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INTRODUCEO

Fisiologicamente, a germinacao € um processo S gue
se inicia com a embebicdo da semente (embrido quiescente) .

O crescimento do embrido & entdo retomado, e o processo ter

mina com a protrusac de alguma parte’ do mesmo atravds do
tegqumento. Na maioria dos casos, o primeiro érgaoc a emer-
gir € a radlcula. O processo de germinacao inicia-se, por
tanto, com o ressurgimento das atividades metabdlicas, que
foram paralisadas quando da maturagac da semente, Eviden~
temente, para que a germinacao ocorra, hi necessidade de
que as sementes estejam vidvels e que as condigoes ambien-
talis sejam favorévels,

Uma semente com embrizo quiescente germinaré
quando for colocada em condigoes adequadas de umidade, tem-
peratura e composigao de gases. Uma semente dormente re-
quer para sua germinacao, além dessas trés condicgoes, uma



classe de estimulos nais especificos.

Crocker em 1916 (in CARVALHO e NAKAGAWA, 1980)

afilrmou que a dorménecia de sementes era resultante dos se-

guintes fatores: a) imaturidade do embriao; b) impermeabi

lidade do tegumento & &gua; ¢) resisténcia mecanica do te-

gumento ao crescimento do embrifo: d) baixa permeabilidade

do tegumento a gases; ~e) bloqueio metabdlico do embriao,

devido a necessidade de luz ou pré-resfriamento: f) combi

nacao de dois ou mais dos fatores anteriores: g) dormén-

clia secundaria.

Neste trabalho, apenas o efeito da luz, em dormen

cia de sementes, serd discutido.

As sementes, cuja quebra de dormnéncia depende das
condigoes de luz, sao denominadas fotoblésticas (EVENARI,
1865} . Sementes fotoblasticas positivas sao aquelas que
necessitam de luz para germinar, enquanto que as sementes
fotoblasticas negativas s@o inibidas pela luz branca (NOGGLE
e FRITZ, 1976}, O fotoblastismo da semente pode depender
nao s6 da espdcie, mas também das condicoes de armazenamen-
to como mostrado por NORONHA, VICENTE e FELIPPE (1876).
Esses autores mostraram gue em Cucumis anguria j medida
em gue se aumentava o periodo de armazenamento, a semente

prassava de indiferente 3 luz 3 fotobldstica negativa,

Em certas espécles a necessidade de luz para a
germinagac ocorre somente no periodo logo apds a colheita;
em outras, o fotoblastismo persiste no minimo por um

ano,

como por exemplo em ZEpilobilum parviflorum (MAYER e DPOLJA-




ROFF~MAYBER, 1975),

Entre as plantas cultivadas, a luz parece

nao
ser de muita importancia para a germinagao das sementes,
sendo em geral indiferentes. Evidentemente hi excecoes,

como & o caso de alface (BORTHWICK et al., 1952}, de moran-

go e tabaco (DOWNS, 1964), de maxixe (NORONHA, VICENTE @

SILBERSCHMIDT, 1971), de maracujé (VALIO, comunicagao pes-
sval) e da espdcie recentemente introduzida na agricultura,
Stevia rebaudiana (FELIPPE et al., 1971; RANDI e FELIPPR,

1981).

A sensibilidade das sementes 3 luz também & afeta

da pela temperatura: certas variedades de alface a 25°C
necessitam de luz para germinar, mas germinam no escuro
guando em temperaturas baixas (WAREING e PHILLIPS, 1973);

sementes fotoblasticas negativas de Cucumis anguria L, ger
minam em luz branca quando submetidas a um chogue de 0°c
(FELIPPE, 1980),. MAYER e POLJAKOFPF-MAYBER (1975) correla-
cionaram espécies com luz e temperatura, e dessa correlagao
conseguiram quatro grupos de sementes: a) acima de 20°¢C,
270 espécies eram fotobldsticas positivas e 114 negativas;
b) com frio severo, 190 germinavam na luz e 81 no eSCUr0;
c) temperatura relativamente baixa (entre frio severo e
20°C), 52 espécies germinavam em luz e 32 no escuro; d)
independentemente do tratamento de temperatura, 33 espécies

eram insensiveis 3 luz para germinar.

Em certas espécies fotoblasticas positivas, a

alternancia de temperatura e o tratamento com produtes inor



ganicos (principalmente nitrato) ou substancias organicas,

come acido giberélico ou tioureia, ou mesmo a retirada do
tegumento, podem induzir a germinagdao na auséncia de luz
(FELIPPE, 1978; FELIPPE, 1980; FELIPPE et al., 1970;

WAREING e PHILLIPS, 1973).

O efeito da luz sobre a germinacio vem sendo estu

dado ha muito tempo. J& em 1860, Caspary observara gue

sementes de Bulliardea aquatica ndo germinavam na ausén-

cia de luz (SMITH, 1975). Em 1903, Heinricher demonstrou

um efeito hinibitdrio da luz sobre a germinacao de sementes

de Acanthostachys strobilacea (EVENARI, 1965), KENDRICK
(1976) mostrou que a partir destas primeiras observacoes,

muitos exemplos de sementes fotoblisticas foram encontra-

dos, © que pode ser visto em algumas revisdes importantes

como ROLLIN (1975) e KENDRICK (1976).

FLINT e McALISTER (1935, 1937), trabalhando com

sementes fotoblasticas positivas de alface, mostraram gque

a malor promogac da germinagao ocorria na regio  vermelha
do espectro, enquanto que a inibig¢ao mdxima ocorria na re-
giao do espectro correspondente aoc que foi mais tarde chama

do de vermelho extremo.

BORTHWICK et al. (1952), utilizando sementes
fotoblasticas de alface, postularam a existdncia de um
pigmento {inice, responsivel pela germinacao desses sementes
sensiveis & luz. Em 1959 esse pigmento foi isolado a par-

tir de plantinhas estioladas de milho e denominado fitocro-

mo, por Butler e colaboradores (BUTLER et al., 1959),




0 fitocremo & encontrado nos tecidos vegetais sob

duas formas interconversiveis pela luz: uma forma, v, cu=~

Jo pico de absorgao estd a 660 nm (vermelho):; e uma forma,

Fve, que apresenta seu pico de absorgao a 730 nm  (vermelho

extremo) . A forma fisiologicamente ativa do fitocromo &€ a

Fve, Desse modo, quando as sementes gio mantidas embebi -~

das sob luz vermelha, o fitocromo na forma Fv absorve esse

comprimento de onda e se converte na forma Fve, determinan

do a germinacao. Por outro lado, se as sementes forem

embebidas sob vermelho extremo, o fitocromo que estd sob a

forma Fve absorve esse comprimento de onda e passa para a

forma Fv, que & fisioclogicamente inativa, provocando a ini-

bigcac da germinagao (MOHR, 1972).

A alterna@ncia de exposicao ac vermelho ou ao ver-
melho extremo ir& provocar a promogdo ou inibicido da germi-
nagao, sendo que a resposta final dependera apenas do Olti-
mo comprimento de onda dado, isto &, se a Oltima exposigao

for ao vermelho extremo a germinacdo serd inibida e se for

a0 vermelho a germinagao sera promovida (BORTHWICK et al.,
1952). Esse tipo de resposta das sementes, indicando a
agao do fitocromo, 33 fol demonstrada em diversas espécies

como  Rumewx obtueifolius (ISIKAWA e FUJII, 1961; VICENTE,

ENGELHARDT e SILBERSCHMIDT, 1962), tomate, pepino  (VANIV,
MANCINELLYI e SMITH, 1967), maxixe (NORONHA, VICENTE e
FELIPPE, 1878) e Stevia rebaudiana (RANDI e FELIPPE,
1981).

Sementes fotoblasticas positivas precisam estar,

pelo menos, parcialmente embebidas para poderem responder



ao periodo de luz vermelha, uma vez que o Fv nio pode ser

fotoconvertido em Fve em sementes nao hidratadas, Antes

da embebicao, essas sementes apresentam a maior parte de

seu fitocromo sob a forma Fv, sendo que a quantidade de Fve

no interior da semente deve ser baixa, estando portanto

abaixo do valor limiar requerido para iniciar a germinacao
de uma semente fotoblastica positiva. Além disso, a con-

versao de Fve para I'v ocorre naturalmente no esCure em  sge-
mentes embebidas. Esta reversao no escuro de Fve para Fv
€ uma reversdo térmica, que parece ocorrer através de  uma

série de intermediirios, que normalmente ocorrem na conver-

sao de Fve a Fv, mediada pelo vermelho extremo (KENDRICK,
1976Y,

Sementes fotoblisticas negativas apresentam pro-

vavelmente parte de seu fitocromo sob a forma Fve,

numa
guantidade acima do valor limiar requerido para estimular
& germinagao, ou num dosg intermedidrios que rapidamente

podem ser convertidos a Fve (KENDRICK, 1976). Desgsag manei
ra, as sementes embebidas no escuro podem germinar. Em
presenga da luz do dia, o Fve absorve o vermelho extremo e

passa para a forma Fv, e a germinagao nioc  pode ccorrer

(ZO0UAGHI, MALCOSTE e ROLLIN, 1972).

No caso das sementes fotoblasticas negativas, a
conversao no escuro de Fve para Fv nao deve ser tio eficlien
te como a que fol proposta para as sementes fotoblasticas
positivas (RENDRICK, 1976). Em sementes fotoblisticas ne-
gativas de pepino fol mostrado gque gcorre um aumento no

contelido de fitocromo total durante a germinagéo no escuro,




sendo a taxa de aumento dependente da temperatura; trata-

mentos com luz coentinua resultaram em niveis de

fitocromo

mals baixos do que em sementes mantidas no escuro (MANCI-
NELLI e TOLKOWSKY, 1968).

Em  Amaranthus caudatus, que POSsui sementeg

fotoblasticas negativas, observou-se, em sementes mantidas

a 25°C, duas fases no aumento do fitocromo, A primeira

fase era caracterizada pela reldratagao do fitocromo pré-

~existente, enquanto que a segunda fase era devida 3 sinte-

se de fitocromo (KENDRICK e FRANKLAND, 1969). Egses meg-

nmos autores postularam que o principal fator para o contro-

le da germinagdc era a proporgao entre o Fve e o fitocromo

total.

0 mode pelo qual o estimulo captado pelo fitocro-

mo € convertido em resposta fisioldgica ainda nao ests

to-
talmente esclarecido. O processo deve ter uma conplexa
interagao com horménios e(ou) enzimas, embora ainda nao
haja muitas evidéncias que sugiram que a agao do fitocromo

resulte na produgao de algum hormdnio essencial ou no aumen
to de atividade ou sintese "de nove" de alguma enzima

(KENDRICK, 1976).

De acordo com Mohy, o fitocromo atua come contro-

lador da atividade génica, ativando ou reprimindo genes,

regulando dessa forma a sintese proteica {MOHR, 1972).
Segundo Black (in VILLIERS, 1975) os proviveis efeitos do
estimulo luminoso na germinacao das sementes poderiam ser

sobre: a) metabolismo de lipIidios: b) sintese de enzimas;



¢) controle respiratdério; d) sintese de horménios; e) per

meabilidade da membrana.

Alguns trabalhos na literatura mostram a intera-

¢ao entre fitocromo e certos horménios. As citocininas

foram os primeiros hormdnios estudados que estimulavam a

germinagao de sementes fotobldsticas positivas no  escuro

(MILLER, 1956; 1958). Esse autor também mostrou que as

giberelinas estimulanm a germinagao no escurc de sementes

fotoblasticas positivas de alface cv. "Grand Rapids™. Foi

também verificada uma interacdc entre o &cido giberélico
(GA3} e a luz vermelha de bailxa intensidade (IKUMR e

THIMANN, 1960; KXAHN, GOSS e SMITH, 1957). H&a a hipdtese

de que © GAB e a luz vermelha atuariam em fases diferentesg

da germinagéo, ambos induzindo, mas de modo diferente (TKMA

e THIMANN, 1960).

Trabalhando com folhas de cevada mantidas no esg-

curo, REID, CLEMENTS e CARR (1968) mostraram gue havia apa-

recimento de giberelina, apds chogue de luz vermelha. Tra

tando-se as folhas com CCC (cloreto de 2-cloroetil trimeti-
lamonic) ou AMO-1618 (cloreto de 4-hidroxil-5-isopropil-~ 2~

~metil-fenil~trimetilamdnio-l-carboxilato piperidina), que

530 inibidores da sintese de giberelina, nao havia producao

desse hormdnioc apds o chogue de luz vermelha. Mais tarde,
P |

a relagao entre luz e giberelinas foi também rnostrada duran
te a germinacac.
Em sementes de Rumex obtusifolius mantidas o

escuro nao foi possivel a detecglo de giberelinas. Toda~-



via, tal hormonio podia ser extraldo imediatamente apds um

lampedjo de luz (FELIPPE et al., 1970). Em  Rumex, tanto
o choque de luz como o de temperatura alta causaram apareci
mento de giberelina, mas neste caso (ao contririo das fo-

lhas de cevada) o CCC nZo teve efeito inibitdrio em relacgao

aos dois choques (FELIPPE et al., 1970).

Quando se expds sementes de Rumex obtusifolius 3
luz vermelha verificou-se um rdpido aumento no contefido de
citocininas enddgenas. Este efeito pbdde ser revertido se
© tratamento com luz vermelha era imediatamente seguido de
irradiacaoc com vefmelho extfemo (STADEN e WAREING, 1972y,
A aplicagao de citocininas diminui a quantidade de luz ne-
cessdria 4 germinagao de sementes de alface, sendo que
esse efeito talvez seja conseqliéncia do desenvolvimento de
algum outro fator na semente, imediatamente apds a ilumina-

¢aoc (REYNOLDS e THOMPSON, 1973).

Acredita-se que o fitocromo atue no controle da
produgao de giberelinas ou (e) citocininas, as quais desen-
cadearfam uma série de processos que levariam & germinagao
(SMITH, 1975). O fitocromo e os hormdnios enddgenos devem

ou podem operar por caminhos diferentes, mas ambos sao ne-

cess@rios no processo de germina¢ao (SMITH, 1975).

As sementes de Cucumis anguria L, (maxixe) sao

fotoblasticas negativas (NORONHA et al., 1971;. Em maxixe
mostrou-se que o fotoblastismo parece depender da procedén-
cia da semente, Varios experimentos mostraram gque o foto-

blastismo negativo verificado em sementes originarios de
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Sao Paulo nao ocorre em sementes provindas de Minas Gerais

(NORONHA et al., 1976).

A germinagao de C(ucumis anguria & inibida pelos

comprimentos de onda do azul e do vermelho extremo, enguan-

to que escuro e luz vermelha promovem a germinagao. 0 eg-

curo € mais efetivo em reverter o efeito do azul do que do
vermelho extremo. A aplicacac de escuro apds tratamentos
com azul provocou porcentagens finais de germinagac maio=-
res do que apds tratamentos com vermelho extremo (NORONEA
et al., 1978). Além disso, a inibicao por vermelho extre-
mo pode ser revertida também por luz vermelha, sendo que a

reversao por vermelho foi mais efetiva que a reversfio por

escurc (NORCNHA et al., 1978).

Poxr outro lado, FELIPPE e LITJENS (1979 e 1980
testaram algumas substancias reguladoras de crescimento so-

bre agerminagao de Cucumis anguria, variando-se também

as condicgoes de luz. Esses autores mostraram que 6-benzi-
ladenina (6~BA), &cido giberélico (GAB) e etrel promoveram
a germinagdo em luz branca, sendo que o etrel foi mais efe-

tivo em reverter o efeito inibitdrio da luz branca.

Em sementes mantidas em vermelho extremo nao foi
observada ag&o do GA3, mas o etrel reverteu rparcialmente
tal efeito (FELIPPE e LITJENS, 1979; 1980). Esses mesmos
autores mostraram também que auxinas tiveram um efeito ini-~

bideor sobre a germinacso de Cucumis anguriq. Acido absci

sico inibiu inteiramente a germinacio.

FELIPPE (1980) observou que em sementes de Cucu-
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mi8 anguria choques de 0°C e pares alternantes de tempera-

tura de 25-10 e 25-5°C promoveram a germinacdo em luz bran-

ca. Associando-~se o par de temperaturas alternantes 25~

~5°C com vermelho extremo, observou-se que a aplicacao do

vermelho extremo quando a temperatura era 25°C causou inibi

cao da germinacao. Por outro lado, a aplicacao do verme

lho extremo com a temperatura de 5°C, seguindo~-se luz bran-
ca ou escuro a 25°C, nado causou qualquer inibicao da germi-
nagao, sendo que luz branca foi mais efetiva em reverter o
efeito do vermelho extremo nessas condigoes. Resultados

semelhantes foram obtidos com sementes fotoblasticas positi

vas de Rumex obtusifolius (FELIPPE, 1980),

Em relagao ao que fol dito acima a respeito da

germinagao de Cucumis anguria, verifica~se que muita pes-

guisa ainda tem que ser feita para esclarecer a germinagao

dessa espécie. Assim, neste trabalho, dois foram os obije-

tivos principais: a) estudo de posalveis interacoes entre

substancias de crescimento e luz vermelha e; b) investiga-

¢ao dos hormdénios durante a germinagac das sementes manti-

das no escuro, em relagdo a sementes nao embebidas ou embe-
' %

bidas e mantidas em luz branca constante.,
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizadas sementes de Cucumis angu-
ria L. (maxixe) obtidas a partir de plantas cultivadas no
Departamento de Fisiologia Vegetal da Universidade Estadual
de Campinasg. Foram usadas nos experimentos amostras com
até cerca de doze meses de armazenamento, pois previamente

havia sido verificado gue neste perfodo nio hi queda na ger

minagao.

Para a obtengao das sementes limpas proce-
deu-se da seguinte maneira: os frutos eram coletados gquan-
do j& estavam bem amadurecidos e os pediinculos SECoSs; emn
segulda cada fruto era cortado longitudinalmente en duas

partes, sendo que cada uma delas era esfregada contra a su-

perficie de uma peneira de malha grossa para gue as semen-
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tes fossem removidas; as sementes eram entio lavadas por

cerca de 10 minutos com 8gua corrente @, em seguida, postas

para secar em bandejas sob luz branca i temperatura ambien-
te, bpds estarem secas, as sementes eram escolhidas pres-

sionando-se ligeiramente cada uma delas, descartando-se

agquelas que cediam facilmente a pressao aplicada.

Em alguns experimentos também foram utili-
zadas sementes de alface, cv. "Grand Rapids" e rabanete,

c¢v. "Vermelho Redondo",

M&todos

A. Germinagao:

1. Métodos gerals:

As sementes seleclonadas para os expe
rimentos de germinagao foram esterilizadas de acordo com o

seguinte procedimento:

- lavagem com detergente durante aproximadamente

trés minutos:
- lavagem com &gua corrente;
- permanéncia em solugao de fgua sanitiria a 4%

por 1 hora (4 ml de &gua sanitiria em 96 ml de

Agua destilada);
~ lavagem com agua destilada;

- permanéncia em fgua destilada por uma hora;
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- secagem, sob luz branca 3 temperatura ambiente.

Os experimentos da germinagdo  foram

realizados em camaras de crescimento "Forma Scientificg® -

modelo 24, com temperatura constante de 25°%¢,

Em todos 0s experimentos foram utili-

zadas placas de Petri de 9 cm de didmetro, cada qual for-

rada com uma folha de papel de filtro qualitativo "Klabin"

e esterilizada a 100°C durante 60 minutos. A cada placa

eram adicionados 5 ml de Agua destilada ou da solugao a ser

usada, Foram utilizadas cinco placas por tratamento, com

trinta sementes por placa.

Os tratamentos de escuro contfnuc ou

choques de escuro foram feitos colocando-se as placas de
Petri dentro de um invdlucro formado pPor trés sacos de plas

tico preto, os quais eram colocados nas camaras de cresci~

mento a 25°C.  Nos experimentos com luz branca constante
foram utilizadas lampadas fluorescentes de 15 W, com inten-

sidade total de 3,6 uW/cm®.nm (RANDI e FELIPPE, 1981).

A germinagao era verificada a cada
dois ou trés dias, sendo que as sementes eram consideradas

germinadas a partir do momento da protrusio da radicula.

As sementes germinadas eram retiradas das placas apds a

contagem, excetuando-se alguns experimentos em que as pla-

cas estavam vedadas com fita adesiva (a tampa firmemente

presa & parte inferior).

Nos tratamentos de egcuro, as conta-
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gens de germinagac eram feitas sob luz verde de seguranga,

que nao afeta a germinacio de Cucumis anguria

et al., 1978).

(NORONHA

Testes de germinagado sob luz branca e
escuro constantes foram realizados como controle para a
maloria dos experimentos. Nos graficos apresentados em

Resultados, o dia zero representa sempre o inicio da embebi

¢ao.

2. Perfodos de luz vermelha e escuro:

Nos experimentos com luz vermelha,foi
utilizada uma lampada vermelha de 15 W, com intensidade de

1,2 uW/cmz.nm.

Foi determinado o perfodo prévic de

luz branca apds o qual as sementes embebidas poderiam

res-
ponder mals eficientemente & luz vermelha. Os periodos
prévios de luz branca foram de 6, 12, 24, 48 e 72 horas,

Em seguida as sementes eram transferidas para luz vermelha,
e depcis retornavam para luz branca. Os periodos de ver-

melho utilizados foram de 3, 6, 12, 24 e 48 horas.

Testou-se também o efeito de diferen-
tes perfodos de escuro sobre a germinagio de Cucumis angu-
ria, Procurou-gse determinar o perfodo minime de escuro
capaz de promover a germinagéo, assim como o efeito dos di-

ferentes periodos de escuro apds varios periodos prévios de

luz branca. Os periodos prévios de luz branca foram de
P
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1, 2, 3,4, 5, 6 e 7 dias. Apds cada um desses perfodos

de luz branca as sementes eram transferidas para 3, 6, 12

ou 24 horas de escuro. ApOs 0s tratamentos de escuro  as

sementes retornavam para luz branca.

3. Embebicio:

Foram realizados experimentos para se

verificar se havia diferenca na embebicao das sementes de

Cuoumie anguria mantidas em luz branca ou escuro.

Lotes de cinguenta sementes foram pe-
sados e, em seguida, colocados para embeber em placas de

Petri em luz branca ou escuro (cada lote colocado em uma

placa). Cada um desses lotes correspondia a um determina-

do tempo de embebicio a partir do inlcio do experimento,

Apbs cada um desses perfiodos de tempo, o0 lote de  sementes

correspondente era secado com papel de filtro e pesado.

ApOs esta pesagem, as sementes eram colocadas em estufa a
80°C por vinte e guatro horas, para em seguida se determi-
NAY O pesc seco. Os periodos de tempo de embebicao utili-
zados foram: 1, 2, 4, 6, 8, 9, 11, 13, 15, 17, 19, 21, 23,

25, 27 e 34 horas.

A porcentagem de embebicao das semen-
tes foi calculada como a porcentagem do aumento de peso
apds a embebicio em relagido ao peso fresco inicial. Esse
cileulo foi feito sem levar em consideracao a quantidade gde

fgua presente nas sementes antes delas serem colocadas para

embeber (aproximadamente 8% de seu peso fresco), A quanti
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dade de agua nas sementes frescas pode ser estimada

pela
diferenga entre peso fresco e peso seco.
4. Consumo de oxigénio:
Foram feitas medidas do consumo de

oxigénio de Cucumis anguria nos tratamentos de luz branca

e escuro constantes, apds 24 e 48 horas.

As sementes ou plantulas de cada tra-

tamente eram transferidas para o aparelho de Warburg onde

eram feitas as leituras de consumo de oxigénioc, de acordo

com metodologia descrita por UMBREIT, BURRIS e STAUFFER
{1964).

Foram feitas trés repetigdes por tra-

tamento, sendo utilizadas dez sementes ou plantulas

poxr
repetig@o.  Cada replicata era colocada em um frasco do
Warburg, A preparagao prévia de cada frasco era feita co-

locando-se 1 ml de &qua destilada no espaco situado ao re-
dor da cisterna, colocando-gse em seguida 0,5 ml de hidrdxi-
do de pot@ssio (KOH) a 20% no interior da cisterna do frag-
co {para captar CO, liberado). Antes das sementes ou plin
tulas de cada replicata serem colocadas na respectiva cama-
ra, estas eram colocadas em uma pProveta graduada com agua
destilada para a medida do volume.

2pds o periodo de incubac¢ao, isto &,

permandncia nos frascos do Warburyg, as sementes eram secas

cem papel de filtro e pesadas, Como controle do aparelho
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de Warburg foram utilizados trés termobarometros.

Foram feltas leituras da variacio do
consumo de oxigénio apbs 10, 20, 30 e 40 minutos de incuba
¢ac, calculando-se apds cada leitura a nédia aritmética dos
resultados obtidos entre as trés replicagoes de cada trata-

mento, As medidas de consumo de oxigénio foram feitas em

termos de ul de oxigénio consunido/tempo de incubagao /peso
das sementes. Os valores representam a média obtida entre
os resultados dos diferentes tempos de incubagao para cada
tratamento.

5. Reguladores de crescimento:

Fol verificado o efeito de acido gibe
rélico (GAB), 6-benziladenina (6~BA) e acido 2=-cloroetil-

fosfdnico (etrel) na germinacao de Cucumis anguria em luz

branca continua.

0 GA3 (Sigma) fol testado nas concen-
traqﬁes de 5, 10, 20, 30, 40, 50, 100 e 250 Ppit,

A 6-BA (Sigma) foi testada nas concen

tragoes de 5, 10, 15, 20, 25, 50 e 100 ppm,

O Etrel (Amchem) foi testado nas con~
centragoes de 1; 2,5; 5; 10: 15; 20 e 25 ppm.  As 8o-
lugdes de etrel eram preparadas imediatamente antes de se-~
rem colocadas nas placas. Em seguida cada placa era veda-

da com fita adesiva e colocada na cdmara de crescimento.
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6. Embebigao e verificagao da  presenca

de GA3 € 6-BA dentro da semente:

Foram feitos experimentos para se ve-

rificar a embebicac de Cucumis anguria em solucoes de

GA3 a 250 ppm e 6-BA a 50 ppm, em luz branca constante,

durante o periodo de 24 horas.

Cada tratamento constou de uma placa
de Petrl de 15 cm com cem sementes, ApOs intervalos de
1, 2, 4, 6, 8 e 24 horas a partir do infcio da embebicao,
um lote de sementes corr@spﬁndente a cada tratamento era
retirado da placa, enxugado com papel de filtro e pesado.,

Apds a pesagem, as sementes voltavam para a placa onde per-

maneciam até a proxima pesagem.

A etapa seguinte fol verificar se e}
GA3 e a 6~BA haviam penetrado no interior das sementes apbs
24 horas de permanéncia nas solucdes dessas substancias.
Fara isso foram utilizados os mesmos lotes de sementes usa-

dos no teste de embebicgao.

ApSs 24 horas de embebicao nas solu-
¢oes de Gh, @ 6-BA, as sementes foram cuidadosamente lava-
das para se remover as substdncias (6~BA e GA,) da casca e
submetidas & extra¢do de acordo com o método  desenvolvido
poxr ZEEVAART (1966). A presenga das substancias de cresci
mento nos extratos fol demonstrada segundo a metodologia

que serd descrita na segio "Verificagdo de hormdnios".




20

7. Experimentos de interacio:

Apbs os experimentos em gue se veri-
ficou principalmente o efeito de substincias de crescimento

(GAB’ 6-BA e etrel) e luz vermelha, foram montados experi-

mentos em que se procurou verificar uma eventual interagéo

entre GA,, 6-BA, etrel e luz vermelha na germinacao de Cu-

eumis anguria,

Para esse experimento utilizaram-se
GA, a 50 ppm, 6-BA a 20 ppm, etrel a 1 ppm {concentracgoes

finais) e o periodo de seis horas de luz vermelha. Foram

escolhidos esses tratamentos por terem apresentado indivi-
dualmente pouco ou nenhum efeito sobre a germinacgao de (u-
eumis anguria, prestando~se portanto para o estudo de uma

eventual interagao entre esses fatores. As sementes eram

colocadas nas solugoes desde o infcioc do experimento.

Foram testadas as seguintes intera-

goes: GA, com luz vermelha (LV); 6-BA com LV; etrel com

v: GA3 com 6~BA; GAs com etrel; 6-BA com etrel:; 5~BA

com GAB e etrel; GAB com 6-~BA e LV; GA3 com etrel e LV;

6-BA com etrel e LV e; GAa com 6~BA, etrel e LV, Para os

tratamentos em que era aplicadc o perfodo de luz vermelha,

as sementes ficavam previamente em luz branca durante 24
horas. ApSs o perlodo de luz vermelha as sementes retor-
navam para luz branca, onde permaneciam até o final do

experimento,
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B. Verificagao de hormdnios:

Os testes para determinagio da presencga

de giberelinas e citocininas foram feitos a partir de extra
tos de sementes embebidas previamente em luz branca ou escu

ro por 24, 48 e 72 horas, e de sementes nao embebidas (se~-

mentes frescas), Cada tratamento, em geral, constou de um

lote de 100 sementes, & embeblgao era feita em placas de

Petri de 15 cm de didmetro forradas com uma folha de papel

de filtro gualitativo "Kiabin".

1. Citocininas:

Sementes frescas e sementes embebi-
das e mantidas em luz branca ou escuro por 24 e 48 horas

foram submetidas & extrag@o. O esquema de extracio foi o

adotado por VALIO (1969), modificado por GHERARDI (1974) e

descrito em detalhe por FELIPPE (1979). O esquema € apre-

sentade na p&gina 21.

Iniclalmente as sementes foram homoge
neizadas em almofariz com 50 ml de metanol 80% e mantidas a
5°C durante 24 horas, Apds esse periodo o extrato foi £il
trado a vicuo e o resfduo re-extraido em metanol 80% duran-
te 24 horas. Fol feita nova filtragem, a vécuo, e o fil-
trado obtido foi juntado ao obtido na primeira extragao.

Procedeu~se em seguida & eliminag@o do metanol por meio de

um evaporador rotatdrio, sob pressdo reduzida, 3 temperatu-

ra de 35°C.  Obteve-se assim o extrato aguoso que foi sub-
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metido ao processc de fraclonamento (extragdo completa), de
acordo com o esquema j& mencionado. Para citocininas fo-

ram testadas as fragdes bésicas.

As fragOes bésicas foram cromatogra-
fadas em papel Whatman n® 3, num desenvolvimento descenden-
te de 30 cm. As cubas cromatogridficas eranm previamente

saturadas com o sistema de solventes, gue era constituido

de isopropanol. : amdnila : &gua, na proporgao de 10 : 1 : 1

v/v.

O cromatograma fol seco sob corrente

de ar e dividido em dez faixas transversais de tamanho

igual. Em seguida, o cromatograma fol submetido ao teste
guimico pelo reagente de Wood (AgNO, 2% em Agua : azul de
bromofenol 0,4% em acetona 1/1) que & especifico para subs-
tancias purinicas, desenvolvendo forte coloracgdo azul emn
presenca de tais grupos (WOOD, 1955). A técnica utilizada
fol retirar uma faixa longitudinal de cerca de 1 cm de lar-
gura do cromatograma e mergulhar essa faixa diretamente no
reagente, determinando-se assim as regides com reacdao posi-
tiva para subst@ncias purinicas. Somente foram biotesta~
das as faixas correspondentes as regides que apresentaram
reagac positiva. Usando~se um cromatograma onde foi apli-

cada apenas uma solugao de 6-BA, pode~se determinar o Rf

para identiflcagao de 6-BA nesse sistema,

0 bioteste utilizado foi o dos cotilé

dones de rabanete (LETHAM, 1968). Substancias com ativida

deg citocininica promovem aumento do peso fresco de cotilé-
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dones de rabanete, devido principalmente a uma maior absor-

gao de dgua (expanso celular). Sementes de rabanete ov,

Vermelho Redondo foram colocadas para germinar em placas de
Petri por 40 horas, em escuro continuo, & temperatura de
30°cC. Apds esse perfodo foram selecionados, dentre 08

cotilédones, aqueles que apresentavam tamanho mais unifor-

me, Estes eram excisados, lavados com &gua destilada e
transferidos para cubetas de pléstico de 2,5 por 3,5 cm,
onde ficavam em contato com um ter¢o de uma faixa entre

dois Rfs de um cromatograma com reagao positiva ao reagente
de Wood ou de controle (faixa do cromatograma nioc pexrcor-
rida pelo extrato). Previamente haviam sido colocados 2
ml de agua destilada por cubeta. As cubetas foram trans-
feridas para camaras de crescimento a 25?0, sob luz fluores
cente branca continua, onde permaneceram por seis dias,
ApGs esse periodo era feita a pesagem de cada grupo de coti

lédones contido em cada cubeta.
2. Giberelinas:

Nos testes para giberelinas foram

utilizados extratos purificados e naco purificados. Os
extratos purificados foram obtidos pela técnica de fracio-
namento, j& mencionada (FELIPPE, 1979)., Os extratos nao
purificados foram obtidos de acordo com o método de
ZEEVAART (1966). Ag sementes foram maceradas em almofariz
com cerca de 25 ml de metanol a 5°C e mantidas nessa tempe-
ratura por 24 horas. Apds esse periodo, o macerado foi

filtrade e o residuo re-extraido em metanol por 24 horas &
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temperatura ambiente. Filtrou-se novamente o material e

repetiu-se a operagao. Os filtrados foram juntados e, en
seguida, evaporados até que restasse cerca de 1 ml do extra

to.

Os extratos foram aplicados em papel
Whatman n9 3. 0 desenvolvimento foili degcendente em um

percurso de 30 cm, realizado em cubas cromatograficas pre-
viamente saturadas com o sistema de solventes, constituido
de n-butancl : &cido acétice : Hgua, na proporgao de
4 : 1 : 1. Os cromatogramas Loram secos sob corrente de
ar e, em seguida, divididos em dez faixas transversais
entre o ponto de aplicag@o e a frente do cromatograma. Ca
da faixa fol, por sua vez, cortada no sentido transversal
em trés partes iguais. Cada uma das trés repeticoes  foi
colocada ao acaso em cubetas de polietileno de 2 x 2 em e
umedecida com 1 ml de &gua destilada. Como controle utili
zou-se uma failxa do cromatograma onde s correu o sistema
de solventes. As cubetas eram em seguida colocadas 3 tem-

peratura de 5°C durante 24 horas, para que houvesse uma

melhor eluigdo do extrato.

O bioteste utilizado foi o do hipocd-
tilo de alface, segundo a té&cnica de FRANKLAND e WAREING
{1960) . Substanclias com atividade giberelinica promovem o
alongamento do hipocdtilo de alface. Foi utilizado alfa-
ce cv. Grand Raplds, que fol colocado para germinar em pla-
cas de Petrl por 24 horas, & temperatura de 25°C, sob luz
branca continua. Apbs esse perlodo foram selecionadas plan

tulas de tamanho uniforme, as quais eram transferidas para
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as cubetas de polietileno, sendo colocadas 4 plantulas

por
cubeta. Al as plantulas permaneceram em contato com um
tergo de cada uma das dez faixas dos Rfs do cromatograma

em teste ou do controle, as quais j& estavam umedecidas com

dgua destilada. Em seguida as cubetas foram transferidas

para camara de crescimento a 25°C, sob 1luz fluorescente

branca continua, onde permaneceram por trés dias. Apds
esse perlodo eram medidos os hipocdtilos das plantulas  de

alface,

Para a verificagdo da presenga de &ci
do giberélico (GA3) dentro das sementes, estas foram extral

das pelo método de ZEEVAART (1966), como 43 foi descrito,

mas utilizou-se cromatografia de camada delgada. A placa

fol preparada, espalhando-se uma mistura de silica gel G
(Typ 60 Merck) e &gua, na proporgac de 1:2, scbre uma placa

de vidro de 20 x 20 cm, A esgpessura da camada de silica

fol de 0,5 mm. O sistema de solventes utilizado foi n-bu
tanol : &cido acético : &Agua, na proporcao de 4 : 1 : 1 v/,
rpds completa evaporagac do solvente, o cromatograma foi

dividido em 10 faixas transversais, correspondentes aos va-

lores dos Rfs, Dessa foxma, a primeira faixa correspondia

a0 intervale entre os Rfs 0,0 e 0,1, Fol selecionada uma

faixa longltudinal do cromatograma com 2 cm de largura, a

qual fol submetida ao teste de MCMILLAN e SUTER (1963) para

dcido giberélico. A fTalxa selecionada foi pulverizada com

uma mistura de etanol e &cido sulfiirico na pProporgao de

5 s 98 v/v, aquecida a 100°C por 5 minutos e em seguida

observada sob luz ultra-violeta, Foram biotestadas apenas
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as faixas dos Rfs correspondentes ds regides do cromatogra-

ma revelado qgue apresentaram fluorescéncia azul sob a luz

ultra-violeta (verificado também para o ¢romatograma contro
le, onde sd foi aplicada uma solugio de dcido giberdlico).

Cada uma das faixas selecionadas foi dividida no sentido

transversal, correspondendo a trés replicagoes. Cada re-

plicagao era raspada em uma cubeta de polietileno de 2 x 2

cm, forrada com dols pedagos de papel de filtro gualitative

"Klabin", A seguir acrescentava-se 1 ml de Agua destilada
poxr cubeta. Como controle utilizaram-se faixas do cromato
grama nao percorridas pelo extrato. C bioteste foi o do

hipocétilo de alface (FRANKLAND e WAREING, 1960).

3. Etileno:

Para a detecgao de etileno  enddgeno

foram utilizados dois métodos: o primeiro consistiu na ve-
rificagao do efeito de etileno endSgeno por intermédio  do
uso do nitrato de prata (AgﬁOB}, gue & um potente inibidor
da agao do etileno em plantas (BEYER JR, 1976); o sequndo
método consistiu na dosagem do etileno liberado pelas semen

tes durante a germinagao, por meio de cromatografia gasosa.
3.1 - Utilizagao do nitrato de prata

Primeiramente foram montados
experimentos nos quais se verificou o efeito de diversas

concentragdes de AgNO, na germinagao de Cucumis anguria.

Comprovada a inibic¢ao pelo ni-
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trato de prata, foram feitos testes para se verificar

se
esta substancia nao estava matando as sementes. Primeira~
mente as sementes foram mantidas em diferentes concentra-
qé&s de AgNOB, em escuro continuo, durante 72 horas; as

sementes dos tratamentos que apresentaram as maiores porcen
tagens de inibigao da germinacio foram lavadas e, em segui-
da, transferidas para placas de Petri contendo &dgua ou solu
cao de etrel a 25 ppm {que &€ uma concentracao promotora da
germinagao de Cucumis anguria). Esses tratamentos

foram
mantidos em escuro continuo a 25°C.

Outro tipo de experimento foil

feito para se verificar em qual perfodo, apds o infcio da

embebigao, o nitrato de prata era mais efetivo na inikbigao

da germinagao de Cucumis anguriaq. Nesse experimento, as

sementes foram primeiramente mantidas por diferentes perio~

dos de tempo em agua destilada. Esses periodos foram:

0; 6; 12; 24 e 48 horas. Apds cada um desses perfo-

dos, as sementes de cada tratamento eram transferidas para

uma solugao de AgNO3 a 500 ppm (gue inibe fortemente a ger-

minagac de Cucumis anguria), onde permaneciam por 24 ho-
ras. Apds esse intervalo de tempo, as sementes eram lava
das e retornavam para agua destilada. Cada um desses expe

rimentos teve a duragao de 72 horas e os tratamentos foram

mantidos em placas de Petrl em escuro continuc, a 25°C.

3.2 -~ Dosagem de etileno liberado pe-

las sementes

O experimento foi realizado em
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frascos de vidro, com volume de 10 ml, dotados de tampa de

borracha. Dentro de cada frasco era colocado um retangulo

de papel de filtro, o qual era umedecido com 1 ml de

destilada.

agua
Em seguida colocavam-se as sementes e os fras-
cos eram tampados, vedados com vaselina sdlida e transferi-

dos para ci@mara de crescimento a 25°C. Foram aplicados

0s tratamentos de escuro e luz fluorescente branca conti~

nua, sendo utilizados quatro frascos poxr tratamento com 25

sementes por frasco.

ApSs intervalos de 6, 12, 24 e
48 horas do inicio da embebicdo, eram coletadas amostras de
0,5 ml de ar do interior de cada frasco por meio de uma se-
ringa, cuja agulha era introduzida através da tampa de bore
racha. Cada amostra do ar era entdo submetida & cromato-
grafia gasosa para ge tentar verificar a presenga de etile-
ne no interior dos frascos. A metodologia baseou-se, em
geral, em ABELES (1973). Paralelamente, era verificada

também a germinacao; em um experimento comparou-se a germi

nagdo das sementes mantidas em frascos fechados e abertos.

Foi utilizado o cromatdgrafo a
gas "Varian" modelo 2440 equipado com detector de ionizacao
de chama. Foi utilizado coluna Pirex de 6' x 1/4" preen—
chida com Porapak T 80/100 "mesh", utilizando-se nitrogénio
como gis de arraste, As temperaturas de operagao do apare
lho foram as sequintes: coluna, XOOfC; injetor, 120°C e
detector, 1755C. As velocidades dos fluxos dos gases fo-

ram: ar sintético, 300 ml/min.; nitrogénio, 40 ml/min. e

hidrogénio, 40 ml/min. Em geral utilizou-se o controle do
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atenuador em 2 x 10 " . Como padrao fol utilizado etileno

(White Martins) na concentragao de 0,027 pmoles em 660 ml.
As alturas dos picos obtidos no registrador foram transfor-

madas e apresentadas na unidade nmoles de etileno/volume de

gds injetado/n? de sementes.

Também foram montados frascos
sem as sementes e com sementes nac embebidas, os guais fo-

ram testados para etileno. Nao houve liberacao do etileno

nestes frascos controle,

C. An&llise estatistica:

Para a andlise estatistica, os valores
de germinacac apresentados em porcentagem foram transforma-

dos em arc sen Y% ou simplesmente /%, que foram utiliza-

dos na analise de variZncia, onde se usou o teste F. Quan

do os valores obtidos para F foram significativos a 5%,

determinou-se a Diferenc¢a Minima Significativa (DMS) que

fol utilizada para andlise das diferencas entre as médias
dos tratamentos (SNEDECOR e COCHRAM, 1967). Foram utiliza

dos trés tipos de andlise de varidncia: dentro e entre co

lunas; entre colunas e fileiras e andlise fatorial {para

0% experimentos sobre interagao entre luz vermelha e subs-

tancias de crescimento) .

No caso dos biocensaios foram utilizados

os valores obtidos nas leituras (sem transformacaoc) para a

andlise de variéncia e a DMS foi calculada, sendo apresenta
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da nos histogramas pelasg regides hachuradas.

Para os experimentos em que foi neces-
sario comparar as médias de dois tratamentos, foi utilizado

o teste T - Student para 5% de probabillidade (SNEDECOR e
COCHRAM, 1967},
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RESULTADOS

A. Germinacao de Cucumis anguria

1. Embebigao de sementes mantidas em luz bran-

ca ou esouro constantes

Os resultados de um experimento de embebi~

¢ao sao apresentados na Figura 1, onde saoc representados

trés pardmetros: porcentagem de embebigao (Fig. 1A); peso

fregco (1B) e peso seco (1C).

Y

A teor de umidade na semente antes de embe-
ber &€ de 8% do peso fresco. Como pode ser visto na Figu-
ra 1A, nac hd diferenca na porcentagem de embebicdo durante

as 25 primeiras horas entre sementes mantidas no eSCuro ou

luz branca. A embebigao de ambos os lotes de sementes

ocorreu nas duas primeiras horas. Portanto, em relacao &



FIGURA 1 - Embebicao de sementes de Cucumis anguria L. man

tidas em placas de Petri em luz branca e escuro

constantes.,

1? experimento: de 0 a 8 horas, e 27 e 34 horas;

29 exparimento: de 9 a 25 horas; os dois experi

mentos szo indicados por linhas interrompidas.

© = escuro

0O = luz branca

A. porcentagem de embebigfo:

Peso final - Peso inicial

- 100
Peso indcial

B, peso seco

C. peso fresco



°% de embebigo

peso seco (g

peso fresco (g)
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embebicao, as sementes mantidas em luz se comportam da meg-

ma manelra gue as sementes mantidas no escuro. A diferen-

G& ocorre ao redor de 27 horas, onde hZ um aumento na pox

centagem de embebigio das sementes mantidas no escuro em re

lagao &s sementes mantidas em luz. O peso seco das semen-

tes dos dois tratamentos (Fig. 1B) foi o mesmo e nac  se

alterou durante as 34 horas do experimento. C peso fresco

(Fig. 1C) dos dois lotes foi O mesmo durante ac primeiras

horas, tendo aumentado apds 27 horas apenas nas sementes de

esouro,

Pela Tabela 1 pode-se ver que nio hi germi-
nagao de sementes mantidas em luz nos primeiros trés dias.
No caso do escuro a germinagao & nula nas primeiras 24 ho~
ras, mas atinge 84 por cento apds 48 horas. Egta diferen-
¢a em comportamento germinativo n3o €, pois, consequéncia

de uma diferenga na embebicio, como visto na Fig. 1A.

A mudanga apds 27 horas nas sementes de

escuro vista nas Figuras 1A e 1C, evidentemente esta

correlacionada com o resultado de germinagao da  Tabela 1.
Comega a ocorrer a germinagdc e h& um aumento de peso
fresco; portanto, nos estadios iniciais da germinagéo, o
crescimento do embriao e a consequente protrusdo da radicu
la nao & por incremento de matéria nova, mas pode ser con-

sequéncia da entrada de 8gua e transferénecia de matéria se-

ca j& existente para o embriio.




35

TABELA 1 - Germinago de sementes de Cucumis anguria L.
mantidas em escuro ou luz branca constantes,

Resultados em porcentagem de germinacao.

Tratamento Dias
1 P 3
ascuro 0 B4 88

luz branca 0 . 0 0
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2. Consumo de oxigénio em sementes mantidas em

luz branca e em escuro constantes

0 consume de oxigénio foi medido em semen-

tes embebidas por 24 horas e 48 horas, Os resultados po-

dem ser vistos na Figura 2A. Com 24 horas de embebicao j&

had maior consumo de oxigénio nas sementes mantidas no escu-
ro, Estatisticamente h& maior consumo de oxigénio nas
sementes mantidas no escuro do gue em luz, apds 24 horas de
embebicao. Houve também diferenca estatfstica entre semen
tes mantidas no escuro apBs 24 e 48 horas, isto &, a respi-
ragao aumenta no escuro, entre 24 e 48 horas. Isto esta
de acordo com os experimentos de germinagac (Tabela 1) ,pois
quando ocorreu a germinagao, aumentou também o consumo de

oxigénio. Nao houve diferenga significativa na respiracao

de sementes mantidas em luz por 24 e 48 horas.

3. Efeito de luz vermelha na germinacgaoc

Os resultados sao apresentados na Figura
2B. Cbserxva-se que o vermelhoc e o escuro promoveram a gex
minagao, enguanto que luz branca inibiu a germinagao. Embo
ra o8 tratamentos com escuro e luz vermelha tenham alcancga-
do 0 mesmo valor final de germinagaoc, as curvas de ambos o0S
tratamentos mostram que as sementes mantidas em escuro con-
tinue germinaram mais rapldamente do que o tratamento con
vermelho. Exemplificando, com base na Fig. 2B pode-se

obsexvar que, logo ao segundo dia de embebigao, enquanto o



FIGURA 2 =~ Consumo de oxigénio e germinacao de sementes de

Cucumis anguria L.

A. Consumo de oxigénio de sementes mantidas emn

luz branca e escuro apds 24 e 48 horas de de

germinagao

L = Iawe branca

E = Esouro

B. Efeito de luz vermelha na germinagio., Dife-

renga nao significativa entre escuro e verme

1ho no 149 dia.

¢ = Escuro

o
H

Luz branca

g
i

Vermelho
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tratamento com escuro atingiu cerca de 75 por cento de ger—

minagao, o tratamento com vermelho alcangou apenas 10 por

cento.  Portanto, a germinagio de Cucumis anguria & pro-

movida pelo escuro e vermelho constantes, mas a taxa é
maior com ¢ escuro,

4. pPerfodo minimo de escuro capaz de causar

germinagao

Até agora fol mostrado que o escuro constan

te causa a germinagao de Cucumis anguria. Neste experi-

mento tentou-se verificar o perfode minimo de escuro,

em
relagao a um periodo prévio em luz branca, capaz de promo~
ver germinagao. Os resultados deste experimento sic mos-
trados na Figura 3. 0Os periodos de escuro de 3, 6 e 24

horas foram dados 3s sementes apds estas terem permanecido
embebidas em luz branca constante por 1, 2, 3, 4, 5 e 7
dias (Figuras 3A, B, C, D, B, e F, respectivamente). ApsSs
0 tratamento de escuro, as sementes voltavam para 1luz bran-
ca constante, Sempre © escuro constante promoveu germina-
¢ao e a luz branca inibiu, Pela andlise estatistica foi
mostrado que o efeito do periodo de escurc nio depende do
perfodo prévio de luz branca ac qual as sementes foram
submetidas: por exemplo, o perfodo de 24 horas de escuro

era tac efetivo apds as sementes permanecerem previamente

em 1 cu 7 dias em luz byranca.

Com relagao aos periodos de escuro, os pe-

riodos de 3 e 6 horas nio promoveram a germinacgao, sendo



FIGUEA 3 -~

Perfodo minimo de escuro, apds diferentes perio
dos de luz branca, capaz de causar germinagao
em sementes-de (ucumis anguria. L.

O dia zero representa sempre o inicio da embebi

cao,

0 = luz branca

@ = escuro

& = 03 horas de escuro
7 = 06 horas de escuro
¥ = 24 horas de escuro

A. Periodos de escuro apds 1 dia (24 horas) em

luz branca
B. Periodos de escuro apds 2 dias em luz branca
C. Periodos de escuro apds 3 dias em luz branca
D. Perlodos de escurc apds 4 dias em luz branca
E. Periodos de escuro apds 5 dias em luz branca

F. Periodos de escuro apds 7 dias em luz branca
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estatisticamente iquals ao tratamento com luz branca cong-

tante, O periodo de 24 horas promoveu &, estatisticamen-

te, os valores finais foram iguais ao controle de escuro

constante. Pela inclinagao das curvas pode~se ver que

a
germinagao 83 ocorre apds um perfodo de 24 horas de escuro,
mas a velocidade de germinagao & Sempre a mesma entre escu-
ro constante ¢ periodo de 24 horas de escuro. Em um outro
experimentce foi também testado um reriodo de escuro de 12
horas, nao ocorrendo diferenga significativa entre este

perfodo de escurc e o de 6 horas.

Portanto, o perfodo de escuro minimo para

causar germinagao fica entre 12 e 24 horas.

5. Periocdo de embebig&o em luz branca antes de

choque de vermelho

Os resultados podem ser observados na igu~
ra 4A, Com esse experimento procurou-se determinar o pe-
riodo prévio mais adequado em lugz branca, apds o qual as
sementes poderiam responder a um choque de vermelho de 24
horas de duragdo. Observa-se que, apds os pericdos pPré-
vios de luz branca testados (com excessio do de 72 horas),
© chogque de vermelho promoveu a germinagio em relacao ao
controle de luz branca. £ demonstrado, por outro lado,que
as sementes que estiveram previamente em luz branca poxr 6 e
12 horas responderam melhor ao choque de vermelho, apresen-

tando porcentagem final de g@rminag%o significativamente

malor do que os tratamentos com 24 e 48 horas prévias em



FIGURA 4 - Efelto de luz vermelha na germinacgao de Cucu-

mig anguria L.

A. Efeito de diferentes perfodos de luz branca

antes de um pericodc de 24 horas de vermelho .

0 = luz branca constante

2
H]

luz vermelha constante

@
i

escurdo constante

i

06 hores ds luz branca
= 12 hores de luz branca
24 horas de 1luz branca

= 48 horas de luz branca

4 » D> 8 4
i

= 72 horas de luz branca

B. Efeito de diferentes periodos de  vermelho

apds 24 horas de luz branca.

0 = luz branca constante

= luz vermelha constante

& = escuro constante

£ = 03 horas de vermelho
& = 06 horas de vermelho
&= 12 horas de vermelho
¥ = 24 horas de vermelho

¥ = 48 horas de vernelho
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luz branca. A partir de 24 horas em luz branca, gquanto

rais longo fol o periodo prévio em luz branca, menos efeti-

vo foi o chogque de vermelho. Os tratamentos com 6 e 12 ho

ras de luz branca nao foram significativamente diferentes

entre si,

6. Efeito de diferentes perfodos de vermelho

Neste experimento as sementes foram manti-
das durante 24 horas em luz branca e entfo submetidas 3 luz
vermelha por 3, 6, 12, 24 e 48 horas. Apds o vermelho re-

tornavam para luz branca. Os resultados apresentados na
Figura 4B mostram que os choques de vermelho com duracao de
12, 24 e 48 horas promoveram significativamente a germina-
¢ao de Cucumis anguriaq en relagao & luz branca, embora
tenham apresentado diferencas entre si, observando-se que,
guanto mais longo o chogue, maior a germinagao. 0 chogue

de 48 horas alcangou uma porcentagem final de germinagao

semelhante & dos controles de vermelho e escuro continuos.

Por outxo lado, nao se verificou promogao
com chogues de 3 e 6 horas de vermelho. A promogao da gex

minagac deve ccorrer, portanto, entre 6 e 12 horas em  luz

vermelha.

7. Efelto da vedagao das placas de Petri en

sementes mantidas em luz branca constante

0s resultados do experimento sdo apresenta-
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dos na Tabela 2. Os valores das porcentagens finais de
germinagac foram submetidos ao teste T, mostrando-se que
nao houve diferenga significativa entre os resultados das

placas vedadas e ndo vedadas. Esses resultados mostraram

que, durante esse tempo de embebicdo, a vedagac das placas

de Petrl "per se" ndo afeta a germinacio das sementes. Esse

experimento serxviu como controle para experimentos poste-~

riores, onde havia necessidade de se trabalhar com placas

vedadas com fita adesiva,

8. Efeito de 6-benziladenina (6-BA}, etrel e
cido gilberélico (GAB) na germinacao de se~

mentes mantidas em luz branca constante

6-BA, Gh, € etrel promoveram a  germinacio
de Cucumis anguria nas concentracdes testadas, sendo que
o8 resultados saoc apresentados na Figura 5. Para 6-BA
(Fig. 5A) a concentragdo mais efetiva quanto & promogac de
gexminagao foi a de 50 ppm, engquanto que 25 ppm fol a menos

efetiva.  At& 7 dias a partir do inicio do experimento nio

havia qualguer efeito promotor de 6-BA.

Na Figura 5B € apresentado o efeito do
etrel nas concentragoes de 10, 15, 20 e 25 ppm, sendo gue
todas elas promoveram significativamente a germinagao de
Cucumis enguria. A concentracdo mais efetiva na PIOMoCao

foi a de 2% ppm. Observa—-se que, logo no 3¢ dia apbs o]

infeio do experimento, j& ocorre uma alta taxa de germina-

¢ao em relag@o ao controle de luz branca, principalmente
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TABELA 2 - Efeito da vedagdo de placa de Petri na germina-

¢80 de Cucumis anguria L. mantida en luz bran-

ca constante, Resultados em porcentagens de

germinagao. Teste T nao significativo para os

valores do 119 dia.

Tratamento Dias
2 4 7 9 11
placa vedada 0,0 1,0 4,3 14,3 21,0

placa nao vedada 0,0 0,0 1,0 21,0 25,5




FIGURA 5 =~ Efelto de 6-BA, etrel e GA, na germinagio de

Cucumis anguria L. em luz branca constante.

A.

Efeito de 6~BA

= agua
6-BA a 25 ppm

= 6~BA a 50 ppm

< b Db O
f

=  6-~BA a 100 ppm

Efelto de etrel

O = &gua

H = etrel a 10 ppm
& = etrel a 15 ppm
v = etrel a 20 ppm
¥ = etrel a 25 ppm

. Efgito de GA

3

O = Agua

i

GA3 a 100 ppm

if

G, a 250 ppn
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nog tratamentos com 20 e 25 ppm.

Na Figura 5C, onde & mostrado o efeito do

dcido giberdlico, observa-se que a promogio da germinacao,

assim come no experimento com 6~BA, comega a ocorrer mais
tarde, no caso apds 12 dias. & concentracao de 250 ppm
provecou a malor porcentagem de germinacao ao final do 190

dia de experimento.

Esses resultados demonstram que © etrel ace

lera a germinacdo de (Cucumis anguria em relagdo a 6~BA e

GA;, nas concentragdes testadas.,

9. Embebigdo de Cucumis anguria em 6-BA e

GAB

Como fol wvisto no experimento anterior, as
concentragoes utilizadas de 6~Ba e GA, promoveram a germing
¢ao em relag@o 3 luz branca, mas nio tanto quanto o etrel,
no qual a germinacac final no dia 10 se aproxima da porcen-
tagem de germinacao, que em geral, se obtém com tratamento
de escuro. No caso de GA, a germinagac também & alta, mas
a promogac s6 & observada depois do dia 17. Poder-se-ia
imaginar que, em solugao de GAB’ a embebicao da semente é
mais lenta e no caso de 6-BA em que, além da embebicao ser
maig lenta, a substancla talvez nio conseqguisse penetrar no
interior das sementes. Assim, fol realizado um experimen

to para verificar gse isto era verdade.

Os resultados sao apresentadcs na Figu~
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ra 6. A Fig. 6A mostra que as porcentagens de embebicao

praticamente foram as mesmas para as sementes mantidas em

fgua e solucgdes de GAy e 6-BA. Para os trés tratamentos

a penetragao nas sementes foi mais répida nas primeiras

duas horas de embebigao, quando ocorreu um rapido aumento

na porcentagem de embebicao, processando-se em seguida mais

lentamente. Em outro experimento, cujos resultados sao
mostrados na Fig. 6B, observa-se que nao ocorreu promocao

da germinac@o em sementes mantidas em 6-BA a 50 ppm e GA3
a 250 ppm (que também foram utilizadas no experimento de
embebigao) até o 6% dia de embebig&o (F ndo significativo,

concordando com os dados das Figuras 5A e 5C),

0 passo seguinte foi verificar se GA

3 e
6-BA haviam realmente penetrado nas sementes. Sementes
embebidas por 24 horas em solugao de GA, a 250 ppm e de

6-BA a 50 ppm foram extraidas e os extratos cromatografados

para verificar se havia 6-BA e GA3 dentro das sementes.

No caso das sementes embebidas em 6~-BA, uma
faixa longitudinal do cromatograma foi colocada em contato

com o reagente de Wood, observando-se uma mancha de 6~BA na

regiao do Rf 0,1, Foram biotestados as faixas de papel
entre os Rfg 0,1 e 0,2, sendo os resultados mostrados na
Figura 6C, Houve atividade de 6-BA na faixa entre os Rfs
0,0 e 0,1,

Una faixa longitudinal do cromatograma onde

fol aplicado o extrato das sementes embebidas em solugao de

GA, fol revelado para &cido giber&lico de acordo com o méto



FIGURA ©

Embebicao de sementes de (Cucumis anguria L.

em!GA3 e 6-BA, em luz branca constante.

A.

Embebigao em Agua, GA, e 6-BA.  Resultados
em porcentagem de embebicao =

Peso final - Peso inicial

. 100
Peso inicial

O = Aagua
b= Ga; a 250 ppm
& 6~BA a 50 ppm

i

Germinagao das sementes em GA; e 6~BA., F a
5% nao significativo para o sexto dia de

germinagao, nac incluindo o valor de escuro

= controle de Agua em luz branca
= ¢ontrole de Agua em escuro

GAB a 250 ppm

= 6~BA a 50 ppm

b & O
H

Verificagao de 6-BA no interior de sementes
gque foram embebidas durante 24 horas em
6~-BA a 50 ppm. A parte hachurada do histo
grama representa regizo estatisticamente
slgnificativa (anflise de variancia).

Verificagao de GA; no interior de sementes

embebidas durante 24 horas em GA3 a 250
ppI. & parte hachurada do histograma re-

presenta regizo estatisticamente significa-
tiva (andlise de variincia).
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do de MecMILLAN e SUTER (1963) e apresentou mancha de GA3

que abrangia as regides dos Rfs 0,5 e 0,6, Foram bictes-

tados as faixas entre os Rfs 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 e 0,7,

sendo os resultados apresentados na Figura 6D. Houve pro=-

mogao do alongamento do hipocdtilo de alface entre os Rfs

0,4 e 0,7, mostrando que o extrato apresentava &cido giberé

lico.

Esses resultados mostraran que em 24 horas

de embebicao sementes de Cucumis anguriq absorvem Ga,

6-BA, e que a baixa ou lenta promocio da germinacao por

e

essas substincias nado & conseqiéncia nem da embebicao vaga-

rosa nem da auséncia das substancias dentro das sementes,

10. Efeito de GA, em concentragdes abaixo de

30 ppm

Fol verificado o efeito de concentragdes de
GAy a 50 ppm e inferiores (5, 10, 20, 30, 40 e 50 ppm). Os
resultados desse experimento (Figura 7Y, foram submetidos
a andlise de varifincia (com excegdo do controle de escuro)
noe 179 dia de experimento, apresentando valor de F nao
significativo. Isso demonstrou que nenhuma das concentra-

¢oes de Ga, testadas promoveu a germinagizo.

1l. Efeito de 6~BA em concentragdes abaixo de

25 ppm

O0s resultados sdo apresentados na Figura 8A.



FIGURA 7

P

Efeito de GA, em concentragoes abaixo de 50
ppm, em luz branca, na germinagido de sementes
de Cucumis anguria L. Para o 179 dia de ger
minagao foi feita anilise de varifincia, sendo
F a 5% ndo significativo para as virias concen

tragdes de GA, e luz branca (dgua).

O = A&gua em luz branca continua
® = A&gua em escuro continuo

0 = GA3 a 05 ppm

g o= GAB a 10 pom
FANEE Ga, & 20 ppm
& = GA3 a 20 ppm

Vo= GAB a 40 ppm

YV o= GA

&

50 ppm
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Os testes estatIistices feiltos para as porcentagens de ger-

minagao no 209 dia de embebigao mostraram que nenhuma  das

concentragoes testadas promoveu a germinacao de Cucumis

angurta, sendo todas elas consideradas sublimiares.

12. Efeito de etrel em concentracdes abaixo de

5 ppm

Pelos resultados mostrados na Figura 8B,
pode-se observar que o etrel promoveu a germinagao nas con-
centragCes de 5 e 2,5 ppm, havendo ainda uma Promocao na

concentragac de 1 ppm ao final do 89 dia de embebicao. No

49 dia de embebicdo j& se verificava promogdo nas trés con-

centragoes testadas.

13. Estudo de possivel interacio entre luz ver-

melha, GA3, 6-BA e etrel

Pelos resultados dos experimentos com dife-
rentes periodos de luz vermelha e concentragdes baixas de
etrel, 6-BA e GAB’ foram escolhidos o pericdo de choque de

vermelho e a concentragao das substéncias para os  experi-

mentos em gue se procurava verificar uma interacao entre
esses fatores. Assim foi escolhido um periodo de luz ver-

melha de 6 horas, GA, na concentragao de 50 ppm, 6-BA na

concentragao de 20 ppm (que nao promoveram a germinacao)

e etrel a 1 ppm, em que a promogao foi muito leve.

Os resultados de um desses experimentos sio



FIGURA 8 -~ Efeito de 6~BA e etrel, em luz branca conti-

nua, na germinagao de Cucumis anguria L.

A. Efelto de 6-BA em concentracgoes abaixo  de
25 ppm. Fol feita andlise de variancia pa
ra o8 tratamentos em luz branca, sendo F a

5% nao significativo.

= luz branca constante, &gua
= escuro constante, Agua

= 6-BA a 05 ppm

a 10 ppm

= 6~BA a 15 ppm

= 6-BA a 20 ppm

4 »p D B O B O
H
(52}
i
b
b=

= 6-BA a 25 ppmn

B. Efeito de etrel en concentragaes abaixo de

05 ppm.
O = luz branca constante, agua
® = escuro constante, agua

= etrel a 01 ppm

etrel a 2,5 ppnm

o > B8
i

= etrel a 05 ppm
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apresentados na Figura 9, como porcentagens de germinacao,

Os quatro graficos representam o desdobramento dos resulta-

dos, que foi feito da segulnte maneira: na Fig. 97 sao mos

tradas as curvas de germinagao dos tratamentos aplicados
isoladamente, isto &, luz vermelha, etrel, 6-pa e GA3, além
dos controles de &gua em luz branca e escuro constantes; na
Fig. 9B sac mostrados os efeitos de cada uma das substan-
cias de crescimento utilizadas mais 6 horas de vermelho;
na Fig, 9C aparecem os resultados da combinacao entre as
substancias de crescimento sem o periodo de luz vernelha;

na Fig. 9D aparecem as curvas de germinagao dos tratamentos
feitos com a combinagdo das subst@ncias de crescimento mals

luz vermelha. Como pode ser visto, nenhuma das

combina~
¢Oes causou uma germinagac semelhante a do tratamento de
escuro.

Para uma melhor visualizagdo de todos 08
tratamentos em conjunto, foram feitos histogramas para os
dias 3, 7 e 11 de germinacgao. Os resultados podem ser
vistos na Figura 10, Em 10A, B e C pode ser visto que

em varios tratamentos a germinacio teve valores mais altos

dc que nos tratamentos em que as sementes ficavam em agua

com luz branca constante.

Os resultados mostrados na Figura 10C (119
dia de experimento) foram submetidos a uma anilise de va-~
ridncia fatorial. A andlise revelou que nenhuma interacao
fol significativa, isto &, ndo houve nenhuma interagao

entre etrel, GAj, 6-BA e luz vermelha. A andlise mostrou,

entretanto, que etrel e luz vermelha apresentaramn indivi-



FIGURA 9

Estudo de possivel interacido entre periodo de
6 horas de vermelho, GA, & 50 ppm, 6-BA a 20
ppm e etrel a 1 ppm, na germinacdo de Cucumis
anguria L. O periodo de 6 horas de vermelho
foi dado apds 24 horas de luz branca. Foi fei
ta analise de varidncia fatorial para o 119

dia, mostrando que ndo houve interacio.

A. Efeito de escuro continuo, luz branca con-
tinua e, isoladamente, Ga
luz vermelha,

0 6-BA, etrel e

T e g = @SCUro constante, aqua
O~ = luz branca constante, &qua
o 3 = 06 horas de luz vermelha

i

etrel, em luz branca

H

6~BA, em luz branca
D oemm e L FANES G@BJ em luz branca

B. Efeito de etrel, 6-BA e GAB emn conjunto

com 6 horas de luz vermelha (LV).

V e 7 = @BOUro constante, dgua
D e N = LV com GAB
v A Y = LV com etrel
O e @ = LV com 6-BA
C. Efeito da combinagao das substincias de

crescimento em luz branca constante.

Ve 7 = @8CUro constante, Aqua
Vo = 2trel com 6-BA
D = Gh, com etrel
VRN W GA3 com G-BA

T ooavbbpbppbbr 57 = GAB com 6-BA e etrel

D. Efeito da combinagao das substancias de

crescimento com luz vermelha (LV) .

= escuro constante, fgua
6~BA com etrel e LV
= GA3 com etrel e LV

o e & 4
i

= GA3 com 6-BA e LV

Do 6 e g

_____ 0 = 5-BA con GAB; etrel e LV
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dualmente um efeito promotor estatisticamente significante

sobre a germinagdio de Cucumis anguriq. Dessa maneira,

nos tratamentos em que se observou promogac da germinagéo,

esta promogao foi devida ao efeito isolado ou do etrel

ou
da luz vermelha, e nao da agao conjunta desses tratamentos
entre si ou com outras substancias de crescimento. Nao

houve também interagao entre luz vermelha e etrel. A ang-

lise estatistica confirma portanto os resultados obtidos

no 119 dia: as poxcentagens de germinagao relativamente

mais altas foram em geral obtidas com os tratamentos em que

apareciam ou etrel ou luz vermelha ou ambos. No tratamen-—

to feito com GAS, 6-BA e etrel juntos, no gual a porcenta~

gem final de germinacao foi proxima ao do controle de luz

branca, o etrel nio teve efeito.

Na Figura 10A, conde todos os tratamentos
estao colocados lado a lado, observa-se que as mais altas
porcentagens de germinacao, no 3¢ dia de experimento, sa0
alcangadas pelos tratamentos eﬁ‘qua etrel e luz vermelha
sao aplicados juntamente. Esses resultados sugerem que o
etrel mais luz vermelha tendem a promover a velocidade de

germinacao de Cucumis anguria nos primeiros dias de embe-

bicao.

A promogao da porcentagem final de germina
¢ao que se verificou nos tratamentos envolvendo etrel e luz

vermelha foi bastante baixa, pois verificou-se apenas

em
relaqéo ao controle de luz branca, estando bem abaixo do
efeito promotor do tratamento de escuro continuo (Figura

g3 .



PIGURA 10 -~ Estudo de possivel interagdo entre periocdo de
6 horas de luz vermelha e substincias de cresci
mento (ver legenda da Figura 9). Dados apre-

sentados em forma de histograma (sem o controle

de escuro, que € o mesmo da Figura 9) para we-

lhor visualizagao. A andlise de varifncia fa-
torial para o 119 dia mostrou que nZo houve

qualquer interacao entre as substancias de cres
cimento e a luz. De acordo com essa analise,
qualquer efeito verlificado era causado por

etrel ou luz vermelha iscladamente (nac ha inte

ragao também entre etrel e luz vermelha).

A. 39 dia de germinagio
B. 7¢ dia de germinacao

C. 119 dia de germinacao

LB = 1luz branca

LV = 6 horas de vermelho
Et = etrel

GA = 3cido giberélico

BA = 6-benziladenina
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Concluindo, a germinacao de Cucumis angu-

ria € promovida pelo escuro. Além disso, luz vermelha e

etrel tém um efeito promotor bastante pronunciado, dando

porcentagens de germinacdoc semelhantes ao escuro., GAB e

6-BA em concentragoes altas promoveram, mag a velocidade

de germinacdo € muito lenta em relacao ao escuro continuo,

e a germinagao final & menor.

Nao hd interagdo entre substincias de cres—

cimento e luz vermelha na germinagao de Cucumis anguria;

quando ha promogéo, mesmo pequena, esta & causada por efei-

to isolado ou do etrel ou da luw vermelha.

B. Verificagao de hormdnios antes e durante a

germinagac de Cucumie anguria

A extragac de substdncias de crescimento  foi
feita a partir de sementes nao embebidas e sementes embebi-
das em luz branca e escuro constantes por 24, 48 e 72 ho~
ras. Foram escolhidos esses tempos de embebic¢ao 13 que a
indugaoc da germinagao no controle de escuro ocorre dentro

dos primeiros dois dias de embebicio.
l. Citocininas

Sementes frescas (nao embebidas) e embebi-
das em condicao de luz ou escuro por 24 e 48 horas foram

submetidas a extragdo completa e os extratos bisicos croma-
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tografados. Uma faixa lateral de cada cromatograma fol

mergulhada no reagente de Wood e apresentou uma mancha de

cor azul na regiao correspondente ac Rf 0,1, indicando

presenga de compostos de natureza purinica.

Foram bictestadas as faixas dos cromatogra-

mas compreendidas entre os Rfs 0,0 e 0,3, sendo os resulta-

dos apresentados na Figura 11. Observa~se que, para oS

extratos de sementes frescas (Figura 112), sementes embebi-

das poxr 24 horas em luz branca (Figura 11B) e embebidas

por 24 horas em escuro (Figura 11¢) nic houve diferencas

significativas das porcentagnes de aumento de peso fresco

dos cotilédones de rabanete em relagao ao controle, embora
tenha sido observada uma tendéncia a uma inibicao entre os

Rfs 0,2 e 0,3, nao confirmada estatisticamente.

No bloteste de extratos de sementes embebi-
das por 48 horas em luz branca (Figura 11D}, verificou~se
promogao do aumento do peso dos cotilédones entre os Rfs
0,0 e 0,1 indicando atividade citocininica, porém esta pPro-
moGao nao fol estatisticamente significativa.  Observou-se
também plcos negativos estatisticamente gsignificativos en-

tre os Rfs 0,1 e 0,3 indicando inibigio do aumento de peso

fresco dos cotilédones de rabanete. No caso das sementes
embebidas por 48 horas no escuroc (Figura 11E) nic foi veri-
ficado qualquer efeito no bioteste de citocininas, e a ini-

bigao entre os Rfs 0,2 e 0,3 nio foi confirmada pela an&li-

se estatistica.

Esses resultados mostraram que as citocini-

nas enddgenas provavelmente nio estfio envolvidas diretamen-



FIGURA 11 - Resultados dos biotestes para citocininas.

tratos basicos de sementes de

L. embebidas e naoc embebidas.

A. Sementes frescas (nao embebidas)

B, Sementes mantidas

luz branca

C. Sementes mantidas

es8CUuroe

D, Sementes mantidas

luz branca

E. Sementes mantidas

es5curo.

ambebidas

embebidas
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te na indugao da germinagdo de Cucumis anguria, pois nao

fel observada atividade citocininica nos extratos das semen

tes embebidas em escuro.  Entretanto, na mesma posigao do

cromatograma poderia existir um inibidor que estaria masca-

rando as cltocininas.

2. Giberelinas
2.1 - Extratos ndo purificados

Sementes frescas ou embebidas sob luz
branca ou escuro por 48 e 72 horas foram extraidas de acor-
do com o método de ZEEVAART (1966), sendo os extratos croma
tografados e biotestados., Os resultados sac apresentados
nas Figuras 12 e 13,

Os extratos de sementes frescas, isto
&, que niaoc foram embebidas, nac apresentaram nenhuma ativi-

dade giberelinica (Figuras 124 e 13a).

Verificou-se para os tratamentos com

luz branca a presenca de um pico promotor, estatisticamente

significativo, entre os Rfs 0,2 e 0,3, para as sementes

embebidas por 48 horas (Figura 12B), e entre os Rfs 0,3 e

0,4, para as sementes embebidas por 72 horas (Figura 138},

indicando a presencga de subst@ncias com atividade gibereli-

nica nos extratos,

Para as sementes embebidas sob condi-

goes de escuro, foi observada uma regiac promotora entre os



FIGURA 12 - Resultados dos bioensaios para giberelinas.

Extratos obtidos pelo método de Zeevaart (1966),

de sementes

Sementes

Sementes

Ca

Sementes

de Cucumis anguria L.

nao embebidas

embebidas por 48 horas sob luz bran

embebidas por 48 horas scb escuro
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FIGURA 13 - Resultados dos biotestes para extratos, obti-

dos pelo método de Zeevaart (1966), de semen-—

tes de Cucumis anguria L.

A. Sementes nao embebidas

B, Sementes embebidas por 72 horas sob luz bran

ca

C. Sementes embebidas por 72 horas sob escuro



COMPRIMENTO do HIPOCOTILO de ALFACE (% do controle)

62

FIGURA 13

140

]

160 —! | —) ]

r.“
b ] e
-
02 04 0,6 08 1,0 C2 04 08 0,8 1,0
Ris Rfs
C
1401
7
7n
100 —
L

093 014 096 @,8 l,O

Ris



63

Rfs 0,1 e 0,3 com um pico promotor entre os Rfs 0,2 e 0,3,

€ um segundo pico entre os Rfs 0,9 e 1,0 para os extratos

obtidos apds 48 horas de embebigao (Figura 12C); observou-

~-se também um pico entre os Rfs 0,1 e 0,2 (Figura 13¢)

para
08 extratos obtidos apds 72 horas de embebicao, indicando
atividade giberelinica. Os demais picos observados nao

foram confirmados estatisticamente,

2.2 - Extratos purificados

Sementes nao embebidas e sementes em-

bebidas sob luz branca ou escuro por 24 e 48 horas

foram
extraidas segundo o método de fracionamento (extragao com-
pleta), ja citado. As fracoes Acidas dos extrados foram

cromatografadas e biotestadas, sendo os resultados apresen=-

tados na Figura 14,

Em extratos de sementes nio embebidas

(Figura 147) e de sementes embebidas por 24 horas sob laz
branca (Figura 14B} e escuro (Figura 14C), ou embebidas por
48 horas sob luz branca (Figura 14D) e escuro (Figura 14E),

0 bioteste de alface mostrou pequenas diferencas entre

oS
virios tratamentos, observando-se em todos eles picos de
promogéo. Entretanto, estatisticamente, somente no Ccaso
das sementes embebldas por 24 horas em luz branca (Figura

14B) houve um pico promotor entre os Rfs 0,6 e 0,7.

Houve portanto diferencas estatisti-

cas entre os dols métodos utilizados (extratos purificados

e nao purificados), mas de qualquer maneira verificou-se a



FIGURA 14 - Resultados dos biotestes de fracdes Acidas
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presenga de giberelinas tanto em sementes embebidas sob luz

branca como sob escuro.

3. Etileno

3.1 - Uso do nitrato de prata (inibidor da

agao do etileno)

3.1.1 = Germinagao em condicdes de

escuro em varias  concentra-
goes de nitrato de prata

(AgNO.,)

3

Os resultados sao apresenta-

dos na Figura 15. Observa-se que o nitrato de prata, nas
concentragoes de 5, 10 e 50 ppm (Figura 15A) , nao inibiu a

germinagao de Cucumis anguria, uma vez que as porcenta-
gens de germinagao desses trés tratamentos foram semelhan-

tes ao controle de escuro (F nao significativo).

Fm outro euperimento, cujos
resultados sao apresentados na Figura 15B, foram testadas
as concentracoes de 50, 100, 150, 200 e 250 ppn. Observa-
~5€¢ que o nitrato de prata inibiu a germinacao nas concen-
tragces de 150, 250 e 200 ppm, sendo que, neste experimen-
to, a Concentraqéo de 200 ppm revelou-se mais eficiente,

apresentando uma taxa de inibigao de aproximadamente 40 porx

cento.  Nao se verificou inibigdo nas concentracdes de 50

e 100 ppm.



FIGURA 10 - Efelto de nitrato de prata (AgNOB) na germina-

¢ao de Cucumis anguria L. mantidas em

constante.

A. AgNO

5 em concentragoes inferiores a 50

F a 5% nao significativo (exclulndo-se

trole de 1luz branca)

O
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3.1.2 -~ Demonstracgio do efeito inibi-
tério do AgNO,,

C primeiro experimento cons-

tou de duas partes, sendo os resultados apresentados na Fi~

gura 16. Na primeira parte do experimento, sementes de

Cucumie anguria foram colocadas para embeber no ascuro  emn
solugbes de AgNO, nas concentracBes de 100, 150, 200, 250

e 500 ppm. Na Figura 16A observa-se que as solugoes de

200, 250 e 500 ppm inibiram fortemente a germinacao. A
partir de 200 ppm, a taxa de inibigao foi quase proporcio-

nal ac aumento da concentracao do AgNO,. Na concentragio

de 500 ppm a inibicao fol quase total, tendo alcancado uma
taxa de germinagao de apenas 1 por cento. A duracao dessa

primeira parte do experimentc foi de 72 horas.

Para a segunda parte do expe-
rimento, as sementes que estiveram embebidas nas solucgoes
de AgNO3 a 200, 250 e 500 ppm foram lavadas e transferidas
para placas de Petri com &gua destilada e mantidas em escu-
ro constante. Foram feitas contagens de germinacao no 49
e 10¢ dias, sendo os resultados apresentados na Figura 16B.
As sementes pré-embebidas em AgNO3 a 250 ppm apresentaran
uma taxa de germinagao de 94 por cento, enquanto que as se-
mentes previamente embebidas em solugao de 200 ppm apresen-
taram uma taxa de germinaciao de 86 por cento. As sementes
gue estiveram embebidas previamente em AgNO, a 500 ppm apre
sentaram taxa de germinagao de 65 por cento ao final de 109
dia, o que correspondeu a cerca de 30 por cento de inibigao

en relagao ac controle.



FIGURA 16 ~ Efeito do nitrato de prata na germinacao de se-

mentes de Cucumis anguria L. mantidas em escu-

o constante.

A. Sementes mantidas continuamente em varias

concentragoes de AgNO, durante 72 horas

L

i

luz branca, agua

E escuro, agua

B. Sementes previamente embebidas por 72 horas
em varlas concentracoes de AgNO, e depois
transferidas para agua, onde permaneceram

por 10 dias

E = escuro, agua
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Esses resultados nostraram

que a reversao do efeito inibitdrio do nitrato de prata

fol maior nas sementes previamente embebidas em solugoes de

200 e 250 ppm do que em 500 ppm, e gue AgNO,4 estava inibin-

do, e nazo matando as sementes.

Fol montado cutro experimento
para se demonstrar o efeito inibitdrio do AgNO3 sobre semen
tes de Cucumis anguria (Figuras 17A e B). Esse experi-
mento também apresentou duas etapas. Na primeira etapa,
sementes de C(ucumis anguria permaneceram embebidas em
AgNOB durante 72 horas, tendo se observado uma forte inibi-
gao da germinacaoc nas concentragoes de 250 e 500 ppm (Figu-
ra 17A}. Na segunda etapa do experimento, as sementes gue
nao germinaram nos tratamentos de AGNO4 durante a 19 etapa
foram lavadas com dgua destilada e transferidas para uma
concentragao promotora de etrel (25 PPm) ou para agua desti
lada, onde permaneceram por 10 dias. As porcentageng fi-
nais de germinagao nesse teste sao mostradas na Figura 17B,
em forma de histograma. Embora os resultados sugiram gque
© etrel foi mais eficiente do que a &gua em reverter o efei

to do nitrato de prata, as diferencas observadas entre 08

tratamentos nao foram estatisticamente significativas.

Os resultados desses experi-
mentos mostraram que as baixas porcentagens de germinacao
verificadas em sementes de Cucumis anguria durante a embe
bigao em nitrato de prata devem-se provavelmente a inibigao

da agac do etileno enddgenc, e naoc & morte das sementes.



FIGURA 17 - Efeito de AgNO sobre a germinacao de sementes de

Cucumie anguria L. mantidas em escuro constante.

A. Embebicao em AgNO, durante 72 horas

L = 1luz branca, agua
E

escuro, Aagua

B. Sementes previamente embebidas emn AgNO3 duran-

te 72 horas e transferidas para agua e etrel a
25 ppmn. Foi feita an&lise de varidncia, apre

sentando valor de F a 5% nao significativo

gzg = Sementes previamente mantidas em AgNO3
a 250 ppm e transferidas para etrel

Ei] = Sementes previamente mantidas em AgNO3
a 500 ppm e transferidas para etrel

§§§ = Sementes previamente mantidas em AgNO3

a 250 ppm e transferidas para agua
E& = Sementes previamente mantidas em AgNO

3
a 500 ppm e transferidas para Agua

C. Aplicagao de AgNO, por 24 horas apds diferen-
tes periodos de embebicao em &gua  destilada.

O experimento teve a duragao de 72 horas

L = 1luz branca, &gua

E = escuro, agua

00h = sementes nao previamente embebidas

06h = sementes previamente embebhidas por seis
horas

12h = sementes previamente embebidas por doze
horas

24h = sementes previamente embebidas por vinte
¢ quatro horas

48h = sementes previamente embebidas por qua-

ranta e oite horas
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3.1.3 - Aplicagao.de AgNO, a 500 ppm
apds diferentes periodos de
embebicao em &gua destilada,

emn escuroe constante

Esse teste foi feito para se

verificar em que periodo de embebicao o nitrato de prata

era mais eficiente na inibicdo da germinacao. O teste te-

ve a duragao de trés dias, que € o tempo dentro do gqual as

sementes germinam no controle de agua em escuro. As semen

tes previamente ficaram 0, 6, 12, 24 e 48 horas em agua,
sendo entao transferidas por 24 horas para nitrato de pra-

ta. Os resultados sao apresentados na FPigura 17C, mostran

do que © nitrato de prata inibiu a germinagao em todos  os

tratamentos. A malor inibigao ocorreu aplicando-se o

AgNO, apds 24 horas de embebigdo em dgua. A aplicacao de

AgNO, com 48 horas de embebicidc em dgua mostrou muito pouco
efelto em relagéo ac controle, uma vez que a maioria das

sementes jd havia germinado no momento da transferéncia

para a solucao de AgNO,.

Os resultados desse experimen
to mostram que o nitrato de prata age mais efetivamente por
volta de 24 horas apds o inicio da embebicio das sementes.
Sendo © nitrato de prata um inibidor da acao do etileno en-
dbégeno, estes resultados sugerem due possa estar ocorrendo
uma maior producao de etileno apds um intervalo de aproxima

damente 24 horas de embebigio.
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3.2 - Dosagem de etileno liberado pelas

sementes

Sementes de Cucumis anguria foram

colocadas para embeber em frascos, os quais foram em segui-

da hermeticamente fechados. Apds intervalos de 24 e 48

horas de embebigio foram feitas duas leituras, sendo uma pa

ra o nlimero de sementes germinadas e outra para a liberaczo

de etileno no interior dos frascos,

Os resultados do teste sido apresenta-

dos na Figura 18, Na Flg. 18A observa-se que, em 48 horas

de embebicao, as sementes mantidas em escuro

apresentaram
7¢ por cento de germinagio, enquanto gque as sementes manti
das em luz branca apresentaram uma taxa de germinacaoc de

16 por cento. Com 24 horas de embebicao as taxas de germi

nagao em ambos 0s tratamentos foi zero.

As medidas da qguantidade de etileno
liberado pelas sementes sZo mostradas na Figura 18B, expres
s0s em nmoles de etileno/volume da amostra injetada (0,5
ml) /30 sementes. Observa-se que, com 24 horas de embebi-
géo, ja era detectada a presenca de etileno tanto nos fras-
cos mantidos em escuro como nos frascos mantidos em luz
branca, em guantidades semelhantes. Apds 48 horas de enbe
bigao houve um aumento na concentragdo de etileno nos dois
tratamentos, sendo que a quantidade de etileno liberada no
interior dos frascos mantidos no escuro foi significativa-

mente maior do que nos frascos mantidos em luz branca.

Em um outro experimento, as sementes



FIGURA 18 - Germinagao de Cucumis anguria L. e dosagem de

etileno liberado pelas sementes.
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FIGURA 19 - Dosagem de etileno durante a germinacgao de Cucu

mig anguria L.

%
il

frasco aberto: escuro

]

frasco aberto; luz

il

frasco fechado; escuro

4

frasco fechado; luz

A. Germinacao apds 48 horas em frascos abertos

e fechados

B. Dosagem de etileno (compare com A)

C. Germinagao em frascos fechados

D. Dosagem de etileno (compare com C)
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foram postas para germinar nos frascos, com ou sem

tampa,
em luz branca e no escuro. A gerninagao foi verificada
6, 12, 24 e 48 horas apds o inicio do experimento, 0s re-

sultados sao mostrados na Figura 194. Nio ocorreu germi-
nagao apds 6, 12 e 24 horas do infcio do experimento. De-
pois de 48 horas, a germinacio foi bem malor em escuro do
que em luz, havendo multo pouca diferenca nos valores entre
frascos abertos e fechados. Nos frascos fechados em luz e
escuro fol dosado o etileno apds 6, 12, 24 e 48 horas do
inicio do experimento, Os resultados est@o na Figura 198,
O etilenc nac foi detectado apds 6 e 12 horas. Com 24 ho-
ras houve aparecimento de etileno apenas nos frascos manti-
dos em luz. Etileno pode ser facilmente detectado 48 ho-
ras apds o inicio do experimento em sementes mantidas no es
curce, em uma quantidade gque era o dobro da quantidade de-
tectada em sementes no claro. Na repeticao deste experi-
mento, foram usados apenas frascos fechados (Figuras 19C e
D} . Nao ccorreu germinagfo, nem etileno pode ser detecta-
do, 6, 12 e 24 horas apds o infcio do experimento. hpds
43 horas a germinagao fol praticamente o dobro nas sementes
mantidas no escuroc, em relagao & luz branca (Figura 18C) e,

novamente, muite mais etileno foi detectado nas sementes

mantidas no escuro do que naguelas mantidas em luz.




DISCUssin

As sementes de Cucumis anguria apresentaram

cerca de 8% de &gua. Em geral, o contelido de Agua em se-

mentes varia multo entyre as diversas espécies, mas situa-se

em geral ao redor de 10% do peso fresco da semente. Assim,

Coffea arabica apresenta 12%, Vieia faba 14,3% e Pisum
sativum 10,6% (PURSEGLOVE, 1968), Esse estado de pequena
hidratagao possibilita & semente sobreviver por longos pe-
riodos (METIVIER, 1979}).

Verificou-se que a embebigao de Cucumis angu-
rta fol semelhante durante as primeiras 25 horas, tanto pa
ra sementes mantidas em luz branca como em escurc, mostran-
do gue nao h& relagao entre luz e embebigZo. 0O fotoblas~
tismo negativo de (Cucumis anguria nao tem gualquer rela-

cao com a embebicio.

Observando-se as curvas de embebigao durante
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as primeiras 24 horas pode-se notar que & durante as

pri-
meiras 4 horas gque ocorre o aumento mais rapido. Esses re
sultados nao diferem muito dagueles observados para semen-

tes de Amaranthus caudatus em escuro, onde se verificou

ur rapido aumento de peso fresco nas primeiras 8 ou 10 }

ho-
ras de embebigao, seguida de uma fase de laténcia e de  um
segundo aumento associado com a germinagao que ocorre ao
redor da 209 hora (KENDRICK, SPRUIT e PRANKLAND, 1969) .,
Para Cucumis anguria observou-se que esse segundo aumen-
to ocorre ao redor de 27 horas. TARKAKI, KENDRICK e DIE-
TRICH (no prelo) verificaram que as curvas de embebicac de
sementes de C(Cucumis gnguria mantidas em escuro foram

iguais para temperaturas de 25°C e 0°C. Portanto, o rapi-

cdo aumento gue ocorre nas primeiras horas de embeblicaoc nao
& fungao de alteragdo no metabolismo da semente, constituin

do um processo meranmente fisico.

Apbs a rdpida embebigic inicial sequiuv-se  uma

fase de laténcia até o momento em que se iniciou a germina
g 2

gao visivel (protrus@o da radicula). [Essa fase de latén-

cia, onde os processos metabdlicos sao grandemente incremen
tados, apresenta uma certa variagao quanto a sua  duracao.
'ssa varlagao foi verificada mesmo entre lotes diferentes

de sementes de Cucumis anguria mantidos em condi¢des seme

lhantes, o que pode muitas vezes estar relacionado Aas condi

goes de maturagdo das sementes na planta mie, criando-se

assim um polimorfismo no comportamento germinativo da espé-

cie (SMITH, 1973).

A primeira diferenga visiIvel quanto ao aumento
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de peso fresco, entre sementes mantidas em luz branca a

escuro, comegou a se verificar por volta de 27 horas apds ©

inicio da embeblcao, guando se verificou um grande aumento

desse paré@metro nas sementes mantidas em esCuro. Esse se-

gundo aumento do peso fresco estd associado ao infcio da

protrusac da radlcula. NORONHA et al. (1978) mostraram

que a germinacgac de Cucumie anguria & controlada por fito
cromo. KENDRICK et al. (1%69) e TAKAKI et al. {(no prelo)
mostraram efetivamente que ocorxre um aumento da quantidade

de fitocromo detectdvel durante as fases iniciails da embebi
cao de sementes de Amaranthus caudatus e Cucumis angu-
ria, respectivamente. Segundo TAKARI et al. (no prelo) &
necessdrio gue haja 33% de &gua na semente de Cucumis angu
ria para que o fitocromo total pré-existente seja totalmen
te fotocenversivel, isto &, para que a semente se torne
fotossensivel. Por outro lado, observou-se que em semen=-
tes de Rumex crispus nao hd relacao direta entre o con-
tefido de &gua na semente e a sensibilidade 3 1luz (DURE,
1978 . Portanto, em Cucumis anguric, © aumento de peso
fresco em sementes mantidas no escuro estd associada a gey-

minacdao, a qual por sua vez estd provavelnmente relaciona-

da & agao do pigmento fitocromo gque & desencadeada pela hi-

dratacgao das sementes.

O aumento da atividade metabdlica em sementes
embebldas, nac dormentes, pode ser observado pelo aumento
da taxa de respilragio (CARVALHO e NAKAGAWA, 1980). Em mui
tos casos observa-se que as variagoes na taxa de consumo de

oxigénio okedecem, em geral, & curva trifisica caracterfs-
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tica do processo de embeblcaoc (BEWLEY e BLACK, 1978). Em

Cucumis anguria observa~se que durante a fase estacioniria
de embebigao ja ocorre uma diferenca quanto ao consumo de
oxigénio de sementes mantidas em luz e escuroc, sendo que as

sementes mantidas em escurc "respiram” mais do gue

agquelas
mantldas em luz branca. Apds 48 horas de embebigio, no
momento em qgue jA ocorreu a protruszo da radicula através

da casca no tratamento de escuro, a diferenga na respiracao
entre os tratamentos de luz e escuro acentua-se ainda mais,
evidentemente em fungdo da diferenga no comportamento germi
nativo. VALIO (comunicagao pessoal) observou em soja que
o crescimento menor do embriao em luz branca estava assocla
da a uma maior taxa de resplracao. Em sementes fotoblas-
ticas positivas de alface observou-se que a luz vermelha,
aplicada apds algumas horas de embebicac em escuro, provo-
cou um aumento na taxa de consumo de oxigénio (WOODSTOCK e
TOOLE, 1977; PECKETT e CHARCHARDI, 1979}. Entretanto, em
Cucumis anguria a luz branca nao causou aumento no CoONsSUmo
de oxigénio, podendo descartar—se a hipotese de gue a nao
germinagao nesse tratamento seria devido a um aumento na
coneentracac de Co, causada pelo aumento da respiragao (emw
bora tivesse sido medido apenas o consumc de oxigénio, po-
der-se-ia extrapolar gue em luz branca nao houve aumento de
CO, j& que nao ocorreu aumento do consumo de oxigénio nes-
se tratamento). Sabe~se que o 002 atua como antagonista
do etileno (ABELES, 1973) e, sendo assim, o C02 estaria com
petindo com o etlleno e inibindo a acao desse hormdnio,
gque & um forte promotor da germinagao de Cucumis anguriq

(FELIPPE e LITJENS, 1979). As sementes de maxixe mantidas
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€M escuro apresentaram maior consumo de oxigénio €, prova-

velmente maloxr liberagao de €O, . Alguns trabalhos tém nos

trado que a relagdo entre etileno e €O, nao &€ tdo simples.

ESASHI et al. (1979), trabalhando com sementes de Xagnthium
rensylvanicum, mostraramn gque o etileno aplicado aumentava

a resplracao das sementes. ESASHI, HATA e KATOH (1975)

mostraram inclusive interagao promotora entre etileno, C02

e outras substl@ncilas de crescimento socbre a germinacao  de

Xanthium pensylvanicum. Em Cucumis anguriac parece que

a "respiragdo malor" das sementes mantidas em escuro € ape-~

nas con&eq&éncia, e nao causa, do carater fotoblistico nega

tivo, que induz uma maior atividade metabdlica e o COnG @~

gqllente desenvolvimento do eixo embrionario,
O fotoblastismo negativo de Cucumis anguria &
claramente confirmado em outros experimentos com e@sECuro

continuo ou com diferentes periodos de escurc. Por outro

lade, os resultados deste trabalho mostraran gue a luz ver-

melha promoveu acentuadamente a gexrminagao de Cucumis angu

rta, confirmando os resultados obtidos por NORONHA et al.
{1978) . Em relacac ao controle de escuro, a taxa de germi

nagao de sementes mantidas em luz vermelha constante foi

mais lenta, embora as porcentagens finais de germinacac te-
nham sido similares. Bm sementes de Amaranthus caudatus
a 25°C, a lug Vermelha também mostrou um ligeiro efeito re-
tardatoric h& germinagasc em relagdc ao controle de  escuro
(KENDRICK e FRANKLAND, 196697, Por outro lado, ZOUAGHT,
MALCOSTE & ROLLIN (1972); trabalhaiids com sementes fotoblas

tichs hegatives a8 Ciduabita pepu, nmostraran que as semen-
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tes mantidas em luz vermelha continua germinaram mais rapi-

damente do gue as sementes mantidas em escuro continuo, em-

bora a porcentagem final de germinagao tenha sido semelhan-
te, Este resultadoe, portanto, fol o oposto dagquele obtido
para sementes de Cucumis anguriq.

A germinagao de sementes fotoblAsticas negati-
vas & controlada por fitocromo (MANCTNELLI e BORTEWICK,

1964y . A quantidade de fitocromo detectivel parece aumen-

tar em sementes germinadas en escuro, enquanto tal fato nao
se verifica em sementes germinadas em luz branca (MANCINELLY
e TOLKOWSKY, 1968)., YANTV, MANCINELLI e SMITH {1867) suge

riram gue o controle da germinacao & dependente da quantida

de total de Fitocromo vermelho extremo (Fve) , & nao somente

da quantidade relativa desse plgmento. A importancia da

quantidade de Fve foi mostrada em alguns trabalhos feitos
com sementes fotoblisticas negativas: em alface var, Mary

Queem, 40% do fitowromo total estd sob a forma Fve (BOISARD,
SPRUIT e ROLLIN, 1968) e em pepino, 75% do fitocremo & Fve

(SPRUIT e MANCINELLI, 1969). Lm sementes de Cucumis angu
ria o fitocromo na forma Fve também foi detectado nas se-
mentes em quantidades multo baixas, posgivelnente acima do
valor limiar requerido para a germinagac no escuro, sem ne-
cessidade da irradiagao com vermelho (TAKAKI, et al., no
prele). Diversos autores (YANIV, MANCINELLT e SMITH, 1967 ;
ROLLIN, MALCOSTE e EUDE, 1970) mostraram o aparecimento de
fitccromo na forma Fve em sementes mantidas em escurc apds

irradiagac com vermelho extremo. 0 aparecimento de Fve no

escuro também parece ocorrer em sementes de Amaranthus
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(KENDRICK e FRANKLAND, 1981) , enguanto que em Cucumis angu

ria, o fltocromo total de sementes embebidas por 2 horas

corresponde a uma mistura de fitocromo vermelho (Fv) e

intermedi&rios entre Fv e Fve, 08 guals em escuro reverte-

riam a Fve (TAKAKI et al., no prelo). Desse modo, a quan-

tidade de fitocromo na forma Fve j& existente nas sementes

nao embebidas ou o aparecimento de Fve durante o perfodo de
embebigao sao provavelmente responsiveis pela rapida germi-

nagao no escuro de Cucumis anguria. Para tentar expli-

car o efeito da luz vermelha em Cucumis anguria deve-se

recorrer aos trabalhos de alguns autores citados em litera-

tura. O aparecimento de fitocromo em sementes postas para

enbeber obedece a uma curva trifisica semelhante 3 verifica

da no processo de embebicao, A primeira fase corresponde

a hidratagéo do fitocromo pré-existente; a segunda fase a
um perfiodo de laténcia, ("lag phase™), e & terceira fase 3
sintese "de novo" de fitocromo. Esta terceira fase esta

sujeita & agho de inibildores metabdlicos (KENDRICK e FRANK-
LAND, 1981). KENDRICK, SPRUIT e FRANKLAND {1969), traba-
lhando com sementes de Amaranthus caudatus, observaram que

sob luz vermelha a sintese de fitocromo total nas sementes

foi menor do que nas sementes mantidas em escuro, embora  a

primeira fase do aumento do fitocromo (hidratagao do fito-
cromo pré-~existente) tenha sido semelhante em vermelho e

escure constantes, Em sementes de Cucurbita pepo obser=

vou-se também que o fitocromo, gue & sintetizado durante a

2% fase, desaparece guando as sementes sao irradiadas com

luz vermelha; enquanto isso, a quantidade de Fve detecti-

vel diminuiu gradativamente em todos os tratamentos (escu=-



83

ro, vermelho e vermelho extremo) (ZOUAGHI et al., 18723,

KENDRICK e FRANKLAND (1968) mostraram também que havia ma

queda no contelido de Fve em plantinhas de Amaranthus cauda

tue apbs 10 minutos de luz vermelha. Em Cucumis  angu-~

rta, o vermelho continuc poderia acarretar uma gqueda do

nivel de Fve pré-existente nas sementes, provavelmente por

destruicao, de modo que, antes gue o balango entre producac
e destruigac de fitocromo fosse atingido, haveria um ligei-
ro retardamento na gerninagao em relaczo &s sementes manti-
das no escuro, as quais j& apresentariam o Fve numa quanti-

dade acima do valor limiar capaz de induzir a germinacao.

Além dos resultados dos experimentos com escuro

e luz vermelha continuos, outros experimentos sugeren gque

esses dols tratamentos atuam de maneira diferente na germi-
nagao de Cucumis anguria, Foram observadas diferencas

entre os efeltos de luz vermelha e escurc tanto em  funcio
da aplicagao desses tratamentos apbs diferentes periodos de

embeblgao prévia em luz branca, como em fungdo da  duracio
dos tratamentos. Em  Cucumis anguria, o© periodo prévio
de embebigao parece afetar a velocidade inicial da respos-

ta das sementes & luz vermelha. Aparentemente, dentre os

perfcdos de embebigdo prévia testados, as sementes se mos-
traram mals sensivels & luz vermelha apds 12 horas de embe-~
biQéoy guando a porcentagem de aumento de peso fresco foi
de cerca de 39% (Figura 1}. De accrde com TARKAKI et al.
(no prelo), apds esse periodo de embebicio ji estd ocor-

rende o segundo aumento na guantidade de fitocromo detecti-

val em Cucumis anguria, provavelmente devido & sintege
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"de novo". Alnda segunde estes autores, esse aumento coine

¢a por volta de 4 a 6 horas apds o infcio da embebicao. Di
versos trabalhos tém mostrado & infludneia do periodo de
embebicao prévia, antes do tratamento lumineso, Em  Stevia

rebaudiana o perlodo de enbeblcao prévia n3o alterou a

porcentagem, mas acelerou a velocidade inicial de germing-
¢ao dos aguénios (FELIPPE et al., 1971). Para sementes de

alface, fotcblésticas positivas, o melhor efeito promotor

da luz vermelha, numa dada intensidade luminosa, & obtido

apds o perfodo de 8 a 20 horas de embebicao no

e5CUre
(BORTHWICK et al., 1954: TOOLE, 1973). Em esporos de
Matteuctia struthiopterie verificou-se ser necessario um

perfodo prévio de embebigao para que a resposta i luz verme

lha ocorresse, sendo que para perfodos de vermelho de até
3 dias a germinacio aumentava em fungao do aumento do perio

do prévio de escurc (JARVIS e WILKING, 1973). Em  Cucumis

angurta, perfodos de embebicao prévia em luz branca varian
do de 1 a 7 dias nao afetaram a resposta das senentes a0s

diferentes perfodos de escuro (Figura 3). Pox outro lado,
observou-se um ligeiro decxéscimo no efeito da luz vermelha
em fungio do aumento do periodo de embebicao prévia em luz
branca, & partir de 24 horas. Esse decréscimo ocorreu
principalmente quanto &s porcentagens finais de germinacio,
enquanto gue em sementes fotoblidsticas positivas de alface
o aumento d¢ perfcedo de eimbeblicao prévia provocou um decrég
cimo na velécidade de germinaghs, e nio na porcentagem fi-
rnal (LEWAK & ﬁﬂﬂﬁ; Y9775 . K36 se Shgeryen na literatura

nuftds aalod & réspeits da infitiicia do perfodo de embobi

cad pPrévid sf 1z Bidnda na germinagas de sementes fotoblis
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ticas negativas, todavia serd levantada agqui uma  hipdotese

a respelto da diferenca de comportamento das sementes subme

tidas a periodos de luz vermelha e escuro apos enbebigio

em luz branca, Argumenta-se que a luz branca, além de
provocar uma queda no contelido de fitoecromo total (KENDRICK

€ FRANKLAND, 198l),manteria um equilibrio fotoestacionirio

do fitocromo em que haveria predominancia de compostos in-

termedidyios na fotoconversdo de Fv a Tve e vice~versa, NoO

memento em que as sementes sio colocadas para embeber em

luz branca ocorre um aumento no contelido de fitocromo Clea -
tectavel. Esse aumento &, no infcio da embebicao, decor-

rente da reidratacio do Fitooromo pré-existente, nas depois

ocorre devido & sintese "de nove" de fitocromo na forma Fv
{KENDRICK, 1676)., Esse aumento cessaria apds algum tenmpo
de embebicao. Em sementes de Amaranthus mnantidas em es-
curo verificou-se gue um segundo auwmento {devido 4 sintese
"de novo") ocorreu 10 horas antes do primeiro sinal visivel
de germinacao e continuou pox 72 horas, permanecendo entio
constante (KENDRICK et al., 1969). Em  Cucumis anguria, o

aumento no contelde de fitocromo total cessou apbs cerca de

40 horas de embebigao no escuro (TAKAKI, et al., no prelo).

Portanto, nas prineiras horas de embebigao haveria uma
maicr disponibilidade de Pv, sendo gue as sementes seriam
relativamente mais sensiveis & luz vermelha. Gradativamen

te, com o decorrer do tempo de embebicao, haveria um decrég
cimo no nivel de ¥Fv em sementes mantidas sob luz branca, o
que iria acarretar uma menor taxa de resposta da semente 3

luz vermelha 4 medida em gue se aumentasse o tempo de embe-

bigdo prévia. A luz branca causaria dois efeitos princi=-
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pals nas sementes de (Cucumis anguria: a) manutencao de

un nivel de Fve abaixo do valor limiar capaz de causar ge e

minag&c e b) provocaria uma diminuigao no contelido de

Fv,
que serlia acompanhada de um aumento na quantidade de intex
medidrios nas reagdes de conversio de Fv a Fve. Se o pe-
riodo de luz branca fosse sequido pelo escuro, ocorreria

uma diminuigao da velocidade de desaparecimento do Fve, de

modo que predominariam as reacBes que levariam 3 formagzo

de Fve a partir dos compostos intermediirios. Dessa forma

haveria um aumento na quantidade de Fve até o valor limiar
capaz de induzir germinagdo (KENDRICK, 1976; TAKAKI et

al., no prelo).

A luz vermelha ¢ o escuro guando aplicados

por
perfodos limitados, apds embebigao em luz branca, tiveram
efeltos similares aqueles obtidos com a aplicagao continua

desses tratamentos na germinacao de Cucumis anguria. Obser
vou-se aqul gue o periodo de 24 horas de vermelho foli menos
efetivo que igual periodo de escuro, apds 24 horas de embe~

bigac em luz branca (Compare as Figuras 3A e 4B).

Tem-se observado uma variagdo quanto ao periodo
de luz vermelha necessirio para causar germinacac de semen-—
tes. Em sementes de Rumex obtusifolius, um periodo de
15 minutos de vermelho 38 & suficiente para induzir a germi
nagaoc maxima (VICENTE et al., 1962; TAKAKT, KENDRICK e
DIETRICH, 1981), Em agquénios de Stevia rebaudiana veri-
ficou-se que periodes de 60 minutos de vermelho promoviam
& germinagao em relagdo ac controle de escuro  (RANDI e

FELIPPE, 1981). Em certos cultivares de alface, 1 a 2 mi-
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nutes de luz causam altas porcentagens de germinagéo,em@m&
to que em sementes de fumo um chogue de luz de 0,01 segun-—
do ja& &€ suficiente para causar germinagao (CARVALHO e NAKA~
GAWA, 1980). Verificou~se neste trabalho, por cutro lado,
que para a indugdo da germinagio de Cucumis anguria  pela

luz vermelha hd necessidade de exposicao entre 6 e 12 ho-
ras, j& gue houve promogac com 12 horas de vermelho, enquan-
to que o pericdo de 6 horas mostrou-se inefetivo. A di fa-
renga que em geral se observa entre o comportamento de se-
mentes fotoblésticas positivas e negativas, guanto & neces-
sidade de perlfodos diferentes de luz vermelha, deve-se pro-
vavelmente ao estado do fitocromo nas sementes.

Sementes

fotoblasticas positivas, como Rumex, apresentariam

a
mailor parte de seu fitocromo pré-existente sob a forma Fv,
de modo gue elas sao muito sensiveis & luz vermelha, Ja

as sementes fotoblasticas negativas, como Cucumis angurta,
apresentariam uma quantidade muito menor de Fv guando do
final do periodo de maturagao, o que as tornaria menos sen-—
sivels 3 luz vermelha. Dessa forma, essas sementes neces-
sitariam de perlodos de luz vermelha mais longos do que as
sementes fotoblasticas positivas (KENDRICK, 1976). Alguns
autores mostraram, por outro lado, que sementes fotoblasti-
cas negativas tornavam-se sensiveis a curtos periodos de
luz vermelha quando eram pré-irradiadas com vermelho extre-
mos constante, que provocaria um aumento na guantidade de
Fv (MANCINELLI e BORTHWICK, 1964; MANCINELLI, BORTHWICK e
HENDRICKE,; 1966; VYANIV et al., 1967).

Efl tratamentos em que as sementes de Cucumis

angurid eram embebidas em etrel, as placas de Petri eram
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vedadas com fita adesiva para evitar o miximo possivel que

e}

o etilenc liberado se perdesse, 0 efeito da vedagao das

placas fol testado em sementes embebidas em &gua para se

verificar se a concentragao de gases liberados pelas semen-—

tea, como © etileno e o COq naoc estaria afetando a germina

¢ao em luz branca. KEYS et al. (1975) mostraram que em

sementes de alface germinadas no interior de recipientes

hermeticamente vedades havia concentracgac de etileno e Co,

enddgenos, o0s gquais interferiam na germinacao. Os resulta

dos aqul apresentados indicam que a vedacao das placas "per

se" nao afetou a germinagdo de Cucumis anguria. Por es-

tes resultados, todavia, nao se pode concluir gue nio este-

ja havendo concentracgao de gases enddgenos no interior das

placas vedadas, ou gque estes gases nao estejam interferindo

na germinacac das sementes, Provavelmente ¢ gue ocorreu

fol que a fita adesiva utilizada representou uma barreira

muito precéria contra o escape dos gases enddgenos eventual
mente liberados, devido principalmente & sua porosidade.
Isso ficou parcialmente demonstrado em alguns testes fei~
tos, nos quails injetou-se etileno puro em placas de Petri
de pléstico vedadas com fita adesiva. Nestes testes veri-
ficou-se uma taxa relativamente rapida de  desaparecimento

do etileno do interior das placas testadas.

0 efelto de reguladores de crescimento como O

Ghy, etileno e cinetina sobre a germinagadc de sementes  de
virias esp8cies tem sido a muito comprovado (OLATOYE e
HALL, 1972; WAREING, STADEN e WEBB, 1972; KUMAR e RANGA-

SWAMY, 1977). Em geral tem-se admitido que o efeito da
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aplicagao de um regulador de crescimento serve como parame-
tro para indlcar se a substincia endbgena aniloga (horm&-

nio vegetal) & responsével ou nao, na planta, por um deter-

minado efeito - no caso a germinagao de sementes (FELIPPE,

1879).

Neste trabalho foram testados GAB' 6-BA e etrel
na germinacao de Cucumis anguria. Os resultados obtidos

vieram confirmar dados anteriores sobre o efeito dessas
substancias de crescimento em sementes dessa espécie (BB~
LIPPE e LITJENS, 1979 e 1980). Observou~se que 6-BA promo

veu a germinacao, embora ¢ seu efeito tenha sido muito me-

nor do que aquele observado para sementes mantidas em GA

3
e etrel. IKUMA e THIMANN (1963) testaram cinetina na ger-
minagﬁo de alface, mostrando gue essa substancia promoveu
muito fracamente a germinagao no escuro, ao contrario do
GAS que fol altamente promotor. Cinetina também se reve-
lou inefetiva na germinagao de ZErica junonia (SMALL e
GARNER, 1980}. RANDI e FELIPPE (1981) mostraram que 6-BA

nao promove a germinagao de aquénios de Stevia rebaudiana

mantidos no escuroc, mesmo apbs 11 dias de experimento. Por
cutro lado, VALIO, KIRSZENZAFT e ROCHA (1972) demonstraram
que 6-BA promove a germinacao de aquénios de Bidens pilo-
sa, emnbora menos efetivamente do gue a luz vermelha. Com
parando~-se 08 resultados obtidos com GR, € etrel na germina
gao de Cucumis anguria, observa-se gue, embora ambas as
substancias tenham causado porcentagens de germinagao simi-
lares ao final Hos expérimentos, o etrel claramente acele-

rou a @é%ﬁiﬁ&@gé de Cuduniis anguria em relagido ao GA .
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Portanto, dentre as substanclas de crescimentos testadas, o

etrel revelou-se mais efetivo na promocao da germinacao.

Comparando~se o efeito do etrel com a luz vermelha observa-
~se que as curvas de germinagao foram semelhantes em termos

de velocidade de promogao, embora a luz vermelha parega ser
ligeiramente mais efetiva do gque o etrel, Em sementes de

alface, fotobl&sticas positivas, a luz vermelha promoveu

mals rapldamente a germinacao do que o Ga, (LEWAK e KHAN,

1877}, enguanto que em sementes em dorméncia secundiria a
luz vermelha também foi o agente mais efetivo na quebra da
dorméncia, vindo a seguir o etileno (SPEER, HSIAOC e  VIDA-
VER, 1974%., Em aguénios de Steﬁia rebaudiana a luz ver-
melha também revelou-se muito mais efetiva que o GA4 na
guebra da dorméncia (RANDI e FELIPPE, 1981). Deve~se res-
saltar, entretanto, gue dentre todos os fatores testados na
germinagao de Cucumis anguria nenhum se revelou tao efeti

vo como © tratamento de escuro constante.

Levando-se em conta que o efeito relativamente
lento de 6-BA e GAy pudesse ser devido a algum tipo de
impermeabilidade da casca da semente a essas substancias,fo
ram feltos experimentos para se verificar se 6-BA e GA
realmente penetravam nas sementes durante as primeiras 24
horas de embebicao. Os resultados indicaram que tanto
6~BA como GA3 foram detectados nos extratos das sementes
embebidas durante 24 horas. Alguns trabalhos tem mostrado
a importéneia do envoltdrio da semente na expressac do efei
to de regulidefes de crescimento como o GRy; por exemplo,

e semientas de Avend fatua mostrou-se gue a casca era uma
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das principais barreiras a entrada de Gh, (HSIRO, 1879).

Sao também citados casos em que a escarificagao das semen-

tes fez com gue a resposta ao GA3 fosse aumentada (TAYLOR-

SON, 1976; TAYLORSON e HENDRICKS, 1976). TAYTLORSON

{1976), trabalhando com sementes de BHarbarea vulgarie,

observou que em sementes embebildas em solugao de GA, a cap-
tagao mixima dessa substincia foi completada dentro de 24

horas, embora a germinag@o tenha sido relativamente  baixa

(25%) apds 7 dias em escuro. Esse autor também mostra que
a mixima captagao de GA, ocorre depols que a captagao maxi-

ma de agua fol atingida, indicando gue a entrada de GA3

nao estd totalmente relacionada & de Agua. Embora naoc te-

nham sido feitas curvas para captacgao de Gh, e 6-BA em fun-

cao do tempo, ficou demonstrado que em sementes de

Cucumis
anguria o efeito do GA; e 6-BA na germinagdo, em  princi-
pio, nao pode ser relacionada & impermeabilidade de casca

ou & penetragao lenta das substfincias no interior das semen
tes. Nao fol feita neste trabalhc uma avaliacio da quanti
dade relativa das substé@ncias de crescimento que realmente
penetraram nas sementes, TAYLORSON (1976) mostrou que, em
Barbarea vulgarie, a captagao ﬁéxima de GA, pelas semen-

tes correspondeu a 2% da concentragao externa.

Para as sementes embebidas em etrel nao foi fei
to um teste egpecifico para se verificar se essa substancia
havia pengétrado nas sementes, uma vez que o proprio efeito
do etrel & uma indicacBo segura de que as sementes absorve-

ran éssa substincia: A6 gue tudo indica, a casca de semen

tes a6 Cucumi8 gngiria HA6 constitul uma barreira dristi-
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ca d penetracado de substincias de crescimento, j& que a prd
pria morfoleogla da semente contribui nesse sentido, apresen
tando a casca uma solugido de continuidade na regiao da mi-
crépila por onde as substincias poderiam penetrar sem obsta

culos. Entretanto essa € apenas uma hipdtese, Para  se

verificar o verdadeiro papel da micrdpila na penetracao de

substancias no interior das sementes, seria necessaria a

realizacao de novos experimentos em que a micropila fosse

cbstruida & entrada de substdncias, mas de modo que nao fos

se prejudicada a protrusio da radicula, Desse modo fica=-

ria definitivamente demonstrada a permeabilidade ou nac da
testa ao 6-BA ou ao GA3, Os experimentos agui realizados
simplesmente demonstraram que essas substincias de crescl-

mento penetraram com relativa rapidez no interior das semen

tes.

Muitos trabalhos tem mostrado a interacio entre

luz e substancias de crescimento, quando da sua

aplicagao
conjunta, na germinacao de virias sementes (LEFF, 1964 ;
SPEER et al., 1974; KEYS et al., 1975; RAO, SANKHLA e
KHAN, 1975; BEWLEY, 1980; O©OTA e KOJIMA, 1980). Neste

trabalho en gue foram testadas doses subpromotoras ou ligedi

ramente promotoras de luz vermelha, 6-BA, etrel e Ghy, nao

foi observada gualquer tipo de interacao entre esses trata-

nentos. SMALL e GARNER (1980), trabalhando com sementes

de Erica jJunonia, tamb&m nao observaram interacdo  entre

cinetina e GAB. GAB nao apresentou nenhum efeito quando

aplicado juntamente c¢om cinetina ou etrel na germinacac de

sementes de alface, enguanto que etrel mais cinetina reve-
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laram-ge efetivos em quebrar a dorméncia (RAO et al., 1975) .

Neste trabalho, etrel e luz vermelha apresentaram efeito

promotor na germinagac de Cucumis anguria, enbora nio te-

nha sido observada interacao entre eles, Esse efeito iso-

lado do etrel ou da luz vermelha manifestou-se também nos

outros tratamentos em que eles foram aplicados juntamente

com 6-BA e (ou) GA,. De qualquer maneira, devido ao fato

de terem sido utilizadas doses baixas de etrel e luz verme-
lha, o efeito desses tratamentos foi muito peguenc em rela-

¢ac ao controle de 3gua em escurc constante. Alguns des-

ses resultados parecem sugerir que luz vermelha, gibereli-

nas, citocininas e etileno devem atuar por caminhos diferen

tes na indugdo da germinagio de sementes de Cucumis angu-

ria. Em Xanthium pensylvanicum mostrou-se que o efei-
to do GA, na germinagao nac ocorre por intermédio da produ-
g¢ac de etileno. Por outro lado, observou-se um efeito po-

sitivo do 6-BA sobre a evolugao do etileno endfgeno nessas

sementes (ESASHI et al., 1975). Em  Cucumis anguria exis

te uma grande defasagem entre a porcentagem e a taxa de

germinagao de sementes embebidas em 6-BA e etrel, de modo

gque provavelmente o efeito de 6-benziladenina nao seja me-

diado pelo etileno. A nao interagaoc entre 6~BA e GA na

3
germinagac de Cucumis anguria parece indicar também que
as duas substé@ncias atuam por caminhos diferentes, confir-
mando resultados obtidos por BEWLEY (1980}, com senentes

de alface. Diversos trabalhos deverao ainda ser realiza-

dos para que se possa conhecer melhor o modo de acgao do GA3

em Cucumis anguria, todavia, da mesma maneira que foil

observado para 6-BA, essa agao provavelmente nao € por in-



94

termédio da sintese de etileno, uma vez que nao se verifi-

cou nenhum tipo de interacao entre essas substincias. Con

clusao semelhante foi levantada por BURDETT e VIDAVER (1971)
e DUNLAP e MORGAN (1977), em eyperimentos realizados com se

mentes de alface. Com relagao & interagdo entre luz verme

lha e GA;, as observagdes ainda ndo sao inteiramente conclu

sivas, Os resultados indicam que, em sementes de Cucumis

angurta, © efeito da luz vermelha nao deve ocorrer devido

ao aparecimento de giberelinas. Em outras palavras, o Fve

formado nao causaria inicialmente produgac de giberelinas.

Em sementes de alface, LEWAK e KHAW (1977) observaram gue a

aplicagao de um inibidor da sintese de giberelina (AMO~1618)

nao afetava a estimulacao da germinagao pela luz

vermelha,
BEWLEY, NEGBI e BLACK (1968) mostraram que a presenga de
Fve nao induzia a produgac de giberelina em sementes de

alface, pelo menos durante os primeiros 30 minutos de agao.

A relagac entre a luz e GA, ainda nac estd muito bem defini

da guanto & germinagao de sementes. Em Cucumis anguria,

o efeito do acido giberélico comparado com o efeito da 1luz
vermelha, ou o resultado de aplicacdao conjunta de ambos os
Lratanentos, parecem sugerir que o© GA3 nao induz o apareci
mento de Fve, sendo que a promocgac da germinacao por um ou
outro tratamento deva seguir vias diferentes,. FELIPPE e
LITIJENS (1979) mostraram gque em sementes de (ucumis angu-
riq © GA3 foi inefetivo em reverter o efeito inibitdrio do
vermelho extremo na germinagao. Da mesma maneira, em se-
mentes de alface, IKUMA e THIMANN (1963) determinaram que o
GA

3 pode substltuir a luz vermelha, embora seu efeito nao

seja revertido por vermelho extremo, TAYLORSON e HENDRICKS



(1976) , trabalhando com sementes fotoblasticas negativas

de Lamtum amplexicaule, sugeriram que deva ocorrer parti-

cipagao do Fve na expressio da agado do GA,, © que provavel-

mente nao & o caso de Cucumis anguria. Quanto & possivel

interagao entre luz e etileno, a {inica conclusio a que se

pode chegar € que ambos os tratamentos sio guase que igual-
mente efetlvos na promocao da germinacao de Cucumis angu-
ria. Nos experimentos em gue etrel e luz vermelha foram

aplicados conjuntamente nao foi observada nenhuma interacao
entre os dols tratamentos, enquanto que a pronogao da germl

nagao pela luz vermelha, que se verifica na presenca

ou
auséncia de etileno (e vice-versa), parece mostrar que nao
h& um relacionamento estreito entre esses dois fatores na
indugao da germinacao. Esses resultados de certa forma

concordam com alguns trabalhos feltos com sementes e plantu

las de alface, que sugerem que o efeito da luz vermelha nio
deve ocorrer por intermédic do aumento da sintese de etile-
no, sende que ambos os fatores devem agir independentemente
(BURDETT e VIDAVER, 1971; JONES, LOERCHER e FRENKEL, 1976) .
Resultados aqui apresentados parece levar a conclusao de
que a luz vermelha, ou em ocutras palavras a presenca de
Fve, ef{ou) o etileno estac envolvidos nas etapas iniciais
da indugao da germinagao de C(ucumis anguria.  SPIESS e
KROUK (1977), trabalhando com esporos de Polypodium aureum,
concluiram que os processos de germinagao sao desencadeados
pelo fitocromo, sendo entao ativados pelas substancias de
crescinento; o que resulta na protrusao do rizdide. Em
Cucumid anguria © fitocromo presente nas sementes, quando

estas sac ¢olocadas para embeber no escuro, deve desenca-
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dear toda uma seqiiéncia de processos metabdlicos que condu~

zirao & protrusao da radicula. O grande problema seria

descobrir gual o hormbnio que atuaria como principal efetua

dor ou que mediaria a acgao do fitocromo durante as etapas

iniciais da germinagac no escuro. Para se tentar ampliar

as conclusoes obtidas com os experimentos de germinacao fo-

ram feitos testes para se verificar a presenga de gibere~-

linas, citocininas e etileno em sementes de (Cucumis angu-

ria secas ou mantidas em condic¢Oes de luz branca e

escuro
durante a embebicaoc. Nao foram feitos testes especificos
para auxinas, uma vez qgque FELIPPE e LITJENS (1979) mostra-

ram gue estas substd3ncias nao promovem a germinacgao de (Cu-
cumte anguria em luz branca, podendo-se inferir portanto

que auxinas nao participam da indugac da germinacao.

Diversos trabalhos tém mostrado que a aplicagao
de tratamentos promotores da germinaqéo (por ex., periodos
de baixa temperatura) podem provocar um aumento no conteldo
de citecininas em sementes, as guais iriam induzir a germi-
nagao (WEBB e DUMBROFF, 1969; STADEN e WAREING, 1572;
GREGOROVA, 1977}). STADEN e WAREING (1972) observaram  em
sementes de Rumex obtusifolius que a aplicagao de um pe-
riodo de luz vermelha provocava um rapido aumento no conted
do de citocininas enddgenas. Verificaram também que este
aumento podia ser revertido se o tratamento com luz verme-
lha fosse seguido por irradlagao com vermelho extremo, indi
cando participacao do fitocromo no processo. Citocininas
també&m foram detectadas durante a germinagao de sementes de

café, estando sua presenga assoclada com a indugao da germi
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nagac dessas sementes (VALIO, 1976). Em plantulas de

Amaranthus caudatus -~ cujas sementes mostram fotoblastis-

mo negativoe - mantidas por 24 horas em luz branca e escu-

ro, observou-se uma malor atividade citocininica nas plan-

tulas mantidas em luz; em plantulas mantidas em escuro, a

atividade citocininica fol muito baixa (KOHLER, DORFLER e

GORING, 1980}, De acordo com os resultados agui obtidos,

nao fol mostrada atividade citocininica nos extratos das

sementes embebidas em luz e escuro. A auséncia desse hor-

monio nas sementes embebidas em escuro, tanto apds 24 ho-

ras, quando as sementes ainda nao haviam germinado, COomo

apSs 48 horas, quando jd se cbservava a protrusdo da radicu
la, parece gue as citocininas nao devem estar envolvidas na
inducao da germinacao. Ressalvas em relagao a metodologia
devem ser feltas. A primeira & que um inibidor poderia

estar mascarando o efeito das citocininas. Além disso, o

bioteste utilizado nac & dos mais sensiveis, sendo bem me-

nos sensivel que o do calo de tabaco, como foi mostrado em
FAZIO (no prelo). Quanto a interagao com outros horms-
nios, as pesguisas sobre esse assunto ainda nao sao definji-
tivas. MICHNIEWICZ e KAMIENSKA (1967), trabalhando com se
mentes de espécles diversas, nao detectaram giberelinas em
sementes tratadas com cinetina, exceto em C(Zchorium Ainty-
bus. Por .outre lado, ESASHI et al. (1975) mostraram que

benziladenina apresentou efeito positivo na evolugao de eti

leno enddgeno emn sementes de Xanthium pensylvanicum.

O papel das giberelinas na germinagao de semen-

tes tem gide muito estudado. GAB fol encontrado tanto em
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sementes maduras como imaturas, como por exemplo em semen-

tes de cevada {(MAYER e SHAIN, 1974). Giberelinas também
foram observadas em extratos de aquénios férteis de Stevia

rebaudiana, nac tendo sido detectadas em aquénios estdreis

(FANDI, 1980). A exposigéo dos resultados de diversos tra

balhos tem mostrado a relacao entre giberelinas e fitocromo

{STODDART, 1976). Por exemplo, observou-se que luz verme-

lha induz o apareclmento de giberelinas em folhas de planti
nhas estioladas de milho, sendo que o vermelho extremo re-

vertia parclalmente esse efeito, sugerindo ser o fitocromo

o receptor envolvido {(COOKE e SAUNDERS, 1975; COOKE,

SAUNDERS e KENDRICK, 1975). Os resultados indicam que gi-~

berelinas parecem naoc ocorrer em sementes de Cucumis angu-
ria nao embebidas. Apds a embebigio das sementes obser-
vou-se © aparecimento de atividade giberelinica principal-
mente nos extratos nao purificados de sementes embebidas em
luz branca e escuro. Os resultados obtidos foram insufi-
cientes para se poder relacionar a promogao da germinacao
no escuro com o aparecimento de giberelinas nas sementes.
bPortanto, a germinagéo de Cucumis anguria nac deve ocor-
rer devido a um aumento no contelido desse hormonio. Do
mesmo modo, VALIO (1976) observou uma relagao inversa entre
condigoes boas de germinag@o e contelido de giberelinas. Em
Cucumis anguria, a agao do fitocromo nao parece estar, pe-
1o menos em principio, relacionada ac caminho de agao de

giberelinas, confirmando conclusces de BEWLEY et al. (1968)

e LEWAX e KHAN (1977).

Os resultados dos experimentos com nitrato de
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prata mostraram que essa substancia inibiu a germinacdo de

Cueumis anguria, Essa inibicac nao foi devida a algum

efeito téxico do AgNGB sobre as sementes, mas provavelmente

devido & inibigac da agao do etileno enddgeno (BEYER Jr,

1876). Em alguns trabalhos tem sido apresentado que o

efeito do nitrato de prata ird depender também da  concen-

tragac do etileno endbgeno, isto &, concentracoes altas de

etileno reverterao em graus diferentes a inibicaoc pelo ion

+ . . e .
Ag , sugerindo competigac ou interagao entre etileno e

AgNO3 (BEYER Jyr, 1979; LIEBERMAN, 1979). Enquanto emn
plantulas de exvilha,que sac sensiveis a concentragdes mui-
to baixas de etileno, AgNO, a 100 ppnm provocou a maxima
inibicao (LIEBERMAN, 1979), em sementes de Cucumis anguria
a concentragao mais efetiva do AgN03 testada fol a de 500
ppm. Portanto, a quantidade de etileno produzida pelas
sementes pode contrabalangar o efeito do nitratoc de  prata
em concentracoes de até cerca de 100 ppm; solugoes mais
concentradas de AgNO, 3a sao suficientes para iniciar a ini
bicao da agao do etileno endSgeno, inibindo assim a germina
cao de maxixe. Em Cucumis anguria, a malor inibicaoc da
germinagao ocorreu quando o AqNOB esteve presente entre 36

e 48 horas apds o inicio do experimento. Nessas sementes

tem-se observado gue esse € um perfodo em que geralmente se

inicia a protrusac das radiculas, isto &, a fase visivel
da germinacio. Considerando-se o efeito do AgNO, no meta-
bolismo do etileno (BEYER Jx, 1976, 1979) pode-se suUpor
que ¢ etileno esteja envolvido na germinagao de Cucumts

anguria € ¢ue sua agao seja critica no periodo  imediata-

mente anterier ao infcio da protrusao da radicula. A pre-
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senga do AgNO, dentro das primeiras 36 horas de  embebicio

inibiria apenas parte do metabolismo e (ou) agao do etileno,

de modo que a semente recuperaria parte de sua capacidade

de germinagao até@ o final do experimento (apds 72 horas) .

A aplicacgao do AgNO, apds 48 horas do inicio da  embebigdo

apresentou muito pouco efeito na germinacao, ja que apbs
esse perlodo o processo germinativo estava praticamente

concluido para a maioria das sementes tratadas.

Etileno € um agente regulador de crescimento

produzido por sementes em qerminagéo, embora ainda nao

se
saiba exatamente seu papel (MAYER e SHAIN, 1974). Diver-
sos trabalhos tém mostrado a ocorréncia de liberacao de
etileno durante a germinag@o de sementes de diversas espé-

cles (ESASHI e LEOPOLD, 1969; KEYS et al., 1975; ADKINS e

ROSS, 1981), Em Cucumis anguria fol mostrada a presenca

de etileno apds 24 e 48 horas do inicio da embebicho. Nas
condigoes utilizadas para as leituras de evolugao do etile-

no enddgeno, os resultados sugeren gque deva oCorrer uma

maior produgac de etileno dentro do periodo situado entre

24 @ 48 horas de embebigao, que & o perfodo dentro do qual

geralmente se verifica a protrusao das radiculas na maio-

ria das sementes, ADKINS e ROSS (1981), trabalhando com

sementes de Avena fatua, observaram que durante a germi-
nagao de sementes nac dormentes ocorre um pico de liberagio

de etileno antes da protrusao da radicula. Esses autores

observaram também gue ocorria um pico maior de liberacao de
etileno durante as primelras horas de embebigac. Em Cucu

mig anguria nao se observou a presenca de etileno nos frag

UNICAMBP
RIPHICTECL CENTRAL

el
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cos apds 6 e 12 horas de embebicao, indicando que durante

esse periodo a produgao de etileno deve ser baixa, sendo

que o aumento de produgao deve iniciar-se por volta de 24

horas de embebicao e atingir um m3ximo longo antes do ini-
cio da germinacao visivel. Em pepino observou-se que a

produgao mixima de etileno ocorreu em plantulas com 48 ho-
ras de idade, mantidas em luz branca ou escuro (SALTVEILT
Jr. e PHARR, 1980),. DUNLAP e MORGAN (1977) observaram tam
bém que em sementes de alface a predugac de etileno foi bai

xa durante as primeiras horas de embebigao, aumentando si-

multaneamente com os primeiros sinais visiveis de germina-~

cao. Segundo esses autores, a produgao de etileno esteve

correlacionada com a presenca de sementes germinadas no in-

terlor dos frascos, Em Cucumis anguria também houve uma

certa relagaoc entre a presenga de etileno e o nlmero de se-

mentes germinadas nos frascos. Essa correlacao foi visi-

vel nos frascos mantidos em luz branca, onde as porcenta~
gens de germinagac foram incomumente altas, Duas hipdte-
ses principais foram levantadas para se tentar explicar

esse fato. A primeira hipdtese foi de que o componente

vermelho extremo da luz branca estivesse sendo absorvido ou

desviado pelas paredes dos frascos, de modo que houvesse

uma predominéncia do comprimento de onda vermelho incidindo

sobre as sementes. Frascos contendo sementes de Cucumis

angurta foram colocados sob luz vermelho extremo, tendo-se

observado nesses frascos uma grande inibigao da germinacao.

Esse teste mostrou, dessa maneira, que a primeira hipdtese

nao devia estar ocorrendo. A segunda hipdtese considerou

gue haveria um acimulo gradativo de etileno no interior dos
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frascos, o qual seria proveniente de algumas senentes que,

dado o polimorfismo germinativo na populacao de senentes,

tem a capacidade de germinar em luz branca. Esse etilenc

seria responsével, em maior ou nmenor grau, pela germinacao

das sementes em luz branca. KEYS et al. (1975), por exem~

plo, verificaram que em frascos vedados onde foram germina-

das sementes de alface havia um actimulo de 3,5 pl/1 de eti-

leno apds 5 dias. Levando-se em conta a segunda hipdtese,

o caso da germinagac de  Cucumis anguria, deve-se consi-

derar que, como foi mencionado, uma determinada quantidade

de etileno esteja sendo produzida por sementes mantidas emn

luz branca. A quantidade de etileno produzida por essasg

sementes deve ser relativamente baixa durante as primeiras

horas, insuficiente para causar germinagao (no casc de nio
estar havendo aclmulo de etlleno na atmosfera circunvizi-

nha). A diferenga entre as sementes mantidas em diferen-

tes tratamentos luminosos ocorre provavelmente no periodo

que antecede a protrusio da radicula, guando deve ocorrer

um grande aumento na produgac de etileno nas sementes manti

das em escuro. Egse aumento nao ocorreria em sementeg

embebidas em luz branca, o que explicaria a menor porcenta-

gem de germinacao de Cucumis anguria nesse tratamento. De

qualquer maneira, parece que em maxixe a luz apresenta uin

efelto inibitdrio na produgao de etileno, um efeito ja docu

mentado em vArios sistemas bioldgicos (OLATOYE o HALL,1972)

Em sementes de Spergule avvensis observou-se também que

a luz branca ifiibe a produgas de etileno, e que a germina-

@éa & b&i mernsr em liz dé gle em escurc (OLATOYE e HALL,

1972y Cago essa Hipbtese seja considerada no caso de
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Cucumis angurta, e considerando-se que o metabolismo e {ou)

a agao do etlleno esteja ligado ac estado do fitocromo

nas
sementes, o comprimento de onda relacionado com a inibigao
seria o vermelho extremo, A luz vermelha provavelmente
nao causaria inibigao do etileno, como no caso do gancho

plumular (FELIPPE, 1979), ja que o vermelho promove a germi
nagao de C(Cucumis angurig (NORONHA et al., 1978). Ainda
assim deve-se ter cautela em se afirmar que o etilenc & )
efetuador do fitocromo em sementes de Cucumis anguria. Os
trabalhos realizados nessa &rea ainda nao sao definitivos.

DRENNAN et al, (1978) postularam que em sementes de Ambro-

stq artemigifolia o etileno aparentemente inicia os proces
soe metabdlicos que conduzirio & quebra da dorméncia. DUN
LAP e MORGAN (1977), por outro lado, acreditam que ¢ aumen-—
to da produgao de etileno, verificado durante a germinagao
de alface, apenas reflita processos de crescimento relati-
vos a4 germinacao, e nao seja responsdvel pelo inicio da gerx
rminagao. Alguns trabalhos um pouco mais recentes, como o
do HALL (1979), sugerem gue a liberagao do etileno pela se-
mente nao esteja relacionada 3 produgac de etileno "de no-
vo", mas sim & liberacac de etileno produzido endogenamente
e gue fol armazenado nos tecides da semente, Dessa manei-
ra, a emanagao de etileno nao estaria relacionada & sintese
desse gis, assim como a concentracao no espaco aéreo nao
reflitiria a concentracao celular. Essa hipdtese de  que
as sementes apresentem uma guantidade de etileno armazenada

e gque & liberada quando o tecido sofre hidratagao nao expli

ca satisfatoriamente o fato das sementes de Cucumis angu-

ria apresentarem maior liberacao de etileno em escuro  do
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queé em luz branca. Dessa maneira fica excluida a possibi-

lidade de que a luz branca estaria inibindo a agao do etile
no enddgeno, uma vez que nesse caso a gquantidade de etileno

liberado deveria ser aproximadamente igual em ambos os tra-

tamentos. De qualquer maneira, duas hipdteses principais

podem ser levantadas para o papel do etlleno na germinagao

de Cucumis anguria: a) a luz branca estaria inibindo a

produgéo de etileno: b} a maior liberacao de etileno em

escuro seria apenas reflexo de uma maior atividade metab-

lica desencadeada nessas condicdes.
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RESUMO

Sementes de Cucumis anguria $ac  fotoblasticas

negativas a temperatura de 25°C. 0 fotoblastismo nzo esta

relacionado a maior ou menor embebicdo das sementes em luz

branca e escuro, ou a diferencas quanto i taxa de respira

gao de ambos os tratamentos.

A germinagao & promovida pela luz vermelha, embo-
ra a taxa seja menor do que o controle de escuro constante.
A resposta das sementes a diferentes periodos de escuro
independe do periodo de embebiczo pré&via em luz branca. Por
cutro lade, a luz vermelha & mais efetiva quando aplicada

num periodo entre ¢ e 24 horas de embebicao prévia enm luz

branca,

0 perfodo minimo de escuro capaz de causar germi=~
nagao situa-se entre 12 e 24 horas, enguanto que o periodo

minimo de vermelho encontra-se entre 6§ e 12 horas.
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6-BA, GA, e etrel promovem a germinacio em luz
branca, sendo que o etrel foi a substincia mais efetiva na

Promocac. 6-BA foil a substdncia que menor efeito  causou

na germinagao.

O efeito relativamente lento de 6-BA ou GA, nao
estd relacionado a algum mecanismo de impermeabilidade da
casca a essas substéncias, ja que elas penetraram nas semen

tes durante as primeiras 24 horas de embebiczo.

Nao hé interagdo entre doses subpromotoras de
luz vermelha, Gaq, 6-BA e etxel na germinacgdo de sementes
de (Cucumis anguria; quando ha PrOmMOGAc, mNesmo pequena,

esta & causada por efeito isolade ou do etrel ou da luz ver

melha.

Nao foi mostrada a presenga de citocininas duran-—
te a germinagao das sementes apds 24 e 48 horas do  inicio
da embebiczo.

Fol mostrada a presenga de giberelinas em extra-
tos de sementes embebidas em luz branca e escuro apds 24,
48 e 72 horas de embebigzo. Houve diferencas estatisticas
entre os dois métodos de extracido utilizados (extratos puri
ficados e nao purificados). Egses resultados mostraram
que a germinagao de Cucumis anguria ndc pode também ser
explicada em fungég do aumento do conteldo de giberelinas

nas sementes embebidas em escuro,

A germinagao de C(ucumis anguria & inibida pelo

nitrato de prate, em concentragdes acima de 100 ppm. A
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inibigao ndo € devida a algum efeito tdxico do ion Ag', mas

provavelmente devido a inibicdo da agao do etileno enddge~

no.

G nitrato de prata agiu mais efetivamente guando
aplicado por volta de 24 horas apds o inicio da embebicao
das sementes, Esses resultados sugerem que a agac do eti-

leno seja mais efetiva apds um intervalo de aproximadamente

24 horas de embebigio.

Foi mostrada a presenga de etileno em frascos ve-

dados contendo sementes embebidas de Cucumis anguria. A

liberacao de etileno enddgeno esteve correlacionada com a
taxa de germinacao. Sementes enbebidas em escuro apresen-
taram maior porcentagem de germinacac e maior liberagac de

etilenc do que sementes embebidas em luz branca, O etile~

no s6 pode ser detectado a partir de 24 horas de embebicao.

Estes resultados sugerem que o etilenoc pode estar

envolvido na indugdo da germinaciio de Cucumis anguria,
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SUMMARY

Seeds of Cucumis anguria exhibit a positive
photcblastic reaction at 25°C, This photoblastism is not
related to the greater or smaller imbibition rate of the
seeds under white light and dark, or to the different

respiration rate in both the treatments.

The germination is promoted by red light, although
the germination rate was smaller than the dark control. The
seed response to different dark periods is not affected by
& preceeding exposure to white light, On the other hand,
red light was more effetive when applied after a period

between 6 and 24 hours of prior imbibition wunder white

light.

The shortest dark period capable of initiating
germination is between 12 and 24 hours, while the shortest

red period is between 6 and 12 hours.
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6~BA, GA. and ethrel promote germination under white
light. Ethrel was the most effective substance to overcome

the light inhibition while 6-BA was the least effective.

The slow relative effect of 6-BA or GAB is not
related to any restriction imposed by seed coat on the

uptake of these substances.

No interactions could be found between subthreshold

amounts of red light, GABF 6~BA and ethrel; when there was

promotion, even if small, this was caused by the isolated

effect of both ethrel or red light.

It was not possible to detect cytokinin in the

extracts of seeds imbibed for 24 and 48 hours.

Gibberellin was detected in the extracts of the
seeds imbibed under white light and dark after 24, 48 and
72 hours of imbibiton. There were statistical differences
between the two methods employed (purified and non-purified
extracts), This result showed that the germination of
Cucumis anguria cannot be explained by the increase of the

gibberellin content in the dark imbibed seeds.

The germination of Cucumis anguria seeds is
inhibited by silvexr nitrate, at amounts above 100 ppm. This
effects i1s not due to any toxic action of the Ag+ ion, but

problably due to the inhibition of the action of endogenous

ethylene,

Silver nitrate was more effective when it was

applied around 24 hours after the start of seed imbibition.
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This result suggests that the ethylene acticn is more

effective after an interval of approximately 24 hours of

imbibition,

Ethylene could be detected in a sealed flask
containing imbibed Cucwmis anguria seeds. The ethylene
liberation was related togthe germination rate, Dark
imbibed seeds presented a higher germination rate and

ethylene liberation than seeds imbibed under white light.

Ethylene could be detected only after 24 hours of imbibition.

These results suggest that ethvlene could be related

to the induction of germination of Cucumis anguria seeds.
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