consumidos diretamente ou provém material para manuseio como
ingredientes para outros alimentos. Do ponto de vista nao utilitario, as flores adornam e
aumentam com sua beleza e variedade, nosso cotidiano (Jordan, 1993).

A compreensao do que determina o modo de florescimento das plantas é
o "pivot" para a produgdo na agricultura sendo, portanto de consideravel importancia
econdmica. Do angulo biolégico, € um problema, intrinsecamente complexo, ainda com
varias questdes a serem elucidadas (Jordan, 1993).

Neste contexto, as frutiferas devem ser destacadas, uma vez que
participam, em percentual elevado, da alimentagéo e enriquecimento da humanidade,

ressaltando-se para nos brasileiros, o importante papel dos citricos, em nossa mesa.



a

2

Um fator essencial em um pomar comercial € a obtengdo de maximo

retorno com o minimo de dispéndio e isto, s6 € possivel se produgdes regulares e
adequadas forem obtidas anualmente (Randhawa e Dinsa, 1947).

O Brasil, ocupa a posi¢cao de 12 produtor mundial de frutas (Faria, 1997);
estando com cerca de 200 milhdes de plantas em campo, sendo o maior exportador de
suco de laranja concentrado e congelado, com 32% da safra mundial (Panorama...,
1996).

Além disto, estima-se que o brasileiro consome 1,2 bilhées de litro/ano de
suco de laranja; porém em 1994, as vendas de suco pronto atingiram 3,9 bilhées de
litro (Aumenta..., 1995).

O floresc¢imento & a primeira etapa do processo de frutificagao e, em
certas ocasides, determina de modo decisivo a quantidade e a qualidade da colheita.

E possivel obter-se uma melhoria na qualidade da produgdo mediante a

manipulac@o do florescimento, corrigindo-se ou pelo menos, amenizando-se algumas

i
b

situagbes que se apresentam no cultivo dos citricos, tais como pequena produgao de

frutos (Guardiola, 1992), alternéncia de colheitas (Erner, 1992; Godschimidt e Golomb, -

1982), produgdo de frutos em floragbes extemporaneas (Marinho, 1994) e o tamanho
diminuto ou excessivo do fruto (Guardiola, 1992).

A indugdo floral tem lugar nos citricos em resposta a um periodo de
baixas temperaturas (Jordan, 1993; Southwick e Davenport, 1986) e estresse hidrico
(Jordan, 1993; Marinho, 1994; Melzer, Majeswski e Apel, 1990; Southwick e Davenport,
1986; Zeevaart, 1976) e por sua vez estd marcadamente condicionada a fatores

internos da arvore, determinando os ciclos de brotacao e florescimento. Nos climas



subtropicais, o florescimento apresenta um periodo muito definido, determinado pelas
baixas temperaturas durante o inverno. Em outras condi¢des climaticas e nos climas
subtropicais durante o ver&o, a brotagao de flores é determinada pelos periodos de
estresse hidrico (Southwick e Davenport, 1986). )
A niveis baixos de florescimento a produgdo aumenta com o nimero de
flores, enquanto que acima de um certo nivel, 0 nimero pode resultar em prejuizo para
o citricultor (Guardiola, 1992).
- Um incremento no numero de flores aumenta a competicao para
metabdlitos durante o pegamento, processo este, muit_o sensivel a situagbes de
estresse nutricional (Lewis; Coggins e Hield, 1963). Além disso, 0 aumento no nimero
de flores provoca uma redugdo no tamanho das mesmas; essas flores sao de
qualidade inferior e respondem com mais dificuldades ao pegamento, ou acabam
produzindo frutos de tamanho reduzido. Mas n&o é so isto, a interferéncia do fruto na
indugao floral provoca um florescimento escasso no ano seguinte, reduzindo a colheita,
estabelecendo-se o ciclo de alterndncia de produgao (Erner, 1992; Goldschmidt e
Golomb, 1982).

-
. Essa situagdo de improdutividade pode ser reduzida, com operagbes
culturais como poda, anelamento, irrigagao, aplicagao de fitorreguladores, que para
maior eficiéncia, devem ser efetuadas no seu tempo adequado, antes das gemas florais
diferenciarem-se. O momento mais apropriado para tais tratos culturais € o que

antecede a induga@o e evocagao floral, devido @ uma maior sensibilidade das gemas

vegetativas (Randhawa e Dinsa, 1947).
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Considerando esta maior sensibilidade das gemas vegetativas neste
periodo, depara-se, portanto, com uma questdo: Em qual periodo do ano as plantas de
citros sdo induzidas a diferenciarem suas gemas vegetativas em reprodutivas?

O objetivo principal deste trabalho foi identificar o periodo durante o qual
as gemas vegetativas das laranjeiras ‘Pera Rio’ e tangerineiras ‘Ponkan’ sdo induzidas
a diferenciarem-se em gemas reprodutivas. Também procurou-se constatar o efeito da
aplicacao do GA, como redutor de floragéo, da laranjeira ‘Lima Sorocaba’, na regiéo de

Lavras, MG.



2 REFERENCIAL TEORICO

A maioria das plantas usa sinais do meio para regularem a transicao da
fase vegetativa para a reprodutiva, que completam a reprodugéo sexual sob condigdes
extremas favoraveis.. Alguns fatores que exibem mudangas sazonais regulares,
controlam o florescimento, sendo os mais importantes: fotoperiodo, temperatura e agua
(Bernier, 1988). Plantas que ndo requerem um fotoperiodo particular ou temperatura,
apresentam florescimento autbnomo, mas sao sensiveis a irradidncia, normaimente.
Existem fortes interagbes entre estes fatores, sendo que cada um deles pode mudar o
nivel de interferéncia segundo a efetividade de outro/ As plantas sendo oportunistas,
fardo uso de diferentes fatores criticos em diferentes ambientes. Devido a estes
diferentes fatores serem receptados por diferentes partes da planta, conclui-se que
estas partes se interagem e que o destino do meristema apical do caule -
permanecendo vegetativo ou tornando seja reprodutivo - é controladado por um
conjunto de sinais a longa distancia vindos de toda parte da planta (Bernier, 1988,

Bernier et al., 1993).



~ A laranja ‘Pera Rio’ é considerada a cultivar citrica de maior importancia
no pais, onde é cultivada tanto para mesa como para a produgdo das diferentes
modalidades de suco concentrado, obtendo boa valorizagao, pelas propriedades fisicas
e quimicas de seus frutos (Donadio, Figueiredo e Pio, 1995). Dentre as tangerinas
destaca-se a ‘Ponkan’ que também apresenta relevante valor na mesa do brasileiro.
Entretanto, como varias frutiferas, as plantas citricas apresentam problemas de
consideravel relevancia para a produtividade, como é o caso do florescimento,
fendmeno para o qual tenta-se um controle e manuseio, porém muito ainda existe a
elucidar-se.
O florescimento € o resultado final de processos fisiologicos, sequéncias
bioquimicas e da agdo génica, com todo o complexo respondendo aos estimulos do

ambiente e os efeitos do tempo (Murfet, 1977).

2.1 Surto primaveril

As plantas citricas apresentam normalmente de dois a cinco surtos de
crescimento anuais (Juan, 1960; Gallo et al., 1960; Jones e Parker, 1951, Ogata, 1980;
Rodrigues, 1980 e Souza, 1979).

O surto que se inicia em meados de julho a meados de agosto é
denominado de surto primaveril, podendo se dar em setembro (Rodrigues, 1980).
Esses surtos apresentam estagios (inicio, pico e final). Sabe-se ainda que o surto

primaveril & o mais importante e intenso (Cameron et al., 1952 e Ogata, 1980; Smith e



Reuther, 1950;) De dezembro a margo outros surtos ocorrem na maioria das cultivares,
ditos surtos de verao.

Em Minas Gerais, o inicio do surto primaveril se da de meados de julho a
meados de agosto, com pico em setembro (Andrade, 1984; Ogata, 1980; Ramalho
Sobrinho, 1986 e Rodrigues, 1980), apresentando uma amplitude de variacdo de 3
meses, no hemisfério sul (Ramalho Sobrinho, 1986).

Nas culturas citricas, o surto primaveril depende de fatores climaticos
(Amaral, 1977 e Moreira, 1985) e fundamentalmente, da espécie e cultivar (Amaral,
1977; Guardiola, 1977 e Figueiredo, 1980) apresentando uma duragdo de 41 dias
aproximadamente (Amaral, 1977).

O langamento do surto, que torna-se visivel a olho nu nas gemas, da-se
depois da diferenciagdo a nivel de meristemas das brotagbes terminais. N&o ha
referéncia quanto ao tempo decorrido entre o inic_:io da diferenciagdo e o aparecimento

de novo lancamento. Portanto, variages enddgenas e exdgenas tornam-se visiveis

apds a ocorréncia da diferenciagéo intracelular (Erickson, 1968).

2.2 O controle do florescimento e caracteristicas da planta

2.2.1 Morfologia da planta

S As plantas se preparam para florescer. Algumas mudangas s&o

observadas na transicao floral: em Chenopodium sp., Perilla sp. e Xanthium sp. ocorre

aumento na elongagéo dos ultimos internos langados, forte redugdo no crescimento



foliar, mudanca na forma foliar sendo as ultimas folhas emitidas menores com
simplificagao do formato. Em magé, como em outras espécies, ocorre um aumento do
numero de folhas iniciadas devido a particularidades na emissao dessas flores (Bernier,
Kinet e Sachs, 1981).

O florescimento dos citros s0 se da em ramos devidamente preparados
pela planta. Significa que os ramos tém uma idade ou um desenvolvimento que
permitiram mudangas internas predisponentes dos primérdios. Os ramos que nascem
de fevereiro a abril estdo preparados para as flores primaveris. Os ramos de outubro
dao flores de fevereiro a abril e os de dezembro, dao flores em maio. Uma planta com
carga excessiva de frutos ndo produz ramos vegetativos e com isto, ndo tera flores.
(Souza, 1997)*

Em citros, em ramos de crescimento determinado, uma vez que seu
crescimento & simpodial, existe uma correlagdo positiva entre comprimento do ramo
emitido e o florescimento. Portanto ramos mais longos terdo maior chance de emissao
de maior nimero de flores (Figura 1). Algumas caracteristicas de ramos reprodutivos
em citros foram dectadas: menor area foliar, menor nimero de nés, poucos espinhos

ou ausentes e ramifica¢ao frequente (Lord e Eckard, 1987).

2.2.2 Idade da planta

As plantas passam por uma fase de insensibilidade aos fatores que

promovem o florescimento, chamado de juvenilidade, precisando portanto, o meristema

* Souza, M. (Comunicag¢do pessoal) UFLA, Departamento de Agricultura.



estar competente para responder aos sinais evocativos (Bernier, Kinet e Sachs, 1981).
O periodo juvenil ocorre normalmente em plantas perenes, nas quais a capacidade
‘ para florescer vem acompanhada de mudangas em caracteristicas morfofisiologicas
como largura e espessura da folha, filotaxia, contedo de pigmentos e capacidade de

enraizamento (Bernier, 1988).

FIGURA 1: Diagrama de uma inflorescéncia em ramo de crescimento determinado -
simpodial - mostrando as posigbes das flores numeradas basipetamente.
A numerag&o também diz respeito & ordem de abertura das flores. (Lord
e Eckard, 1985). Lavras, UFLA, 1997.
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2.2.3 Presenga do fruto na planta

A presenga do fruto na planta € um forte inibidor do florescimento em
citros, equivalendo-se ao efeito da aplicagao de um fitorregular inibidor de florescimento
(Furr e Armstrong, 1956; Garcia-Luiz et al., 1986; Erner, 1992).

A época de maturagdo do fruto coincide com a dorméncia das gemas, até
a floragao, com fruto e flor coexistindo na planta (Villafafie, Munoz e Torres,1989).

Por consequéncia atribui-se esta inibigdo & maior drenagem de
carboidratos pelo fruto e também a produgdo do GA, pelo mesmo acarretando um
atraso no florescimento, que ocorre no inicio de setembro, sem frutos, e final de
setembro com frutos na planta. Quanto mais cedo o fruto for removido, maior floragéo
no ciclo seguinte. Porém, deve ser enfatizado que a época de remogédo do fruto na
planta é importante uma vez que quando efetuada, apds as gemas terem diferenciado-
se (final do inverno, inicio da primavera) a reducgdo na floragdo € bem menor (Garcia-
Luis et al., 1986; Lewis, Coggins e Hield, 1963). Atribui-se o efeito inibidor da floracéo
bem mais a produgdo de fitohormbnios inibidores do que a drenagem de
fotoassimilados uma vez que esta inibigdo € bem maior em periodo no qual o fruto ndo
acumula mais carboidratos. (Garcia-Luis et al., 1986).

Plantas que exibem grande produgdo de frutos terdo redugdo no teor de
~ carboidratos, horménios e balango mineral acarretando nao floragio nestes ramos ou

pouca converséo de flor em fruto na safra seguinte (Erner, 1992; Marinho, 1994).



11

2.2.4 Produgao extemporanea

Uma técnica que apresenta grande potencial € a produgao de frutos fora
da safra normal, obtendo-se o florescimento no verao, com remocédo das flores da
primavera (Marinho, 1994). Os ramos sao emitidos no verao anterior, apresentando
gemas maduras mas nao diferenciadas, que florescerdo no verdo seguinte. Quanto
menor for a produgdo na época normal, com desbaste, maior sera a produgéo

extemporanea, que néao coincidira com o periodo da emissao dos brotos.

23 Controle do Florescimento pelo Anelamento

O anelamento aumenta o florescimento em citros ‘Satsuma Mandarin'.
Seu efeito é dependente da época em que é efetuado, aumentando significativamente
o florescimento, quando procedido no final do verdao a inicio do outono, quando
efetuado no inicio do inverno, néo afeta o florescimento (Agusti, Almela e Pons, 1992;
Iwahori et al., 1990). Atribui-se a este periodo do final de verdo & maior sensibilidade da
planta a estimulos externos e endégenos. O anelamento afeta o acumulo de
carboidratos e outros metabdlitos, cessa a elongagao do caule e aumenta o actimulo de
proteinas, aumentando o nimero de inflorescéncias em arvores com grande produgéo
anterior. Aumentos na produgéo de 70% tem sido relatados por Agusti, Almela e Pons,

(1992).
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24 O controle do florescimento pela nutricao

Na transicio para o florescimento ocorre aumento no suprimento de
carboidratos nas gemas vegetativas, pelo aumento da atividade fotossintética e
hidrolise do amido. A sacarose & o aglcar de maior quantidade encontrados no
exudatos de folhas e gemas (Bodson e Outlaw, 1980; Bernier, 1988; Bernier et al.,
1993; Lejeune et al., 1993). Estes resultados foram encontrados para Sinapis alba L.
mas sao concordantes com aqueles encontrados para citros por Erner (1992). Como
resultado da indugdo, a sacarose & acumulada muito precocemente no meristema
apical, precedendo o processo de fornecimento de energia e deste modo, a ativagéo
mitética (Bernier, Kinét e Sachs, 1981; Bernier, 1988; Bernier et al., 1993; Zeevaart,
1976). Esses autores também constataram que pode n3o ocorrer aumento na
- fotossintese e somente mobilizagéo de reservas.

Mutantes para mobilizagio do amido provocaram florescimento tardio e
quando colocado em baixa temperatura nao influenciaram esta mobilizagdo levando-se
a conclusao que sao fatores que pertencem a rotas diferentes (Bernier et al., 1993).
Resultados divergentes foram encontrados por Casper et al. (1991) que relatam que
mutantes deficientes em amido em Arabidopsis, tem crescimento normal.

- Arvores com intenso crescimento vegetativo nao florescem. Lewis,
Coggins e Hield (1963) observaram que tratamentos que interrompem o crescimento
vegetativo, em citros, como poda, seca e anelamento, promovem o florescimento.
Essas condigdes favorescem o aumento na fixagio de carbono, portanto, aumento na

concentracéo de carboidratos nas folhas, com elevagéo da relagdo C/N. Porém, tem
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sido constatado que esta relagio é insuficiente para promover o florescimento, em
plantas com grande influéncia ambiental. Algumas Plantas tem florescido com relagéo
C/N baixa (Abdalla et al., 1986; Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Bernier et al., 1993;
Zeevaart e Gage, 1993;). Os ultimos autores encontraram, na abertura floral, valores
elevados para, N, P e K, que somente declinaram na abscisdo das pegas florais.

Ja em plantas fotoperiddicas, com baixo suprimento de nitrogénio e alto
de sacarose, ocorreu 100% de florescimento (Bernier, Kinet e Sachs, 1981).

O meristema em condi¢cdes vegetativas € pobre em nutrientes e para seu
desenvolvimento em flor faz-se necessario elevagdo dessa concentragdo que é
possivel com o estresse hidrico, anelamento do tronco e ramos.

O aumento na concentragdo de sacarose se da no inicio, antes de
qualquer alteragdo morfolégica, promovendo um aumento no potencial osmético para
sucessiva elongagao (Barros e Rodrigues, 1992; Bodson e Outlaw, 1985), suprindo
substrato para respiragao, pela maior demanda de ATP (Bodson e Outlaw, 1985;
Zeevaart, 1976). Neste contexto, mecanismos de hidrélise do amido sdo importantes
como determinantes da eficiéncia respiratéria na indugéo floral (Casper; Huber e
Somerville, 1985; Casper et al., 1991; Lejeune et al., 1993).

Em pomares citricos com baixa produgdo de frutos, o amido concentrou-
se nas raizes. Nos periodos de maior produgdo, ocorreu a drenagem dos
fotoassimilados para o desenvolvimento do fruto. Mecanismos do tipo "feedback" tém
explicado a regulagao da fotossintese e portanto, a produgéo alternada. A elevagao na
taxa de assimilados promove maior floragédo e frutificagdo com elevagdo, por

consequéncia, na fotossintese. No ano seguinte, com poucas reservas fotoassimiladas
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e baixa floragéo, ocorrendo pequeno estimulo a fotossintese (Erner, 1992; Goldschmidt
e Golomb, 1982; Sanz et al., 1987).

Jones e Parker (1951) e Lewis, Coggin e Hield (1963) analisaram folhas
de arvores de citros com alta produgao e constataram baixo teor de carboidratos e
nitrogénio. Aplicagao de acido naftalenoacético (ANA) aumentou de 3 para 9 caixas de
frutos/arvore. Houve correlagdo positiva entre amido e ANA. Os autores deduziram
existir um mecanismo regulador do fruto, no controle hormonal. Em auséncia do fruto
ocorre um balancgo favoravel para reguladores de crescimento naturais.

A presenca do amido nao se faz obrigatéria uma vez que mutantes
deficientes de Arabiodopsis thaliana L. tiveram comportamento normal no crescimento
e floragéo (Casper et al., 1991).

Em soja, flutuagdes diurnas para sacarose fosfato sintase e frutose 1,6
bisfosfatase mostram a existéncia de um relégio interno, em relagao a periodos de luz e
escuro, com esgotamento do amido e sacarose no final do ditimo. (Cheikh e Brener,
1992; Cheikh et al, 1992). Em citros, folhas velhas acumulam carboidratos até
florescimento, com redugao apds antese. O maior pico para agucares solaveis e amido
foi entre brotamento e antese (Sanz et al., 1987).

O célcio, em altas concentragdes, € outra substancia requerida, como
mensageiro secundario, nas divisdes celulares, em plantas induzidas (Amaral, 1995;
Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Bernier et al., 1993; Thompson e White, 1991; Jordan,
1993). Também €& o mensageiro que se liga a proteinas induzindo a mudangas
conformacionais que podem por sua vez ativar proteinoquinases ao mesmo tempo

ativando calcio-ATPases, bombeando para fora o calcio necessario para a formacgao
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das paredes celulares nas células que se formam na evocagao floral (Havelange e
Bernier, 1993). Em Sinapis alba o pico de aumento do calcio coincidiu com o pico de
aumento mitético, em plantas induzidas (Havelange e Bernier, 1993). O calcio também
quando aplicado na forma de nitrato de calcio, em laranjeiras, mostrou efeito
significativo na reducao do abortamento floral, aumentando, a produg¢do de frutos
(Amaral, 1995). A concentragdo dos cations K° e Mg" ndo aumenta nas gemas
induzidas (Andrade, 1984).

Dos micronutrientes, o cobre mostrou-se efetivo na indugdo, quando

quelado, em plantas fotoperiddicas (Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Jordan, 1993).
2.5 Controle do florescimento pela luz

Plantas fotoperiodicas, em condigées favoraveis de luz apresentam uma
mudanc¢a abrupta no comportamento, florescendo. O comprimento de dia critico pode
ser alterado por condi¢gdes ambientais. Conforme diversos autores, a luz é recebida nas
folhas em plantas fotoperiddicas, (Bernier, 1988; Bernier, Kinet e Sachs, 1981;
Havelange e Bernier, 1991; Jordan, 1993; Moses e Chua, 1988; Zeevaart, 1976;
Zeevaart e Gage, 1993) porém, em experimentos, algumas espécies floresceram em
total falta delas, levando a dedugao de que nao somente as folhas séo importantes na
recepgao da Iug{O requerimento do comprimento do dia atua em interagdo com baixas
temperaturas, podendo a segunda suprimir o requerimento de luz para a fotoindugao

(Bernier, 1988). T’As espécies de citros sdo dia neutro (Lord e Eckard, 1987), portanto

_ com controle endégeno determinando se a gema sera vegetativa ou reprodutiva, sendo
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controlado principalmente pelos niveis dos GA, (giberelinas); porém de modo bem mais
complexo que herbaceas anuais fotoperiddicas (Salisbury e Ross, 1991). Séo
consideradas também de florescimento auténomo, ficando susceptiveis a controles

externos como nivel de irradiancia, temperatura, agua (Bernier, 1988).
2.6 Controle do florescimento pela temperatura

Plantas que sao promovidas ou induzidas a florescerem por tratamentos
com baixas temperaturas denominados vernalizagédo (Jordan, 1993) requerem células
passando por mitoses. As alteragbes induzidas pela vernalizagdao referem-se a
modificagdes no DNA, como metilagoes e demetilagdes de citosina (Bernier, Kinet e
Sachs, 1981).

O periodo necessario de baixas temperaturas vai de 1 a 3 meses para
plantas anuais, bianuais e perenes, sendo um processo quantitativo ou seja, com o
aumento do nimero de dias em baixa temperatura, menor o nimero de dias para o
florescimento (Southwick e Davenport, 1986; Martinez-Zapater e Somerville, 1990;
Khatibu et al., 1985).

Gemas e primérdios foliares s&o os receptores para a baixa temperatura
(Bernier; Kinet e Sachs, 1981; Bernier,1988; Hazebroek e Metzer, 1990; Zeevaart,
1976). Entretanto, as plantas podem florescer sem meristemas apicais em condigbes
de baixas temperaturas, mostrando que esta também é recebida em outras partes da
planta (Jordan, 1993). O mesmo autor atribuiu o efeito da baixa temperatura nas

membranas biolégicas onde atua aumentando o grau de insaturagdo dos acidos
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graxos, favorescendo uma maior fluidez da mesma, afetando de maneira benéfica seus
receptores protéicos.

A baixa temperatura pode interagir com alta temperatura, levando a
desvernalizagdo, sendo no entanto, um processo reversivel. Interage também com luz,
diminuindo ou aumentando a quantidade requerida desta Gltima ou até suprimindo
(Bernier; Kinet e Sachs, 1981; Martinez-Zapater e Somerville, 1990; Zeevaart, 1976).

Hazebroek e Metzger (1990), rastreando o efeito das baixas temperaturas
nos fitohormonios em Thlaspi arvensi L. (crucifera), mostram que a conversao do KA
(acido ent-kaurendico), um precursor das giberelinas, em GA é regulada por uma rota
especifica em plantas termoinduzidas, levando a alteragbes quantitativas e qualitativas
no caule, e nao nas fdlhas. Também constatou que a concentragcao do KA é bem maior
em plantas nao termoinduzidas (tratamento com altas temperaturas). As baixas
temperaturas também interagem com GA, sendo que mutantes de Arabidopsis thaliana,
insensiveis a ele florescem nessas condigdes (Wilson, Heckman e Somerville, 1992).

Em citricos, Garcia-Luis et al. (1992) demosntraram que o tratamento
com baixas temperaturas parece ter dupla fungao: quebra da dorméncia das gemaf e

indugao do florescimento.
2.7 Controle do florescimento pelo estresse hidrico
O estresse modifica o balango entre o desenvolvimento vegetativo e

reprodutivo promovendo o florescimento (Khatibu et al., 1985; Jordan, 1993; Nir,

Gorden e Leshem, 1972). Quando o suprimento de agua foi mantido em capacidade de
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campo, com luz e temperatura adequados, plantas de limao ‘Eureka’ ndo floresceram,
de acordo com os primeiros autores citados acima.

Tem sido constatado que a diferenciagdo do meristema €& particularmente
vulneravel ao estresse de agua (Jordan, 1993; Khatibu et al.,, 1985; Nir, Goren e
Leshem, 1972; Southwick e Davenport, 1987; Zeevaart, 1976) aumentando a
concentracao de amonia na planta, precedendo a biossintese do etileno, com
consequente diferenciacao floral.

Plantas de lima acida ‘Thaiti' foram induzidas a floragao em experimento
com estresse hidrico (Southwick e Davenport, 1986). Essas plantas foram testadas
com tratamentos inibidores observando-se que a presencga do fruto no ramo foi um
carater inibitorio, bem como a aplicagéo do GA,; a 10°M, que inibiu a expressao floral

nas arvores estressadas.

238 O controle do florescimento por reguladores de crescimento

2.8.1 Giberelinas

As giberelinas (GAs) inibem o florescimento em tomate, maga e citros
(Barros e Rodrigues, 1992; Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Bernier, 1988; Bommineni e
Greyson, 1990; Garcia-Luis et al., 1986; Monselise e Halevy, 1964;), reduzindo o
nimero de flores e frutos/ramo. Goldschimidt e Monselise (1972), reportam que a
inibicado de fragbes de RNA ou de sua proteina resultante pode ser responsavel pela

inibicao do florescimento. Pharis et al., (1987) relatam mudangas quantitativas e
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qualitativas muito rapidas, em tratamento indutivo, em varios tipos de GA,; alguns
apresentando efeito significativo na fase vegetativa e outros, na fase reprodutiva. De
acordo com Bernier (1988); Lord e Eckard, (1987); Monselise e Halevy (1964), a
aplicagao de GA, durante o periodo de formacado e diferenciagédo floral, € capaz de
deprimir consideravelmente ou mesmo, inibir o florescimento na primavera de
laranjeiras e limoeiros. Para Bernier, Kinet e Sachs, (1981); Garcia-Luis,et al. (1986),
Monselise e Halevy, (1964), um dos fatores importantes para uma resposta satisfatoria
€ a época de aplicagdo do fitorregulador. A sensibilidade € muito maior no inicio do
inverno tanto para laranjeiras, limoeiros ou tangerineiras (Barros e Rodrigues, 1992). A
medida que se aumentou o nimero de aplicagdes de GA, maior foi a porcentagem de
pequenas gemas e portanto, grande redugao nas flores abertas (Monselise e Halevy,
1964). Os mesmos autores ainda relatam que os picos de respostas a aplica¢ao do GA,
ocorrem no meses de outono e no primeiro més de inverno, € que aplicagoes
posteriores sao pouco eficientes para inibir ou reduzir o florescimento.

Em condicdes naturais, apés alta produgdo observou-se que o indice de
GA endégeno reduziu sensiveimente o florescimento no ano seguinte (Garcia-Luis et
al., 1986).

Bommineni e Greyson (1990), relatam o papel do GA como controlador da
expressao génica do sexo, apos determinagao floral, em milho.

Os GA, podem regular (modular) a atividade de enzimas nas folhas.
Constatou-se efeito GA na atividade da enzima sacarose fosfato sintase (aumento).
Confirmacao para tal fato se deu com o uso do paclobutrazol, um inibidor da sintese do

GA que reduz a atividade da enzima SPS em espinafre e soja. De modo geral tem
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havido consenso o efeito modulador do GA no particionamento da sacarose e amido

(Cheick e Brenner, 1992; Cheick et al., 1992).

2.8.2 Citocininas

As citocininas sdo inibidoras ou promotoras do florescimento podendo agir
sinergisticamente com os GAs, estando seus efeitos na dependéncia das
concentragbes utilizadas, da espécie, local e época de aplicagdo. Tém efeito
estimulando as divisdes celulares (Bernier et al., 1977; Bernier, 1988; Bernier, Kinet e
Sachs, 1981).

Em plantas que requerem frio, ocorre uma elevagao na concentragéo de
citocininas no sistema radicular, onde detectou-se um papel ativo da benziladenina
(BA) e zeatina na elevacao da taxa mitética, principalmente nas zonas expostas a luz
(Havelange, Bodson e Bernier, 1986; Zeevaart, 1976). Plantas tratadas com
benziladenina (BA) exibiram maior nimero de vaclolos com menor tamanho, maior
numero de mitocondrias e aumento na sintese de DNA e RNA, requisitos basicos para

a evocacao floral, segundo os dltimos autores citados.

2.8.3 Auxinas

Tem sido observado, em diferentes ensaios, que o efeito das auxinas &

altamente especifico, promovendo ou retardando o florescimento, com inibigao em

doses elevadas e promogado em baixas, mostrando uma grande interagdo com
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temperatura, luz e outros reguladores de crescimento. Porém existe uma tendéncia em
se aceitar mais seu efeito inibitério, em diferentes espécies (Bernier, Kinet e Sachs,
1981; Bernier, 1988; Peeters et al., 1991; Zeevaart, 1976).

Com a indugzo do florescimento, uma das caracteristicas observadas nas
plantas € a redugdo da dominancia apical, que pode ser explicada pela redugao no
suprimento das auxinas. Bolduc, Cherry e Blair (1970) reportam que em frigo de
inverno, a atividade da enzima AlA-oxidase (auxina-oxidase) & elevada em tecido com
baixo teor de auxinas. Ainda inferem que, com tratamento a frio, ocorra alteragao no

teor de GA, aumentando a atividade de tal enzima.
2.8.4 Poliaminas, acido abscisico, etileno e fendlicos

As poliaminas sao substéancias que de modo geral, tem estimulado o
florescimento, como é o caso da putrescina (Bernier, 1988; Bernier et al., 1993;
Thomas, 1963; Kushad e Orvos, 1990). Seu nivel nas gemas esta diretamente
relacionado com as alteragbes na morfologia floral (Meyerowitz, Smyth e Bowman,
1989).

Em citros, putrecina e espermidina aumentam em concentracdo em
condi¢des reprodutivas (Kushad e Orvos, 1990).

O acido Abscisico (ABA) de modo geral, tem efeito inibitorio na indugao

floral; porém nao € o mais determinante da floragao (Bernier, 1988; Bernier, Kinet e

Sachs, 1981; Bernier et al., 1993; Garcia-Luis et al., 1986; Zeevaart, 1976).
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O papel do etileno nao é claro. Em limao induziu florescimento (Bernier,
Kinet e Sachs, 1981).

Os resultados obtidos com fenélicos vém de poucas espécies, portanto
com bastante limitagdes. Tém papel obscuro, parecendo atuar na via de disponibilidade
de auxinas. Alguns ensaios tém mostrado efeito estimulatdrio (Bernier, Kinet e Sachs,

1981; Bernier, 1988).

2.9 Anatomia da gema

29.1 Meristema vegetativo

Os meristemas sdo regides restritas da planta com caracteristicas
embrionarias, de célula que retém a capacidade mitética. Sdo comumente domes
baixos, formados por trés camadas lineares de células distinguiveis pelos planos de
divisdes mitdticas: L, formara a epiderme exibindo divisdes anticlinais; L,, com divisdes
anticlinais, mostrara outros planos na diferenciacao e L;, com divisdbes em todas as
diregoes (Cutter, 1987; Esau, 1960; Fahn, 1990). L, e L, formardo o corpo da planta.
Essas camadas persistem na transicdo floral, porém em muitos casos, a zonagdo
citologica nao persiste no meristema reprodutivo (Huala e Sussex, 1993; Bernier, Kinet
e Sachs, 1981; Meeks-Wagner, 1993).

As trés camadas citadas anteriormente compdem a chamada tunica, que
por sua vez recobre o corpo. O corpo apresenta divisdes celulares em todos os

sentidos. Com isto, tem-se a tinica promovendo crescimento na superficie do vegetal e
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o corpo, o crescimento em volume (Cutter, 1987; Esau, 1960; Fahn, 1990; Meeks-
Wagner, 1993)

Para a maioria dos meristemas vegetativos, sobrepondo-se a essas 2
regides (tinica e corpo) existe uma zonacdo composta por zona central; incluindo
células localizadas no centro da tunica e corpo, grandes, corando-se levemente com
reagentes para RNA ou proteina devido a vactolos grandes, apresentando pequenos
nucléolos; zona periférica, em torno da zona central, incluindo tinica e corpo,
localizada nos lados do meristema. Suas células sdao pequenas, coram-se
intensamente quando comparadas com a zona central, apresentando vaclolos
pequenos e grandes nucléolos. Os primoérdios foliares derivam-se desta zona. Zona do
"pith-rib" meristema: inclui uma fileira larga, com células aplanadas e vacuolizadas.
Esta situada abaixo da zona central (Bartholomew e Red, 1948; Bemier, Kinet e Sachs,
1981; Meeks-Wagner, 1993). A Figura 2 ilustra a zonag¢ao referida acima.

Os apices das angiospermas s@o geralmente pequenos, com diametro,
medido logo acima da inser¢do do primeiro primérdio foliar, em torno de 130 a 200 pm
(Erikson, 1968; Fahn, 1990; Bernier, Kinet e Sachs, 1981).

Suas células sao isodiamétricas, ricas em protoplasma, sem material de
reserva e cristais, com plastideos no estagio de pré-plastidio, vaclolos bastante

pequenos, parede celular fina (Erikson, 1968).
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Zona Apical Central
Zona Lateral

Central com células

\_ \) L: mae iniciais

Meristema periférico
\ b—' "Rib" Meristema

FIGURA 2: Diagrama da zonagdo citohistolégica nos apices vegetativos, segundo
Fahn (1990).

2.9.2 Transigao para florescimento e meristema reprodutivo

O florescimento pode ser dividido em 4 etapas (Jordan, 1993):
1) Indugao floral - que podera ocorrer nas folhas ou préprio meristema.
2) Transdugéo do estado induzido para os meristemas.
3) Evocacao floral - primeiras mudang¢as bioquimicas e citolégicas para o apice
reprodutivo.
4) Organogénese - formagao das pecas florais
| O apice reprodutivo vem do vegetativo, com persisténcia da tinica, onde
bracteas, sépalas e pétalas derivam-se da zona lateral e estames e carpelos, da zona

central (Fahn, 1990; Gifford e Tepper, 1961).
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A primeira mudanga noticiada € o aumento da atividade mitética entre a
zona central e o Rib-meristema, com células pequenas, ricas em protoplasma (Bernier,
1988, Thomas, 1963). As células acima do Rib-meristema s&o adicionadas a tunica,
apresentando nucléolos maiores, com maior coloragdo em pironina. A zonag¢ao tipica
do meristema vegetativo ndo é observada. Verifica-se maior vacuolizagao do Rib-
meristema. Apés este aumento, as células meristematicas superficiais se expandem
sobre a superficie.

O primérdio aparece como resultado de divisdes periclinais da terceira
camada abaixo da superficie. Ainda pode ser detectada a zonag¢do anteriormente
descrita, no estagio pré-floral (Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Erickson, 1968; Meeks-
Wagner, 1993).

As mudangas apicais descritas acima, ocorrem paralelamente a
expressdo génica nao sendo a primeira consequéncia da segunda, uma vez que
fatores ambientais podem atuar em determinados fenétipos sugerindo a néo soberania
da expressao génica (Jordan, 1993; Zeevaart, 1976).

Uma caracteristica que tem sido unanime entre os autores, é o
achatamento do meristema durante a evocagdo floral, devido ao que sobra do
meristema depois da iniciagao de cada primordio (Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Coen e
Carpenter, 1993; Cutter, 1987; Esau, 1960; Fahn, 1990; Popham e Chan, 1952;).

Em Citrus sp, o meristema apical € conico na época da iniciagdo da
primeira sépala sendo alargado e achatado durante a emissdo de sépalas e pétalas. A
forma conica reaparece com o surgimento dos estames tornando-se achatado, com os

carpelos (Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Green, 1988; Lord e Eckard, 1985).
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As gemas axiliares dormentes apresentam 3 bracteas protegendode 6 a7
primoérdios e o meristema mais internamente (Lord e Eckard, 1987). Os meristemas das
axilas das folhas, de modo idéntico, formam dentro uma flor ou um espinho,
dependendo do ramo onde ocorre. Trés tipos de ramos podem ser distinguidos:

a) Ramos com tipica influorescéncia com flor terminal com as 6 flores axiliares, sendo
um ramo priveligiado na circulagdo da seiva e portanto com maior taxa de
pegamento (Figura 1).

b) Ramos com 10 néds, espinhos axilares e flor terminal;

c) Ramos com 16 nés, espinhos axilares e apice vegetativo (Lord e Eckard, 1987).
Observa-se que a posicdo da inflorescéncia é importante. Se o apice produz
sépalas, as laterais’ produzirdo sépalas tendo-se portanto flores. Se o apice produz

folhas, as gemas laterais produzirao espinhos.

210 Epoca da indugio floral

O periodo que vai da indugao @ mudangas morfoldgicas & longo em
lenhosas. O achatamento da gema & a primeira evidéncia de diferenciagdo, e ocorre 2
a 3 semanas antes do fluxo que levara as flores (Ayalon e Monselise, 1959; Furr e
Armstrong, 1956).

A gema diferenciada tem sido padronizada com cortes histolégicos
longitudinais, com alargamento do meristema e lobos laterais desenvolvidos

(Randhawa e Dinsa, 1947). Nao se pode definir com exatiddo a data devido a
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variedade, estacdo, posicdo da gema na arvore e tratos culturais, segundo esses
autores; diferindo também de ano para ano.

A diferenciagéo inicia logo com o inicio do crescimento, com intervalo de
tempo pequeno. Considerando que este periodo & curto, com crescimento e
diferenciagao ocorrendo simultaneamente na planta, todas as operagdes culturais, para
maior retorno econdémico com a cultura, deverdao ser efetuadas antes do inicio do
crescimento na primavera, como poda, adubagio e irrigagao. Em citros, ndo se
diferencia a gema reprodutiva da vegetativa, antes da emissao das sépalas (Lord e
Eckard, 1985; Randhawa e Dinsa, 1947).

O periodo de indugdo, como tem sido relatado por diversos autores,
ocorre em janeiro (hemisfério norte) e julho (hemisfério sul), trés semanas antes da
primeira pré-diferenciagao detectada. Alguma indugéo podera ocorrer em novembro e
dezembro (hemisfério norte), com porcentagem de florescimento, no entanto, baixa. No
final dos meses de maior indugéo é que se detectou, de modo mais significativo, maior
numero de gemas prediferenciadas, percentual este bem maior para as gemas apicais
(Ayalon e Monselise, 1959; Furr e Armstrong, 1956; Lord e Eckard, 1985; Lord e
Eckard, 1987; Randhawa e Dinsa, 1947).

O desenvolvimento da flor ocorre, segundo os mesmos autores e também
Monselise e Halevy (1964) cerca de 3 meses e meio (antese) apds a indugao.

Com relag&o a terminologia utilizada, todos os autores tem sido unanimes
em utilizar indugdo para eventos ocorridos na planta como um todo, que

desencadearao os processos tipicos do florescimento e, evocagdo para eventos no
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apice, apds indugdo, que preparam o meristema para a formagéao dos primoérdios. A
evocacao precede a iniciagdo dos primoérdios.

A dorméncia das gemas, tem ocorrido até meados do o primeiro més de
junho. Na segunda quinzena desde primeiro més, geralmente ocorrem os primeiros
eventos da indugdo. Neste periodo, de acordo com Ayalon e Monselise (1959) e
Randhawa e Dinsa (1947) tem-se maxima eficiéncia com aplicagdo de substancias
quimicas visando controle do florescimento.

As espécies de Citrus tendem a florescer mais ou menos na mesma
época, sendo influenciadas pela precipitacéo e elevagéao da temperatura. Cifrus lemon
L. emite flor em setembro e outubro, com fruto simultaneamente, e Citrus sinensis,(L)

Osbeck, em outubro e novembro (Khatibu et al., 1985).

211 Eventos citolégicos e bioquimicos da indugio floral

O primeiro sinal de transformagao, com a indugéo floral, € a mudanga de
PH no citoplasma resultando em ativagdo de ATPase-H* da membrana, com aumento
de atividade de mRNA-polimerase, aumento de sintese de DNA e divisao celular
(Jordan, 1993).

Inibidores respiratdrios inibem a evocacido floral. Também tem sido
descrito aumento no contetido de sacarose e atividade de invertase, aumento no

numero de ribossomas, maior vacuolizagéo e alongamento no Rib-meristema, aumento

no nimero de mitocdndrias e maior biossintese de fosfolipideos insaturados (Bernier,



29

Kinet e Sachs, 1981; Bernier, 1988; Bernier et al., 1993; Havelange e Bernier, 1991);
que somente podem ser visualizadas apo6s um més decorrido a indugao.

As mudangas ocorridas nos teores de mRNA ndo séo tao elevadas,
porém todos os trabalhos levam ao ponto em comum de que ocorre aumento
transcricional com a indugéo (Bonner, Gifford e Reed, 1991; Jordan, 1993).

O aumento de mRNA no Rib-meristema (local de mudangas rapidas em
sintese de RNA) é um dos eventos tipicos, coincidindo com a determinagéo floral. Em
ensaio utilizando cDNA conseguiu-se isolar genes especificamente expressados na
iniciagao floral (Bernier, 1988; Jordan, 1993).

Em determinadas espécies como Pharbitis nil L., as quantidades de RNA
foram as mesmas, para tratamentos indutivos e ndo. Diferengas no padrao de bandas,
foram detectadas, somente em gel bidimensional (Ono et al., 1991). Foi relatado
também maior tamanho para o nucléolo na zona central (Bonner, Gifford € Reed,
1991).

A ativagao de proteinoquinases tem se dado como resposta a diversos
estimulos ambientais (temperatura, luz, sacarose) que por sua vez promoverao
fosforilagdes reguladoras dos fatores de tradugdo como iniciagdo, elongagdo e
terminagéo de determinados gens homeéticos (Jordan, 1993).

Gemas em condi¢gdes indutivas apresentam acumulo de células em
interfase no periodo G, (Bernier, 1988; Jordan, 1993). A replicagédo, que se da no
periodo S, pode estar relacionada a fosforilagbes da H, quinase e proteinas do tipo

ciclica, segundo estes mesmos autores.
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Dois picos de aumento mitético ocorrem apéds indugéo:
a) 18 horas na zona periférica e 4 horas mais tarde na zona central
b) 50 horas em ambas as zonas e 60 horas para a emissdo do primérdio, em Sinapis
alba L. Em outras herbaceas como Chenopodium sp. e Pharbitis sp. os mesmos
picos mitéticos foram observados.

O padrao protéico de folhas constatado em gel bidimensional, & diferente
antes e depois da indugado,. Em Pharbitis nil L. houve o decréscimo de 4 polipeptideos
de 25,5, 39; 39 e 44 kDa. Em Impatiens, ocorrem o aumento no teor protéico, nas
folhas de plantas induzidas (Bernier, Kinet e Sachs, 1981). Em Xanthium strumarium 2
polipeptidios desapareceram e houve o aparecimento de um de 50kDa (Kannangara et
al., 1990).

Em Lemma, inibidores de proteases impediram a indugao. Jordan (1993)
atribuiu tal fato a processos proteoliticos sobre polipeptideos pré-existentes.

Bernier, Kinet e Sachs, (1981) relatam que o complemento protéico nas
bracteas e nas partes florais € bem diferente do encontrado em 6rgaos vegetativos;
com represséo de genes que atuam na fase vegetativa e ativagao de outros da fase
reprodutiva. O emprego da eletroforese bidimensional poderia explicar uma vez que
nao se consegue detectar diferengas quantitativas para proteinas (Barber e
Steward,1968; Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Bernier, 1988, Jordan, 1993).

Tem sido sugerido que o desaparecimento de alguns polipeptidios se
deve a eliminagao de algum efeito inibitério (Kannangara et al., 1990; Zeevaart, 1976;
Nitsan, 1962) e, no minimo parcialmente, a evocagao floral vem de mudangas precoces

e qualitativas na expresséo génica (Pierard et al., 1980).



31

212 Controle genético da indugao floral

A evocagao consiste em uma série de eventos no desenvolvimento da
estrutura reprodutiva, envolvendo a expressao de novo material genético e associada a
variagdes no metabolismo. Neste momento tem-se a convergéncia de varias rotas. A
expressao de genes homedticos que fazem os eventos ocorrerem em sequéncia na
inflorescéncia, & controlada por genes heterocronicos (Jordan, 1993). Segundo este
autor, a andlise génica leva a duas conclusdes importantes: |
a) séo fortes os motivos para a aceitagéo de um inibidor no florescimento, com papel

crucial e talvez pivot, neste processo;
b) séo genes com agéo independente para as maiores variaveis ambientais ou seja, luz
e temperatura

A analise de mutantes de Arabidopsis thaliana e Antirrhinum majus tem
mostrado que a indugédo e evocagéo floral sdo controladas por muitos genes, alguns
controlados e outros influenciados por estimulos ambientais (Bernier et al., 1993;
Meyrowitz, Smyth e Bowman, 1989; Okamuro, den Boer e Jofuku, 1993; Veit et al.,
1993;); requerendo uma coordenacido temporal e espacial (Jordan; 1993; Okamu«ro.
den Boer e Jofuku, 1993; Meyerowitz, Smyth e Bowman, 1989; Moses e Chua, 1988;
Veit et al., 1993; Schwartz-Sommer et al., 1990; Zeevaart, 1976).

Fatores reguladores da transcricdo de determinados genes, tém sido
caracterizados como sendo controlados por fosforilagdes (Jordan, 1993).

Segundo relatam Moses e Chua (1988) a regulagao génica pode se dar

em 2 niveis: evocagao e indugdo. Cicloheximida e Actinomicina inibem o florescimento
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em muitas espécies. Aplicadas nas folhas, nao foram translocadas para o apice,
mostrando atuarem ai, na biossintese de uma promotor, na indugdo. Conforme os
autores, na evocagdo a presenga de cicloheximida, thiouracil, 6-azauracil,
S-fluorouracil, 5-flurodeoxyuridina e actinomycina inibiram o florescimento.

A sensibilidade aos fatores ambientais tem sido diferente nas diferentes
espécies. Nisto inclui-se respostas ao comprimento do dia e frio, agindo os genes como
recessivos em uma espécie e dominantes, em outras. O controle do florescimento
parece estar envolvido com diferentes substancias de planta para planta (Bernier, 1988;
Okamuro, den Boer e Jofuku, 1993).

Em trigo, genes para controle de recepgdao do comprimento do dia e frio
funcionam independentemente, apresentando também muitos com efeitos pleiotrdpicos
(Bernier, 1988).

Em Arabidopsis thaliana, uma PDI._ (planta de dia longo), encontra-se
genes atuando para o florescimento nas folhas, cotilédones e gema, produzindo
inibidores florais transmitidos ao apice, suprimindo o florescimento. O gene EMF atua
no apice, na fase vegetativa e com o aumento da idade, a quantidade do seu produto
cai e seu desaparecimento pode ser facilitado por um dia longo (Sung et al., 1992).

Fatores fisiologicos € ambientais afetam a capacidade de expressao dos

genes homeoticos. Essa influéncia atinge o nivel enzimatico também, podendo interferir

na expressao dos genes homeoticos nucleares (Van der Krol e Chua, 1993).
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2.13 Controle do florescimento é um fenémeno multifatorial

O florescimento, por muitas décadas vem sendo rastreado tendo sido
razao de centenas de ensaios. Em consequéncia desse nimero elevado de resultados
algumas teorias surgiram para explicar a indugéo e a evocagao floral.

A teoria florigeno/antiflorigeno consta que alguma informagao é
transmitida das folhas causando uma resposta floral nos meristemas, indo via floema,
de natureza hormonal e universal. Foi baseada em algumas espécies de dias longos e
dias curtos fotoperiddicas absolutas, porém a grande parte das outras espécies é
fotoperiédica facultativa ou planta de dia neutro, a exemplo do citros. Consta que
também existe um antiflorigeno universal em plantas nao induzidas (Bernier, 1988).

Plantas termoinduzidas enxertadas em plantas ndo fotoinduzidas nao
floresceram mostrando que diferentes fatores regulam o florescimento. O
promotor/inibidor vem das folhas, porém muitas mudancas no apice ocorrem sem a
influéncia de um promotor vindo das folhas. Também o destino imediato do material
exportado pelas folhas ndo é conhecido, podendo ir tanto para o apice como para as
raizes. Analises em HPLC de exudatos de folhas induzidas revelam diferencas
altamente significativas em diferentes compostos (Bernier, 1988; Jordan, 1993).

A hipétese da dispersao de nutrientes relata que o controle da indugao se
deve a fotoassimilados. Fatores que inibem a translocagdo de assimilados, inibem o
florescimento, bem como aqueles que levam & maior atividade de drenos, como
enraizamento, competem com o meristema, inibindo as flores. Agentes que suprem o

meristema com assimilados aparecem como promotores. Fatores que controlam a
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iniciagao floral também influenciam taxa fotossintética e disponibilidade de assimilados
(aumento da irradiancia ou concentragdo de CO,). O aumento do suprimento dos
assimilados, de acordo com a variedade de informagdes atuais sobre florescimento,
n&o suporta, sozinho, a hipétese de ser um sinal Unico para iniciagao floral.

No controle muiltifatorial, os fatores individuais atuam em um ou outro nivel
do processo. Possiveis interagbes entre sacarose e citocininas, giberelinas e acido
abscisico, sao conhecidas por interagirem cada um, no controle de muitos processos,
podendo também interagir com sacarose uma vez que estes fitohormdnios tem sido
conhecidos por regularem diversas enzimas do metabolismo dos carboidratos e
particionamento de assimilados (Bernier, Kinet e Sachs, 1981; Bernier, 1988).

Segundo relata o controle multifatorial, varias substancias tém provocado
a evocacio floral e morfogénese. Carboidratos, reguladores de crescimento, macro e
micronutrientes, mostrando que o controle da evocagao esta sob influéncia de muitos
fatores, quando presentes no apice em concentragdo e época adequada. Cada fator
n&o necessariamente atuard na mesma dire¢do em todas as plantas. A variabilidade
genética leva @ comportamentos diferentes, para diferentes fatores. Tem sido a melhor
teoria devido & complexidade encontrada em todos os niveis do processo. Inclui os
fotoassimilados dentre os fatores controladores da indugdo e evocacéo (disperséo dos
nutrientes) e nao é contraditéria com florigeno/antiflorigeno (Bernier, Kinet e Sachs,

1981; Bernier, 1988; Havelange, Bodson e Bernier, 1986; Jordan, 1993;).



3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de maio de 1993 a agosto de
1997, no pomar da Universidade Federal de Lavras e pomar particular, no municipio de
Lavras, sul de Minas Gerais.

A cidade de Lavras encontra-se na latitude 21°1406" sul e 45°0000 de
longitude oeste com altitude de cerca de 920 mgtros, apresentando estagdes do ano
bem definidas, sendo uma chuvosa (de outubro a margo) e outra seca (de abril a

setembro) (Normais Climatolégicas 61-90) apresentando clima Cwb, de acordo com a

classificagdo de Koppen.
3.1 Avaliagoes Anatomicas e Bioquimicas
As laranjeiras utilizadas foram da cultivar ‘Pera Rio' [Citrus sinensis (L.)

Osbeck], plantadas em fevereiro de 1982 e a tangerineira ‘Ponkan’' (Citrus reticulata

Blanco) de mesma idade, enxertadas em limoeiro ‘Cravo’. (Citrus limonia Osbeck)
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O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com oito
repeticoes, constituindo cada ramo uma parcela. Em cada coleta, recolheu-se cerca de
80 ramos, das plantas do pomar.

Os tratamentos foram as épocas nas quais foram efetuadas as coletas do
material, com intervalo de maio a agosto (17/05; 02/06; 17/06; 30/06; 07/07; 13/07;

21/07 e 02/08).

3.1.1 Avaliagdao anatomica

Brotagdes novas, com idade aproximada de 4 meses, que pertenciam aos
ramos das duas espécies, foram usadas para extragdo das gemas para a avaliagéo
anatémica. Foram coletados varios ramos por planta, tomando-se o cuidado de retirar
amostras em toda a area do pomar, para uma amostragem mais segura. Estes ramos
eram colocados em gelo, até manuseio no laboratorio. As avaliagdes anatdmicas foram
feitas no Laboratério de Citologia e Anatomia Vegetal do Departamento de Biologia da
Universidade Federal de Lavras.

Desses ramos retirou-se a amostra para o estudo anatémico, tomando-se
a regido do nd, contendo portanto, uma gema apical ou axiliar. De cada ramo foram
aproveitadas 3 gemas, contando-se a partir do apice para a base. Esses segmentos de
caule de aproximadamente 5 a 7mm foram colocados para fixagdo em FAA (5% formol,
5% acido acético e 90% de alcool etilico 70°C), de acordo com Joahansen (1940), por

48 horas, sendo posteriormente desidratadas com alcool etilico, diafanizados em xilol e
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embebidos e emblocados em parafina (Johansen, 1940; Sass, 1951; Begak e Paulete,
1976).

Utilizou-se um micrétomo rotativo para a confecgdo dos cortes
longitudinais de 7 um de espessura, que colocados em laminas foram desparafinados e
corados segundo a metodologia de Bhaduri e Mukheryee (1961), citado por Sharma e
Sharma (1972) para coloragdo em pironinaY-metilgreen. A montagem final foi feita
utilizando-se a resina Enttellan (Johansen, 1940; Sass, 1951; Jensen, 1962).

As gemas foram medidas utilizando-se aumento de 200X, com auxilio da
ocular OSM 0,5; sendo os didmetros obtidos segundo recomendagao de Bernier, Kinet
e Sachs (1981) e Erickson (1968), Fahn (1990); e as alturas, partindo-se da linha
imaginaria de uniao entre os dois primeiros primérdios foliares, usada para a de
medigao do diametro, até o apice.

Essas mesmas gemas utilizadas para medigbes foram objeto de
fotografias, onde uma analise visual ao microscéopio de luz, permitiu a detecgao de fase
onde se teve maior concentragao de RNA, pela coloragdo em pironinaY-metilgreen, e

também alteragdes nas caracteristicas citélogicas ocorridas durante a evocacéo floral.

3.1.2 Analise bioquimica

a) Extragao da amostra para analise protéica
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Os ramos coletados também foram empregados para a retirada das
gemas que foram excisadas na linha de convergéncia do caule com peciolo da folha.

Utilizou-se 300 mg de peso fresco do material, que foi macerado com o
auxilio de N, liquido sendo adicionado depois 1 ml de tampdao de extragao contendo os
requisitos recomendados por Goodwin e Mercer (1983) ou seja Tris HCI 0,2 M, pH 8,0 +
0, 1% de B.Mercaptoetanol, 0,4% de PVP (polivinilpirrolidona), 0,4% PEG (Polietileno
glicol) e 1mM EDTA e transferidos para tubos tipo Ependorff que foram deixados em
geladeira para melhor extragao por 24 horas.

Procedeu-se a centrifugagao do material por 60 minutos, a 14.000g, 4°C.
eliminando-se o ‘pellet’ formado e acondicionando-se o sobrenadante em tubos

Ependorff em freezer - 18°C até que todos os tratamentos fossem coletados do campo.

b) Proteina total

b-1) Analise qualitativa de proteina total

Foram colocados 30 pl de mistura de tampao da amostra (5 ml de glicerol;
2,5 ml de solugédo tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8, 2,5 mg de Azul de Bromofenol e
completado volume para 25 ml com agua deionizada) + 20 ul de extrato de proteina em
cada canaleta do gel. Ao extrato de proteina foi acrescentado SDS (solugao estoque a
10%) e B - mercaptoetanol. As corridas foram desenvolvidas a 12 mA no gel

concentrador e 24 mA no gel separador.
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A avaliagao de proteina total extraida foi feita sob eletroforese SDS-PAGE
a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). O sistema tampao gel/eletrodo
utilizado foi Tris-glicina + SDS pH 8,9.

Para estimativa dos pesos moleculares, foi aplicada em cada gel uma
amostra do padrao de proteinas, SIGMA M - 2789, com pesos moleculares variando de
14,2 a 205,0 KD (a - lactoalbumina, leite bovino - 1,42; Inibidor de tripsina, soja - 20,1;
Anidrase carbdnica, eritrocito bovino - 29,0; Albumina, ovo - 45,0; Soro albumina,
bovino - 66,0; Fosforilase b, musculo do coelho - 97,4; B - galactosidase, Escherichia
coli - 116,0; Miosina, musculo de coellho - 205,0).

Apos a corrida, os géis foram corados em solugdo de Comassie Brilhant
Blue a 0,05% conforme Alfenas et al., 1991, durante 12 horas e descoradas em

solugao, contendo 5% de etanol, 10% de acido acético.

b-2) Analise quantitativa de proteina total

A quantificacao de proteinas dos extratos das gemas foi feita com uma
aliquota de 100 ul de amostra em 5 ml de solugdo Comassie Blue G - 250 pelo Método
de Bradford (100 mg de Comassie + 50 ml de etanol 95% + 100 mi de acido fosférico
85%, completar para 100 ml), (Bradford, 1976). Confeccionou-se uma curva padrdo
com a proteina Albumina de Soro Bovino (BSA) e procedeu-se a leitura em

espectrofotometro B - 295 - 22; Micronal, em 595 nm (nhanémetro).
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c) Analise qualitativa e quantitativa para atividade enzimatica

c-1) Andlise qualitativa da atividade enzimatica

A eletroforese foi desenvolvida em sistema de géis de poliacrilamida a
7,5% (gel de separacéo) e 4,5% (gel de concentragéo). O sistema tampao gel eletrodo
utilizado foi tris-glicina pH 8,9. Cada canaleta do gel recebeu 20 pl de extrato da
amostra, mais 30 pl de tampao da amostra, sem SDS. A migragao foi efetuada por um
periodo aproximado de 3:30 horas a 4°C, 12 mA no gel concentrador e 24 mA no gel
separador.

Apds a eletroforese, os géis foram corados para deteccdo da atividade
das enzimas malato desidrogenase (MDH) e fosfoglicoisomerase (PGI), (Alfenas et al.,
1991).

As analises enzimaticas foram efetuadas no Laboratério de Biotecnologia,
Setor de Sementes, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de

Lavras

c-2). Analise quantitativa da atividade enzimatica

Primeiramente foram feitas coletas no campo de estacas da laranjeira
‘Pera Rio’ e tangerina ‘Ponkan’ em 3 datas diferentes (26/06/97; 04/07 e 07/07).
Procedeu-se a retirada das gemas, como descrito anteriormente, com posterior
maceragao em N, liquido. O p6 obtido foi acondicionado em "deep freezer" a - 86°C. De

posse de todas as amostras, pesou-se 70 mg em peso fresco de gemas, colocando-se
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uma proporgao de 1:10 partes de solugdo extratora; portanto, 700 pul de tampéao extrator
(item 3.1.2a), deixadas extraindo a 4°C, por 24 horas,.

O substrato para a enzima Succinato Desidrogenase foi: tampao Tris HCL
0,0715 M pH 7,5 + succinato de sédio a 0,02858 M + KCN (cianeto de potassio)
0,001428 M + Triton X-100 2% (Santos e Terra, 1984).

O substrato para a enzima Glicose 6-fosfato desidrogenase foi: tampé&o
Tris HCL 0,0715 M pH 7,5 + sulfato de magnésio (Mg SO,) 5,14 mM + NADP
(nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato) 0,171 mM + Triton X-100.

O reagente de cor para as duas enzimas foi composto por INT
(p - lodonitrotetrazolium violet) a 1,0 mM e PMS (Phenazine Methosulfate) a 1,6 mM. A
leitura foi feita em espectrofotémetro em 500 nm. A metodologia seguida foi segundo

Santos e Terra (1984).

3.2 Analise Fisiologica com Aplicagao de GA,

O experimento para a avaliagdo da aplicagdo do GA,, foi conduzido em

pomar particular no municipio de Lavras, com laranjeiras da cultivar Lima Sorocaba

[Citrus sinensis (L) Osbeck] em delineamento em Blocos Casualizados, em 4

repeticdes. As arvores foram plantadas em outubro de 1991. As aplicagbes se deram
em 1995.
O objetivo deste ensaio foi de verificar o efeito do PROGIB (Acido

Giberélico) na floragéo desta cultivar, em relagédo ao seu efeito inibitorio.
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Utilizou-se plantas testemunhas (0 ppm de GA;) e quatro dosagens do
regulador de crescimento: 10, 20, 40 e 120 ppm.

O produto foi aplicado por pulverizagées, via pulverizador Costal, nos dias
14/04 e 15/04 (meados do outono) utilizando-se um espalhante adesivo, com pH da
solugédo em torno de 6,0. Tomou-se o cuidado em se aplicar o produto no inicio da
manha e final da tarde, sem ocorréncia de ventos para se evitar a deriva. Também foi
realizado teste em branco, definindo o volume da calda a ser utilizado, possibilitando o
molhamento da planta sem ocorréncia de escorrimento.

Para a coleta de dados efetuou-se 2 contagens de flores nas arvores no
surto primaveril: 28/08/95 e 21/09/95, utilizando-se uma moldura de 1m?, procedendo-
se a contagem sempre no quadrante sudeste, com amostragem em 3 arvores/parcela

(Monselise e Halevy, 1964) (Figura 14a).



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Anatomia da gema

4.1.1 Caracteristicas dos ramos vegetativos

Os meristemas vegetativos séao regides restritas da planta, protegidos por
primérdios foliais, que por sua vez sao protegidos por bracteas (Figura 3).

Os meristemas das axilas das folhas de ramos com espinhos, que
apresentaram uma bractea na axila permaneceram vegetativos. A Figura 4 mostra um
corte longitudinal de uma gema lateral sub-apical, de laranjeira ‘Pera Rio’, onde, em
dois planos distintos, captou-se a situagdo da gema axiliar (b) e de seu espinho
correspondente (a). A data da coleta desta gema (09/08/94) corresponde a uma época
de planta floralmente determinada, ja com algumas anteses. Isto representa dizer que,
com a posigao sub-apical na qual encontrava-se a gema, seria de esperar uma gema

em processo de morfogénese floral. Estes fatos reforcam a descrigcao de Lord e Eckard
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(1987) que observaram que a posicdo da inflorescéncia &€ importante: ramos com
apices produzindo folhas apicais, produzirdo espinhos axiliares, com gemas em

estagios vegetativo.

z

G

FIGURA 3: Seccao longitudinal de uma gema lateral de laranjeira ‘Pera Rio’ onde: F-
folha; C-caule; B-bractea; E-rudimento de espinho; PF-primérdio foliar; G-
gema. Lavras, UFLA, 1997.



45

FIGURA 4: Corte longitudinal de gema axilar de laranjeira ‘Pera Rio’ em ramo
vegetativo. a - detalhe do espinho. b - em outro plano, na mesma axila

detalhe da gema vegetativa coletada em 03/08/94. A= 32X. Lavras,
UFLA, 1997.
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4.1.2 Gema vegetativa

Para as laranjeiras ‘Pera Rio’ e tangerineira ‘Ponkan’ observou-se,
anatomicamente, as mesmas caracteristicas para os meristemas: domes baixos, com
formato aproximadamente cénico, formado por uma tlnica composta por 3 camadas
celulares recobrindo o corpo. (Figuras 5a e 6a).

Outra zonagdo que pdde ser notada nos apices, sobrepondo as duas
regibes anteriormente descritas, foi a zona central onde observou-se células grandes,
corando-se mais levemente com a pironina-metilgreen (Figura 5b e 6b). Nesta regiao
encontra-se células com vaclolos maiores justificando esta menor intensidade de
coloragéo. Situagdo contraria foi observada regido periférica que, por apresentar
células menores, mostrou maior densidade na coloragdo. Ainda péde ser dectado o
"pith-rib" meristema, incluindo uma fileira de células aplanadas e vacuolizadas.

A analise dos apices vegetativos ainda permitiu incluir as espécies citricas
estudadas dentro da média das angiospermas, no que diz respeito ao didmetro da
gema. Este ficou em torno de 100um, nas duas espécies estudadas, dados estes

concordantes com Bernier, Kinet e Sachs (1981) e Erickson (1968), Fahn (1990). -

4.1.3 Transigao para o florescimento

Gemas reprodutivas apresentaram uma alteragdo morfologica que foi seu
achatamento ou aumento no didmetro, devido ao que sobrou do meristema com a
iniciacdo das sépalas (Figuras 5b e 6b). a Figura 7 ilustra em desenho a transigcéo

observada onde tomou-se como base um corte histoldgico de laranjeira ‘Pera Rio’.
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FIGURA 5a: Sequéncia dos eventos anatémicos da evocagdo e morfogénese floral, em
laranjeira ‘Pera Rio’. a) Gema vegetativa onde sao observadas tunica e
corpo, com formato coénico (31/05/94); b) evocagao floral, com as setas
mostrando areas com de concentragdao de RNA (01/07/94); c) inicio da
emissdo das sépalas (setas) (01/07/94); d) primérdios de sépalas, sem

observagao da zonagao vista em a. (13/07/94) A = 200 X. Lavras, UFLA,
1997.
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FIGURA 5B: Sequéncia dos eventos anatdmicos da evocagéo e morfogénese floral, em
laranjeira ‘Pera Rio'. e) Gema floral em inicio de emissdo de pétalas S
(sépalas) e p (pétalas);, 03/08/94; f) gemas apical e subapical em
diferentes estagios de desenvolvimento indicadas pelas setas. (03/08/94)
A = 200X. Lavras, UFLA, 1997.
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FIGURA 6: a) Sequéncia dos eventos anatémicos da evocagdo e morfogénese floral,
em tangerina ‘Ponkan’. Gema vegetativa, com formato cdnico,
observando-se a tunica e corpo (31/05/94); b) Evocagédo floral com as
setas indicando as regiées de maior concentragdo de RNA (13/07/94); c)
Gemas apical e sub-apical em diferentes estagios de desenvolvimento,
mostradas pelas setas (18/07/94); d) Emiss@o dos primordios de sépalas
(S) sem a zonagéo tipica vista em a(18/07/94). A = 200 X. Lavras, UFLA,
1997.
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FIGURA 7: Secgao longitudinal de uma gema do apice baseada em corte histologicos
de laranjeira ‘Pera Rio’ em estagio de quebra de dorméncia (inicio da
morfogénese floral) B-bracteas; F-primérdio foliar; S-iniciagdo de uma
sépala. Lavras, UFLA, 1997.

Observou-se um formato conico precedendo a emissdo das sépalas,
N *on

tornando-se mais alargada e achatada durante o estagio da emissao dessas sépalas e
pétalas. Estes eventos ocorreram de 2 a 3 semanas antes do fluxo que levou as flores
(Figura 5d a f). Esta situagdo de gema achatada, com iniciagdo das sépalas, é o
estagio padronizado para uma gema considerada diferenciada, segundo, Randhawa e
Dinsa (1947). A Figura 7 mostra um desenho esquematico onde caracteriza-se uma
gema floralmente diferenciada, em inicio da emissao das sépalas.

A técnica empregada foi a de coloragdo com pironina-metilgreen, que
permitiu acompanhamento das alteragées bioquimicas e citoldgicas nos apices. As

fotos das Figuras 5b e 6b ilustram o fato. Nota-se, no sentido das setas, uma maior
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coloragdo na zona periférica das gemas, o que vem corroborar descrigdes anteriores de
que, com o advento da diferenciagdo floral, ocorre uma maior concentragao de RNA
nesta regiao, precedendo a emisséo das sépalas (Figuras 5¢c e 6c¢) (Bonner, Gifford e
Reed, 1991; Jordan, 1993). A cronologia nao pode ser definida com exatidao devido a
variagdes e particularidades do apice, estacdo do ano, posigdo da gema na arvore,
tratos culturais e caracteristicas climaticas do ano em questéo. O que tem sido feito &
determinar-se um periodo aproximado. Um estagio de morfogénese floral ja bem
adiantado é visto nas Figuras 5e e 5f para a laranjeira ‘Pera Rio' e, na Figura 6d, para
tangerineira ‘Ponkan’, ambos os fenémenos captados na primeira semana do més de
agosto.

As analises de variancia para a variagao nos didmetros das gemas estéo
apresentadas nas Tabelas 1 e 2.

Observou-se variagdes nos diametros das gemas, no decorrer dos tempos
de coleta. Para esta caracteristica, a interagdo ano x época foi significativa, concluindo-
se que as condigcbes ambientais, dos anos em questado, interferiram nos eventos
anatomicos da indugéo floral. Assim, a interagao foi desdobrada, ou seja, ajustou-se um
modelo de regress&o para cada ano separadamente. O modelo de regressao nao linear
foi semelhante a fungdo logistica (Hoffmann e Vieira, 1987),com a inclusdo de um

termo constante como modificagao:

A

Y =D+

com os valores de A, B, C e D mostrados na Tabela 3.
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TABELA 1: Resumo da analise de varidncia para didmetro das gemas (micrométros),
de laranjeiras ‘Pera Rio', para os anos 1993 e 1994, em diferentes datas do

ano e desdobramento da interagdo Ano x Epoca. Lavras, UFLA, 1997.

cv GL QM F

Ano 1 544,500 0,53
Epoca 7 45.150,110 44.40***
Ano x Epoca 7 5.718,010 5,62*
Residuo 12 1.016,840

CV =25,03%

Epoca dentro de 93 (7) 29.171,344 28,69**
Regressao 3 65.653,991 64,57
Desvios 4 1.809,358 1,78
Epoca dentro de 94 (7) 21.696,780 21,34**
Regressao - 3 49.163,695 48,35
Desvios 4 1.096,594 1,08**
Residuos 112 1016,836 -

Para as duas espécies estudadas observou-se uma grande interferéncia
das condigdes do ano base. Os graficos mostrando o comportamento dos didmetros
das gemas, no decorrer do tempo, sdo mostrados nas Figuras 8 e 9. Vé-se claramente
um primeiro periodo de menor didmetro, com gemas vegetativas e um segundo
periodo, ascendente para esses diametros, correspondente aos eventos da evocagéo e
mofogénese floral.

Fazendo-se um paralelo entre as fotografias (Figuras 5 e 6) e o
comportamento dos didmetros das gemas pelos graficos (Figuras 8 e 9) pode-se ter a

exata nogao da dindmica do processo da indugao, evocagao e morfogénese floral.
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TABELA 2: Resumo da analise de variancia para diametro das gemas (micrométros),
de tangerineiras ‘Ponkam’, para os anos 1993 e 1994, em diferentes

épocas do ano e desdobramento da interagédo Ano x Epoca. Lavras, UFLA,

1997.
CcVv GL QM F
Ano 1 468,80 1,39
Epoca 7 27.249,46** 80,99**
Ano x Epoca 7 8879,01** 26,39**
Residuo 12 336,44
CV =15,62%
Epoca dentro de 93 (7) 15.322,14 45,54**
Regressao 3 29.387,73 87,35"*
Desvios . 4 4.772,94 14,19
Epoca dentro de 94 (7) 20.806,32 61,84**
Regressao 3 46.743,15 138,93
Desvios 4 1.353,7 4,02
Residuos 112 - - 336,44 - v

Com a expressao X=_C—B (Tabela 3) retirada da equagao tem-se a taxa

de crescimento maxima, ou seja, o estagio de gema floralmente determinada. Para a
laranjeira ‘Pera Rio’, encontrou-se a época 74 dias apés o dia 17/05 (ano 1993) o que
representa a data de 30/07/93, para a gema floralmente determinada. Para o ano de
1994, a época foi de 17/07/94. Isto equivale afirmar que , para o ano de 1993, a
laranjeira ‘Pera Rio’ teve suas gemas induzidas no inicio do més de julho e para o ano
de 1994, a indugao ocorreu com pequeno adiantamento, por volta da dltima semana de

junho.



54

300 -
Pera Rio
® —1993 (Y1) q — 1994 (Y2)
2507 306,8421
Y1=894106+ +e8‘,6;°_°‘,mx R? = 96,46% A
2007 1107750
5 Y2 = 97,7000 + 1+e27'-6;7"“-539°x R?=9711%
g 160 ®
£
S . 4
o 100 o x $——
50 -
0 I | | | | 1 |
0 10 20 30 40 50 60

Dias apos 17/05

70

FIGURA 8: Comportamento do didmetro das gemas da laranjeira ‘Pera Rio’ durante a

evocagéo e morfogénese floral, nos anos de 1993 e 1994. Lavras, UFLA,

1997.

A tangerineira ‘Ponkan’ exibiu comportamento semelhante, com estagio

de gema determinada em 06/07/93 e 23/07/94, equivalendo a uma indugéo em final de

junho, inicio de julho.

E muito importante ser ressaltado que este processo de se rastrear o

fenébnemo da indugao e evocagao floral no citros, ndo apresentara uma data limitrofe,

uma vez que, como ja citado anteriormente, esta caracteristica sofre grande

interferéncia ambiental. Variacbes de dias, e até semanas, serdo previsiveis e

explicaveis.
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FIGURA 09: Comportamento do didmetro das gemas da tangerineira ‘Ponkan’ durante

a evocagao e morfogénese floral, nos anos de 1993 e 1994. Lavra, UFLA,
1997.

TABELA 3: Valores para A, B, C, D, referentes a equagdo nao linear ajustada para o

comportamento dos diametros das gemas para os anos 1993 e 1994, em
diferentes datas do ano. Lavras, UFLA, 1997.

Variaveis da ‘Pera Rio’ ‘Ponkan’
equagao de

regressao 1993 1994 1993 1994
A 306,84 110,78 92,37 -145,52
B -8,17 -271,67 -14,50 23,13
C 0,11 4,54 0,29 -0,35
D 89,41 97,70 76,11 236,83
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Para complementar o estudo anatdmico, foram efetuadas medicGes das
alturas das gemas, nas mesmas onde foram efetuadas as medigdes dos diametros;
numa tentativa de se anular possiveis interferéncias de variagbes no tamanho das

gemas, existentes naturalmente nas plantas.

Os resultados foram analisados em forma de relagdo diametro/altura uma
vez que uma gema vegetativa grande poderia mascarar o resultado juntamente com

uma gema reprodutiva pequena.

As analises de variancia bem como o ajuste de modelo de regresséo para
os dados mostraram comportamento semelhante aos resultados do didametro das
gemas; com coincidéncia dos periodos para indugdo e morfogénese floral. Optou-se
portanto, pela exibigé;) dos dados dos didmetros, que sdo medigcbes mais frequentes

em estudos anatomicos.

A avaliagéo fotografica desses eventos veio confirmar o que se constatou

na analise estatistica.

Para a laranjeira ‘Pera Rio’, o padrao fotografico ilustra os dados
coletados da anadlise de varidncia para didmetro das gemas. A Figura 5a exibe uma
gema com todas as caracteristicas vegetativas discutidas no item 4.1.2. Na Figura 5b,
pode ser vista a maior intensidade de coloragdo com pironina-metilgreen na zona
periférica, sendo esta, uma alteragao citolégica que precede a emissao das sépalas.
Nessa zona ocorrera uma mudanga no sentido das mitoses que, de anticlinais,
passardo a periclinais, para aumento da massa celular que levara a formagéo deste

verticilo que pode ser visto na Figura 5c, e em estagio mais avangado, na Figura 5d.
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Este periodo corresponde a segunda quinzena de julho, levando-nos a deduzir que a
indugao floral ocorreu na ultima semana do més anterior. Na Figura 5e tem-se ja o
inicio da emisséo das pétalas, estando bem nitido o formato plano da gema. Em menor
aumento vé-se na Figura 5f, duas gemas em estagios diferentes, onde a apical
encontra-se em fase de formagao de pétalas, pedunculo alongado e outra gema em
posicédo imediatamente inferior, ja plana porém mais atrasada na morfogénese floral.

Na tangerineira ‘Ponkan’, a zonagdo caracteristica de uma gema
vegetativa pode ser vista na Figura 6a, com manto (tinica) composto por 3 camadas
recobrindo o corpo e com as caracteristicas citoloégicas descritas anteriormente (4.1.2).
A Figura 6b exibe uma gema floralmente determinada, correspondendo a um estagio
de meados do més de julho, onde podem ser notadas as zonas periféricas
intensamente coradas com pironina-metilgreen, estagio este no qual ja pode ser
visualizada a emissao das sépalas. Nesta Figura vé-se os lébulos formados nas zonas
periféricas, indicando a emissao deste verticilo. Na Figura 6¢c vé-se 2 gemas, em
estagios diferentes, por tratar de uma inflorescéncia simpodial, onde a gema superior,
ja bem aplanada, inicia suas sépalas e, a gema inferior encontra-se em estagio nao
determinado.

Na Figura 6d, tem-se a morfogénese floral, onde vé-se duas sépalas
emitidas e principalmente o desaparecimento da zonacio caracteristica da gema
vegetativa. Este estagio corresponde a um periodo relativo ao inicio do més de agosto.

Para as avaliagdes anatomicas, o estudo foi iniciado com a coloragdo
SAFRA-BLAU (saframina/azul de astra). Nao conseguiu-se a detecgdo da fase

bioquimica que precede a evocagéo floral. A coloragdo com pironina Y - MetilGreen
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detectou com clareza a fase de evocacgao floral, precedendo a emissao das sépalas,
pelo fato do meristema apresentar maior intensidade de coloragao na regiao periférica

da tanica e corpo.
4.2 Andlise bioquimica
4.21: Proteina tofal

Os resultados da quantificagdo de proteina total, dos extratos das gemas,
exibiram valores que nao variaram significativamente dentro das diferentes épocas. Os
valores médios, segundo metodologia de Bradford (1976), dentro dos anos 1993 e
1994 estao apresentados na Tabela 4. Verificou-se que a laranja ‘Pera Rio' mostrou

comportamento semelhante ao da tangerina ‘Ponkan’.

TABELA 4: Teores protéicos médios em pg/ul de 11 avaliagbes de gemas axilares de
laranjeiras ‘Pera Rio’ e tangerineira ‘Ponkan’, para os anos de 1993 e 1994,
segundo a metodologia de Bradford (1996). Lavras, UFLA, 1997.

Espécie/Ano ‘Pera Rio’ ‘Ponkan’
93 59,12 60,90
94 75,41 73,62

Esses valores constantes na Tabela acima sao referentes as médias das
diferentes épocas nas quais foram coletadas as gemas, resultante de 11 avaliagdes por
ano. Nao se observou diferengas entre as diferentes épocas do ano nas quais foram
coletadas as gemas. As diferengas observadas nos teores meédios entre os dois anos,

de aproximadamente 15 ug/ul pode ser atribuida principalmente a perdas protéicas
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devido ao armazenamento das amostras em freezer -18°C. Nesta temperatura ainda
sdo observadas reacdes de autdlise ou degradagao celular. As amostras do ano de
1993 permaneceram um tempo maior no freezer.

O padrao eletroforético para as duas espécies veio confirmar os
resultados acima. Observou-se que, no decorrer das onze coletas efetuadas de maio a
agosto o padrao de bandas nao mostrou diferengas qualitativas ou quantitativas.

A Figura 10 exibe os padrbes obtidos para a laranja ‘Pera Rio’ e para a
tangerina ‘Ponkan’, para o ano de 1994

A auséncia de diferengas no teor protéico e padrao eletroforético néo
confirmam resultados anteriores, por ter sido utilizada a eletroforese unidirecional, onde
Bernier, Kinet e Sachs (1981) observaram complemento protéico nas bracteas e pegas
florais bem diferente do encontrado em 6rgéos vegetativos; com represséo de genes
que atuam na fase vegetativa e ativacdo de outros da fase reprodutiva; Essas
diferencas foram somente detectadas com o emprego da eletroforese bidimensional,
relatadas também por Barber e Steward, (1968); Jordan, (1993).

As diferengas encontradas, a nivel metabdlico, nas células, frente aos
resultados obtidos, sdo atribuidas a mudancas a nivel enzimatico, onde pequeno
percentual de alteragdo, ja provoca grandes mudangas nas células. Também,
alteragdes no complemento protéico ocorrem, segundo Kannangara et al., (1990);
Nitsan (1962) e Zeewaart (1976), devido a eliminagao de algum efeito inibitério, sendo
a evocacao floral resultado de mudancgas precoces e qualitativas na expressao génica

(Pierard et al., 1980).



60

Apesar de observadas algumas diferengas na intensidade das bandas, na
figura 10, nao foi feita a analise densitométrica por achar-se que estes dados possam

ter sido influenciados pelo armazenamento, provocando estas flutuagdes no padrao das

bandas.

FIGURA 10: Padrao eletroforético de proteina total; A - laranja ‘Pera Rio’;
B - tangerina ‘Ponkan’, no ano de 1994. Da esquerda para a direita:
1 - Padrao protéico; 2 - 19/05; 3 - 31/05; 4 - 15/06; 5 - 24/06; 6 -
01/07; 7 - 08/07; 8 - 13/07; 9 - 18/07; 10 - 27/07; 11 - 03/08 ; 12 -
09/08.
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Novas medi¢des, com amostras colhidas recentemente ou

acondicionadas em freezer - 85° C, fazem-se necessarias.

4.2.2 Isoenzimas

a) Analise eletroforética

Em relagdo a andlise eletroforética, ndo pode ser observado pelos
zimogramas das enzimas estudadas, malato desidrogenase (MDH) e fosfoglicose
isomerase (PGl) (Figura 12), diferengas significativas na intensidade das bandas que
justificassem uma afirmagao de aumento da atividade respiratéria com a inducao floral.

Os resultados obtidos nao surpreenderam, uma vez que, as amostras
foram preparadas com gemas coletadas neste ano (1997). Observagdes visuais nas
plantas, detectaram grande nimero de gemas florais precedendo a antese, nos
periodos da coleta. A Figura 11 exibe o comportamento da temperatura e chuvas
ocorridas neste ano de 1997, notando-se com clareza um grande estresse hidrico nos
meses de fevereiro e margo, em relagdo a média dos ultimos 30 anos; com uma
elevada precipitagdo no més de junho. Essas condigbes induziram as gemas a u‘;na
quebra de dorméncia em aproximadamente um més de antecedéncia, em relagdo ao
periodo normal nos outros anos.

Em condigbes normais, pela Figura 11, observa-se que o estresse hidrico
e temperaturas baixas ocorrem em periodo que antecede a quebra de dorméncia, que

se da no final do més de junho. O estresse hidrico de aproximadamente 3 meses, bem

como o abaixamento da temperatura, no outono, sdo os grandes contribuintes para a
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principal florada nas plantas citricas. As condigées climaticas observadas este ano

levaram a uma indugao floral precoce, nas plantas.

< Temperatura -4 Precipitagao
. Temperatura - 1997 “* Precipitagao - 1997

- 400
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FIGURA 11: Dados médios, relativos aos ultimos 30 anos e de 1997, de temperatura e
chuva total, na regido de Lavras (clima Cwb - classificacdo de Koppen)
Minas Gerais.

b) Analise da atividade enzimatica
A literatura € unanime em afirmar que ocorre aumento da atividade
respiratoria em gemas induzidas, bem como aumento na biossintese de compostos

precursores de acidos nucléicos, nos tecidos em formacao.
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FIGURA 12: Padrdes isoenzimaticos de gemas axiliares de laranjeira ‘Pera Rio’ e
tangerineira ‘Ponkan’, em 3 diferentes datas do ano de 1997 (26/06; 04/07
e 07/07). A espessura e tonalidade das bandas indicam intensidade
relativa. Lavra, UFLA, 1997.

Baseado nestes aspectos mediu-se a atividade enzimatica da Succinato
Desidrogenase (SUDH) uma enzima exclusiva do Ciclo de Krebs, e da Glicose 6 -
fosfato Desidrogenase (Gli-6-P-DH) uma enzima produtora de poder redutor, pela Rota

da Pentose Fosfato.
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Os resultados estao exibidos na Tabela 5, onde nota-se, alguma diferenga
em relagdo aos resultados obtidos com as enzimas MDH e PGI, entre as épocas de
coletas. Porém néo se caracterizou o aumento de atividade esperado com a inducéo,
uma vez que seguiremos um melhor dominio da técnica, para se inferir de modo

seguro.

TABELA 5: Atividades enzimaticas em laranjeiras ‘Pera Rio’ e tangerineira ‘Ponkan’,
nas épocas: 1 - (26/06/97);, 2 - (04/07/97) e 3 - (07/07/97). Dados em

nanomoles/minuto/grama de amostra. Lavras, UFLA, 1997,

Tempo/ ) ‘Pera Rio’ ‘Ponkan’

Enzima 1 2 3 1 2 3

SUDH 90 90 60 20 50 50
Gli-6-P-DH 70 60 50 80 200 110

A medigao da atividade enzimatica, tanto em géis de poliacrilamida como em analise
colorimétrica n&o funcionou nas condigdes presentes podendo ser repetida
futuramente. Podera ser uma feramenta a mais para acompanhamento dos fenémenos

da indugao e evocacao floral.

4.3 Influéncia do GA, na floragao da Laranja Lima-sorocaba

O GA,; inibiu o florescimento da laranjeira ‘Lima-Sorocaba’, reduzindo

drasticamente o nimero de flores/ramo, com o0 aumento da dosagem (Tabela 6). Esses
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resultados vdo ao encontro de observagbes feitas por Garcia-Luis et al.,, (1986),
Monselise e Halevy (1964); Bernier (1988); Bernier, Kinet, Sachs (1981); Barros e
Rodrigues (1980) que detectaram mesmo comportamento, em outras cultivares.

A dosagem de 10 ppm ja promoveu uma queda na floragdo, sendo que a
dosagem de 120 ppm mostrou-se como a mais rigorosa no seu efeito redutor
(Tabela 8). Os dados observados foram ajustados em uma equagdo de regresséo
linear (Tabela 7).

A Figura 13 ilustra o comportamento da floragao em fungao do aumento

da concentragdo de GA,; aplicado.

TABELA 6: Resumo da andlise de varidncia para efeito da aplicagdo do GA,; na

floragao de laranjeiras ‘Lima-Sorocaba’. Lavras, UFLA, 1997.

CAUSAS DA VARIAGAO GL sQ . QM VALORF PROB.>F
BLOCO 3 42,0692503 14,023000834 3,6145 0,04515
DOSE 4  194,9501324 48,7375331 12,5624 0,00052**
RESIDUO (A) 12 46,5555285 3,8796274

PARCELAS 19 283,5749112

AVALIACOES 1 104,1639798  104,1639798 44,1966 0,00581*
RESIDUO (B) 3 7,0704915 2,3568305

Ava.*DOS 4 1,3366824 0,3341706 0,1434 0,96011
RESIDUO (C) 12 27,9660457 2,3305038

TOTAL 39 4241121105

Coeficiente de variagao (A) = 29,306%
Coeficiente de variagao (B) = 39,563%
Coeficiente de variagao (C) = 22,714%

Transformacao de dados = 1/x +05



| o ——

e et e 66

TABELA 7: Resumo da andlise de variancia para ajuste de uma equacéo de regressdo
para efeito da aplicagdao do GA, na floragdo da laranjeira ‘Lima-Sorocaba’.
Lavras, UFLA, 1997.

cv GL SQ QM
Regressao linear 1 191,8818 191,8818**
Residuo 12 46,5555 3,8796

TABELA 8 Médias do ntimero de flores das dosagens de GA,, dentro do 12 e 2° surtos

de floragéo da laranja ‘Lima-Sorocaba’. Lavras, UFLA, 1997.

GA, _ 12 Avaliagao (28/08/95) 22 Avaliagéo (21/09/95)
0 47,08 a 101,89 a
10 48,18 a 92,60 b
20 41,54 b 89,54 ¢
40 18,24 ¢ 63,37 d
120 0,20 d 19,08 &

A analise das médias, na 1? avaliagdo mostra que a concentragdo de
10 ppm ndo atuou de modo significativo, igualando-se a testemunha. Seu efeito foi
significativo na 22 avaliagdo, onde tem-se a florada principal da planta (Figuras 14b e
15a).

Os dois extremos, na producdo dos frutos citricos, sdo problemas: uma
pequena floragdo ndo garantird uma boa produgdo, bem como uma florada excessiva,

nao garantira boa safra, seja pelo percentual de pegamento ou tamanho diminuto dos
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frutos. Faz-se necessario, portanto, a manipulagdo da floragdo visando maior

rentabilidade com a cultura citrica.

10

Florada

0 1 | | | | | | i | |

0 10 20 30 40 50 60 70 80 S0 100
Dose de GA3 (ppm)

120

FIGURA 13: Efeito da aplicagdo do GA; na reducdo florada da laranjeira ‘Lima-

Sorocaba’. Lavras, UFLA, 1997.

Neste contexto, o uso de GA; mostrou-se muito eficiente na redugio da

floragao da laranjeira ‘Lima Sorocaba’, principaimente na maior dosagem utilizada, de

120 ppm (Figura 15d).

A sua utilizagao podera vir a contornar problemas como a alternancia de

colheitas oriundas de floradas irregulares nas diferentes safras; obter produgdes de

frutos em floragbes extemporaneas e corrigir o tamanho diminuto ou excessivo do fruto;

consequéncia de florada excessiva e escassa, respectivamente.
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FIGURA 14: A - Moldura de 1 m? utilizada para procedimento de contagem de flores.
B - Planta testemunha em relagao a aplicagéo de GA,; (0 ppm). Lavras,
UFLA, 1997.
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FIGURA 15: Efeito das diferentes concentragdes de GA, sobre a florada da laranja

‘Lima Sorocaba’. A - 10 ppm; B - 20 ppm; C - 40 ppm; D - 120 ppm.

Lavras, UFLA, 1997.
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E importante ser salientado que, para a obtengdo desta resposta
satisfatoria, foi observada com atengdo a época de aplicagao do fitohormédnio, que se
deu em meados do outono, uma vez que, a sensibilidade da gema é muito maior nesta
época, tanto para laranjeiras como limoeiros e tangerineiras (Barros e Rodrigues,
1992).

Os resultados anatémicos e histoquimicos obtidos na primeira parte deste
trabalho fornecem subsidios suficientes para que, desejando-se manipular a planta em
seu periodo de dorméncia ou de gemas nao induzidas, deve-se fazé-la até meados de
junho. Ressalta-se que o monitoramento das distribuigoes das precipitagdes no periodo

€ uma conduta essencial.



5 CONCLUSOES

- As gemas das axilas de ramos com espinhos nao floresceram.

- A medigdo do didmetro das gemas mostrou-se um procedimento eficiente para
acompanhar os fendmenos decorrentes da indugao, evocagdo e morfogénese floral.
Gemas vegetativas apresentam didmetro médio de 100 um, com tunica composta por
3 camadas celulares, de formato conico, recobrindo o corpo. As gemas da laranjeira

‘Pera Rio’ mostraram valores um pouco maiores que os da tangerineira ‘Ponkan’ (80

pm).

- O estagio de gema floralmente determinada ocorreu, para a laranjeira ‘Pera Rio’, de

meados a final de julho

- A tangerineira ‘Ponkan’ exibiu comportamento semelhante, com estagio de gema

floralmente determinada variando dentro do més de julho.

-O padrao eletroforético para proteina total nao foi suficiente para determinar
alteragbes a nivel protéico nos meristemas; alteragbes essas dectaveis com a

focalizagé isolétrica, sensivel o suficiente para se captar mudangas a nivel enzimatico.
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- Os resultados obtidos para a amostragens efetuadas no ano de 1997 mostram a
necessidade de se acompanhar a distribuicdo de chuvas nos meses que antecedem a
florada principal dos citros. O estresse hidrico mostrou-se um fator regulador da

floragao bastante importante.

- O GA, é um regulador de crescimento inibidor da floragdo em laranja ‘Lima Sorocaba’,

com grande reducéo na florada nas dosagens de 40 e 120 ppm.
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