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I - INTRODUCAO

A semente e uma estrutura altamente organizada que contem u@
embriao quiescente, um complexo de matérias primas imprescindiveis nara
a organizag¢do celular bem como todas as informacdes necessarias para a
germinacao, crescimento, morfogénese e propagacao da espécie. Alam disso
essas informagoes estao perfeitamente programadas para produzir um pa -
drao de desenvolvimento especifico nas condicdes ambientais para as
quais a especie esta adaptada pelo processo de evolucio (BERLYN, 1972).

As sementes secas sao bastante resistentes a condicoes ambien -
tais extremas, podendo reter sua capacidade para germinar, ou viabilida-
de, por consideraveis periodos de tempo, que dependem das condicdes  de
armazenamento e do tipo de semente e que s3io determinados geneticamente e
por fatores do meio ambiente. Em geral, a viabilidade & mantida melhor
sob baixas temperaturas e altas concentracdes de COp, condi¢oes £ss5as
que reduzem a atividade metabolica das sementes (MAYER e POLJAKOFF -
MAYBER, 1975).

As sementes nao apresentam germinacao normal ate que tenham
transposto um periodo consideravel de crescimento e desenvolivimento, acu
mulando reservas e tornando-se secas. Elas estdo entdo quiescentes, po -
dendo ser armazenadas por meses oOu anos sem danos, mas uma vez supridas
com agua hidratam-se novamente e iniciam nova fase de atividade, que re-
suita na protrusac da radicula e depois da plimula 3 custa de materiais
de reserva. Portanto, a semente seca caracteriza-se como o ponto decisi-
veo na vida da semente entre a fase de desenvolvimentoea fase de germina-
cao {SIMON, 1884},

Quando uma semente viavel e umedecida, a dgua & absorvida e
tem inicio a respiracdo, a sintese proteica e outras atividades metaboli
cas, ocorrendo apos um certo periodo a germinacao, geralmente atraves

da protrusao da radicuia, desde que haja oxigenio suficiente para permi-
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tir alguma respiragao aerobica e também uma temperatura adequada para que
os varios processos ocorram @ uma velccidade desejada. As fases gue condu
zem ate a germinacdo visivel sao: embebicdo (rapida absorcio de agua), fa
se de descanso (ocorre a maioria dos eventos metabdlicos preparatdrios de
germinacao) e germinacao (BEWLEY e BLACK, 1978).

A germinacac da semente de uma planta superior compreende um
numero consecutivo de passos que faz com que uma semente quiescente, com
baixo teor de umidade, apresente um aumento em sua atividade metabdlica e
inicie a formacao de uma plantula a partir do embrido. 0 momento exato en
gue acaba a germinacao e comeca 0 crescimento & extremamente dificil de
definir, pois a germinacao & identificada pela protrusidoc de alguma parte
do embriao pelo tegumento da semente, o0 qgue em si ja & um resultado de
crescimento (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER, 1975).

Morfologicamente, germinacao € a transformacao de um embrisc em
uma plantula; fisiologicamente, € a retomada do metabolismo e crescimento
suspenso anteriormente e o inicio de transcricao do genoma; bioquimicamen
te, e a diferenciacdo sequencial de caminhos oxidativos e sintéticos. Por
tanto, germinacaoc e o direcionamento do eixo embrionaric para um estado
suspenso temporariamente durante a quiescencia ou dorméncia e a iniciacdo
de novos programas geneticos. A embebicdo de dgua e certamente essencial,
pois algumas das primeiras atividades bioquimicas durante a hidratacao
devem envolver atividade hidrolTtica (JANN e AMEN, 1977).

A grande maioria das especies apresenta sementes conm comporta -
mento ortodoxo, isto e, o seu periodo de viabilidade & aumentaco pelo
decrescimo da temperatura, do teor de umidade e de pressao de oxigenio
entretanto, pouco se sabe sobre o0s efeitos guantitatives dos fatores am -
bientais na viabilidade de um grupo menor de espécies, chamadas recalci -
trantes, em que as sementes nao podem ter o seu teor de umidade reduzido
abaixo de um valor relativamente alto sem dano as mesmas (ROBERTS, 1973).

O armazenamento de sementes abrange um periodo que vai desde a

sua maturacao na planta ate o seuy ptantio, durante o qual ocorre a dete -
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rioracao, de acordo com as espécies e condicoes ambientais. 0 ponto mais
aceito como de maturidade da semente & quando atinge o maximo peso seco,
chamado ponto de maturidade fisiologica, quando apresenta alto tepr de
umidade e maximo vigor; a partir dai comecam a envelhecer o perder a
qualidade. A velocidade de envelhecimento das sementes & afetada direta.
mente pela umidade relativa do ar ( ligada ao teor de umidade das semen-
tes) e pela temperatura, que afeta as taxas de processos bioguimicos
(HARRINGTON, 1972).

A qualidade inicial das sementes a serem armazenadas & de funda
mental importancia, visto gue o armazenamento nio melhora a qualidade das
mesmas. Alem disso, a deterioracdo & um processo irreversivel, que nao
pode ser evitadoc mas pode ser controlado. Quando ocorre a deterioracio R
a perda de germinacao e apenas uma consequencia mensuravel, ocorrendo
Juntamente com outras mudancas prejudiciais. A vida media de sementes
varia com as diferentes familias, géneros e especies (DELOUCHE, 1968),

Ha uma regra geral de que o decrescimo de 1% no teor de umidade
dobra o periodo de viabilidade de um Jote de sementes; entretanto, semen -
tes sob'armazenamente seco prolongado apresentam uma alta taxa de muts -
¢ao e perdem rapidamente sua viabilidade com o aumento do teor de umida-
de, talvez devido ao acimulo de mutacoes deleterias. Por outro lado, sa
be-se gue sementes podem permanecer no solo em condi¢oes que evitam a
germinacao e, posteriormente, produzirem plantulas vigorosas, devido aos
sistemas de manutencao e reparos genéticos que sao capazes de operar nes
sas condi¢oes (VILLIERS e EDGCUMBE, 1975).

A viabilidade de sementes pode ser determinada rapidamente atra
ves do teste bioquimico de tetrazolio, usando-se uma solucao salina inco
lor de cloreto de 2,3,5 trifeni] tetrazolium que, reagindc com atomos de
hidrogenio liberados por enzimas desidrogenases envolvidas nos nrocessos
de respiracao de tecidos vivos, resulta na formacao de um pigmento verme
tho lTiposoliuvel wmas insollvel em agua, chamado formazan. As diferencas

de cor obtidas enftre tecidos de embriges normal, fraco e morto, juntamen
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te com outros parametros, permitem uma ripida estimativa do potencial de
germinacao e da sanidade do embrido da semente (DELOUCHE et al, 1962 ;
MOORE, 1973).

A habilidade de sementes reterem a viabilidade por prolongados
periodos sem germinar, isto ©,a dorméncia, & uma das mais importantes pro
priedades adaptativas das plantas, permitindo-as sobreviver durante con-
dicoes sazonais adversas. Ela pode se manifestar pela auséncia de condi-
coes favoraveis para germinar (por exemplo: baixo teor de umidade) ou
entao devido as propriedades intrinsecas da semente. No curso da evolu -
¢ao, diversos padroes de dorméncia tem surgido, os quais sdo caracteris-
ticos de certos grupos taxondomicos de especies e que correspondem as
condicoes climaticas de seu habitat {(NIKOLAEVA, 1977).

As causas da dormencia s3o muitas e variadas, tais como: imper-
meabilidade do tegumento d adgua e gases, imaturidade do embriao, requisi
tos especiais de luz e temperatura, presenca de inibidores endogenos e
restricao mecanica ao crescimento e desenvolvimento do embrido ou 3 pro-
trusao da radicula. 0 grau de dormencia varia mesmo dentro de um determi-
nado lote de sementes. As sementes dormentes embebadas nao germinam devi
do a um bloqueio metabolico, mas aparentemente mantem uma reciclagem re-
gular de muitos constituintes celulares e podem reparar continuamente
qualquer dano citologico que ocorra {(TRAN e CAVANACH, 1984),

As estruturas que impOem e mantém a dorméncia variam entre  as
especies, mas incluem glumas, Temas e paleas (para gramineas) ben como
pericarpo, testa, perisperma e endosperma. A completa remocio do tegumen
to nem sempre e necessaria, pois em muitos casos vérias operacoes fisi -
cas e gquimicas no mesmo, como por exemplo abrasao, perfuracio e exposi -

¢ao ao HpS04 concentrado, permitem a germinacao do embrido {BEWLEY e
BLACK, 1882},

0s hormomios sao considerados como 0s agentes primarios de ger-
minacao, sendo as giberelinas, dcido abscisico, citocininas, auxinas e
etileno freguentemente associados 3 fisiologia de sementes . 0
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mecanismo gera! de acao hormonal como agente de mudanca de um estado fi-
siologico para outroc & por transcricio diferencial {giberelinas), por
ativacao da traducao (citocininas) ou por alteracio na permeabilidade
das membramas celulares (auxinas). H3 indicacdes que os niveis hormonais
endogenos sao aiustados durante a germinacac, em vez de ocorrer um balan
¢o fisiologicamente significativo antes da embebi¢ao. Os eventos hormo -
nais sao: translocacao de etileno blogqueado por auxina, dissipacado de
etileno, translocacao de auxina e formacio de giberelina, elongacao celu
lar e hidrolise de polimeros, producio de citocininas e divisio celular
(JANN e AMEN, 1977).

A dormencia ou a germinabilidade de uma semente parece ser conQ
trolada pela natureza de mudancas pre e pos-colheita, que sao dependen -
tes do genotipo da semente e sua sensibilidade a estimulos especificos
do meioc ambiente, Mudancasna semente em desénvalvimento e em tecidos na
planta mae tem sido atribuidas & possivel presenca de hormonios (KHAN

1980/81).

>

As giberelinas apiicadas exogenamente estimulam a gorminacao em.
sementes onde a dormencia ou a quiescéncia 6 imposta por muitos mecanis-
mos, tais como desenvolvimento incompleto do embrido, tequmentos mecani-
camente resistentes, presenca de inibidores de germinacaoc e falores Tiga
dos & capacidade fisioldgica do eixo embrionirio. As hipoteses sobre 0
modo de acao baseiam-se no seu papel definido na mobilizacidsc do endosper
ma de sementes de cevada; assim sendo, acredita-se que em todas as semen
tes cuja germinacac e estimulada por giberelinas, a primeira etapa desse
processo € a acdo enzimatica na decomposicdo do amido e outros substra -

tos (JONES e STODDART, 1977).

Em geral, a atividade de citocinina & alta em frutos o sementes
em desenvolvimente mas, assim que os tecidos amadurecem 0s niveis caem
tornando dificil a sua deteccio. A perda de atividade detectave’ pode
ser devido a conversao de béses e ribonuclecsideos ativos de citocini-

nas em ribonucleotideos biclogicamente inativos. Estudos sobre os niveis
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enddgenos e a aplicacac exdgena de citocininas levam 3 conclusao de  que
elas estdo envolvidas no controle de dormencia de gemas e sementes
(THOMAS, 1977).

Os inibidores endogenos podem exercer controie durante a embrio
genese e a maturacao da semente, particularmente na prevencio de germina
¢ao precoce. Podem tamhém ser responsaveis pelo inicic e manutencao da
dormencia, mas seus efeitos podem ser sobrepujados por promotcres endSQE
nos assim que a dormencia termina (BLACK, 1980/81). Observacdes de que o
acido abscisico (ABA) & um inibidor efetivo de crescimento e gue ocorre
em sementes levam a concluir que tem um papel especifico na germinacio R
particularmente nas sementes que passam por um periodo de dorméncia. Vi-
rios experimentos t&m mostrado que os niveis de ABA caem apos tratamen - -
tos para quebra de dorméncia e tambem que aplicacdes exdgenas do mesmo -
inibem a germinacdo de sementes (WALTON, 1977).

Para a maxima eficigncia no estabelecimento e desenvolvimento de
uma cultura de interesse economico & essencial que suas sementes germi -
nem de uma maneira rapida e sincronizada, o que minimiza os efeitos de
fatores adversos nos primeiros estagios da embebicio e permite uma compe
ticao mais favoravel com as sementes silvestres. Entretanto, muitas espe-
cies vegetais apresentam baixa porcentagem de germinacao e grande varia-
bilidade no tempo decorrido entre a semeadura e a emergencia das plantu-
las.

Em termos de sementes de grande cultura seria desejavel que a
maioria dos processos que se desenvolvem ate o inicio docrescimento, mar
cado pela protrusao da radicula, ocorressem antes do seu plantio, reduzin
do assim o tempo decorrido entre a semeadura e a germinacio visivel. Den
tre os varios metodes usados para precondicionar as sementes visando me-
lThorar o seu estabelecimento destacam-se ciclos alternados de embebican

e secagem, pre-germinacao das sementes e hidratacao controlada por meio

de uma solugdo osmotica, tais como 0s polimeros de polietileno glicol -~

PEG (osmocondicionamento).
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Os primeiros resultados sobre aceleracio de germinagao de semen
tes datam de 1959; em 1963 foram obtidos os primeiros sucesscs com o uso
de polietileno glicol (PEG), confirmados pesteriormente em 1971, a defi-
nicao de uma metodoclogia geral de utilizacio de PEG provem de 1972, um
tratamentc sob temperatura de 159C com 288g de PEG~-6000 (-11,0 bars) du-
rante 14 dias tem sido usado para muitas especies de sementes (HEYDECKER
1973/74).

Foi desenvolvida uma tecnica em que as sementes sao colocadas ,
em condicoes aerdbicas, por um perfodo determinado (geralmente 1 ou mais
semanas) e a uma temperatura especifica, em contactoc com uma solucao de
PEG-60G00 quimicamente inerte mas osmoticamente ativa, em uma concentra -
¢ao que e suficientemente baixa para permitir a embebicao quase completa tal
que 0s processos iniciais de germinacido ocorram, mas alta apenas o sufi-
ciente para evitar a emergéncia das radiculas. Durante esse periodo de
espera na barreira osmotica as sementes mais lentas para germinar tendem
a alcancar as mais rapidas; ap0s o tratamento as sementes podem entao
ser secas novamente e armazenadas; posteriormente, quando sao semeadas.
num meio apropriado, as suas radiculas emergem rapida e quase simultanea
mente, mesmo sob temperaturas baixas (HEYDECKER et al, 19757},

Os criterios para a escolha de uma substancia osmdtica incluenm
que esta nao deve ser tdxica nas condicdes de uso e deve evitar a germi-
nacao das sementes sob tratamento por um periodo suficientemente longo
para deixa-las aptas para a germinacdo subsequente. Os polietileno gli -
cois sao considerados mais inertes gque outros solutos; entretanto os Do -
limeros com peso molecular acima de 4.000 s3o tdo viscosos que interfe -~
rem com o fornecimento de oxigénio as sementes, que no caso de PEG-5000
e reduzido para 5% (HEYDECKER e COOLBEAR, 1977).

Potenciais osmoticos de solucdes aquosas de PEG-6000 foram rela
cionados curvilinearmente com a concentracac; em determinadas concentra-
coes 0s potenciais csmiticos aumentaram Tinearmente com 2 temperatura

[

Os efeitos de concentracio e temperatura nos potenciais osmoticos de so-
u
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lucoes de PEG diferem daqueles da maioria de sais e acihcares. Uma equa -
cao empirica permite o calculo do potencial osmotico de concentracdes
conhecidas de PEG em temperaturas de 15 a 350C (MICHEL e KAUFMANN
1973).

0 osmocondicionamento de sementes em solucio de PEG induz a
aumentos na germinacao e no vigor, talvez devido a mobilizacio de mate -
riais de reserva comoacucares, gorduras e proteinas pela ativacao ou STQ
tese "de novo" de enzimas-chave. 0 aumento na sintese de RNA, proteinas.e
enzimas em sementés tratadas pode ser devido a remocao de acido abscisi-
co e/ou producaoc de fatores promotores (KHAN et al, 1978).

Resultados altamente promissores foram obtidos apds osmocondi -
cionamento em polietilenc glicol de sementes de cebola (HEYDECKER et al,
1973), aveia (AKALEHIYWOT e BEWLEY, 1977), tomate {RUMPEL e SZUDYGA

b

1978), aipo (RENNICK e TIERNAN, 1978), soja, sorgo e milho (BODSWORTH e
BEWLEY, 1981) e gramineas forrageiras (ADEGBUYI et al, 1981). 0 osmocon-
dicionamento pode tambem ser usado para manter sementes em um estado nio
germinado mas embebido por periodos prolongados (KING e ROBERTS, 1882 ;.
ATHERTON e‘FAROGQUE, 1983).

Para o sucesso do osmocondicionamento varios fatores tem que
ser analisados, tais como o potencial osmotico, a temperatura & duracao
do tratamento bem como o efeipo de secagem nas vantagens obtidas. Segun-
do KHAN et al (1980/81), os requisitos gerais para osmocondicionamento de
sementes com PEG-6000 sdo:

a) o potencial osmdtico deve ser de -5 a -20 bars;

b) a temperatura deve ser de 10 a 200C;

¢) a duracao do tratamento pode variar de 4 a 35 dias;

d) as sementes devem ser protegidas do ataque de microorganismos e proti
feragcao de pattgenos;

e) deve haver amplo suprimento de oxigénioc.

0 methoramento vegetal em cereais tem-se direcionado para a

obtencao de cultivares com germinacdo rapida e uniforme, conduzindo a
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uma frutificacao sincronizada e facilitando as operacﬁes de colheita
visto que o rendimento economico geralmente situa-se na producao final
de sementes. Em gramineas forrageiras, entretanto, o rendimento economi-
co de cultura provem do crescimento vegetativo, sendo gue a producao de
sementes pode deprecia-lo; deste modo os melhoristas ten concentrado es-
forcos nas caracteristicas vegetativas, resultando que a germinacaoc per-
manece similar as espacies e racas nio cultivadas, sendo em geral Tenta
e abrangéndo consideravel periodo de tempo.

A especie Panicum maximum Jacg. €& uma apomitica facultativa, na

tiva da Africa tropical e sub-tropical e largamente usada como graminea
forrageira em climas quentes. [ uma espécie geneticamente variavel, cu -
jos cultivares incluem muitos tipo morfologicos diferentes, sendo que
as sementes frescas da maioria deles sao dificies de germinar em labora-~
torio. A baixa qualidade das sementes & devido 3 maturacio desuniforme ,

degrana rapida da semente madura e a presenca de dorméncia (HARTY et al,

1983).

A ocorrencia de dorméncia em sementes de Panicum maximum Jacq

ja e um fato comum na Titeratura cientifica e viarias tentativas tem sido
feitas para induzir a germinacio em sementes dormentes. Os meinores re -
sultados para a quebra da dorméncia dessas sementes foram obtidos com
utilizacao de armazenamento seco (HARTY e BUTLER, 19753 SMITH, 1979) ou
entac com a escarificacdo quimica com dcide sulflrico concentrado ( HANSSEN
e NICHOLS, 1965; SMITH, 1971). 0 teste de tetrazdlio tem cidg usado com
sucesso para testar a gualidade e predizer o potencial do germinacao des

o'}

sas sementes (JOHNSTON e TATTERFIELD, 1971 USBERTI e ORTOLANT, 18757},

A escolha do capim-colonido (Panicum maximum Jeca.) para gste
trabaltho deveu-se ao fatec de que, com o advento de mcde;né tecnologia
para a formacao de pastagens atraveés de sementes, ele tarnou-se a grami-
nea forrageira mais utilizada para este fim, devido principaimente a sua

rusticidade, boas caracteristicas zootécnicas e faci] onltencio de semen-

tes. A semente comercial de capim-colonido & uma espigusta, consistindo
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de um cariopse enclausurado por uma rigida lema e palea para formar o}
florete fertil, que por sua vez € envolto pela lema e palea do florete
esteril e as glumas.

0 longo periodo de tempo reqguerido e a grande desuniformidade na
germinacgao das sementes de capim-~coloniao tem acarretado muitas falhas
no estabelecimento da cultura, problema este que se torna antieconomico
e € agravado guando utiliza-se a semeadura aérea. A variabilidade na am-
plitude de germinacao, por outro lado, parece ser devida, em grande par-
te, a presenca de ecotipos diferéntes e a desuniformidade de maturacao
das sementes de um mesmo lote.

0 objetivo geral deste trabalho e o desenvolvimento de metodologia
adequada para acelerar e uniformizar a germinacao de sementes de capim -
coloniao, segundo a tecnica preconizada por HEYDECKER et al{1975). Ini -
cialmente serao determinadas as condi¢oes ideais para a germinacac, tes-
tando-se a influencia de luz e de temperatura. A seguir proceder-se-a a
embebicao das sementes em solucao osmotica de polietileno glicol 6000

3

em diferentes tempos e sob diferentes temperaturas; a partir dai as se

mentes serao secas artificialmente até o seu teor de umidade inicial e
posteriormente submetidas a teste normal de germinacao. Seric ainda veri
ficadas as relacoes hormonais endogenas em sementes dormentes e quiescen
tes, antes e apos osmocondicionamento. em PEG-6000, visando-se elucidar a

dormencia bem como os processos para acelerar e uniformizar a germina -

cao.
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Il - MATERIAL E METODOS

A - MATERIAL

Foram utilizadas "sementes" (botanicamente espiguetas) de ca -

pim-coloniao (Panicum maximum Jacq.) provenientes das regides de Araca
tuba e Sdo Jose do Rio Preto, no Estado de Sdao Paulo e colhidas nos
anos de 1979, 1980, 19871 e 1983. Na escolha das amostras de sementes
visou~se obter a maior variabilidade quanto & origem e porcentagens de
germinacac e de pureza fisica. Para os testes de inibicio osmotica de.
germinacac com 0 uso de polietileno-glicel 6000 Carbowax (PEG) bem co-
mo para a extragao de substancias endogenas foram usadas seis amostras
de sementes do ano de 1983, sendo que duas apresentavam alta dormen -
cia e as guatro outras baixa dormencia , detectada por escarificacio
quimica com acido sulfurico (HpS04) concentrado, que estio especifica-

das na pagina 19, Ttem 2.5.

B - METODOS:

1 - Germinacao

Para os estudos de germinacao foram tomadas, ao acaso, quatro
repeticoes de 100 sementes puras de cada amostra em teste, que foram
semeadas em caixas pilasticas para germinacao {(gerbox) tendo como subs-
trato duas folhas de papel de filtro 250g/m?, previamente umedecidas
em agua destilada cu solucao a 0,2% ce nitrato de potassio (KNO3) . .Efe-
tuaram - se contagens periodicas de germinacdo, considerando-se como
germinadas as sementes que originaram plantulas com sistema radicular
e plumula bem definidos. 0 reumedecimento dos substrates, guando neces

sario, foi feite exclusivamente com Zgua destilada.
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As amostras de sementes permaneceram, durante o periocdo de
teste, acondicionadas em sacos de papel e armazenadas em condicoes de
camara seca {(200C e 35% de umidade relativa do ar). Todas as amostras
de sementes foram inicialmente uniformizadas, reduzidas ate a obten -
cao de amostras de trabalho e a sequir conduzidas para a analise de
pureza, obtendo-se entao as sementes puras, de acordo com as prescri -
coes de Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 1976).

A viabilidade das sementes foi detectada pelo teste de tetra -
zolio (DELOUCHE et al, 1962), utilizando-se quatro repeticies de 50
sementes puras de cada amostra, que foram inicialmente pré - embebidas
em agua destilada durante 14 horas e a sequir cortadas Tongitudinaimen
te ao meio, colocando-se uma das metades em solucioc a 0,2% de <cloreto
de 2,3,5 trifenil tetrazolium, onde permaneceram por 6 horas; proce -
deu-se entao a leitura do teste, adotando-se como padrao de semente
viavel a presenca de cor vermelha em regioes vitais do embriao, devido
a formacao de formazan (USBERTI e ORTOLANT, 1975). 0s resultados de
viabilidade foram adotados como parametros da porcentagem maxima de
germinacao das amostras de sementes,

Para se determinar as condicoes ideais para obter a maxima por
centagem de germinacao de sementes de capim-coloniio foram analisados
0s efeitos de Tuz e escurc, de temperaturas constantes, de alternancia

de temperaturas, de escarificacdo manual e quimica com HoSOsconcentra-

do.e de tratamento com fungicida.

1.7 - Luz branca e escuro

Foram utilizadas dez amostras de sementes, ano 1979, que
foram colocadas para germinar sob luz branca a 259C-constante, sob
escuro a 250C-constante e sob alternéncia de temperaturas de 15-35¢C(
(16 e 8 horas diarias, respectivamente, com Juz branca a 350C), que

e o teste padrao de germinacdo prescrito pelas Regras para Analise de
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Sementes (BRASIL, 1976). As contagens parciais de germinacio foram efe
tuadas aos 3,5,8,11,14 e 17 dias e a final aos 28 dias. Ceterminou- se
tambem a viabilidade de cada amostra de sementes atraves do teste de
tetrazolio. A temperatura constante de 250C com luz branca ou B5CUro
foi obtida em camara climatica Forma Scientific enguanto que a alter -

nancia de temperaturas foi obtida em germinador automatico FANEM mode -

lo 348.
1.2 - Temperaturas constantes e alternadas
Neste experimento foram utilizadas dez amostras de se -
mentes, ano 1979, que foram colocadas para germinar em temperaturas

constantes (150C, 200C, 250C, 300C e 350C, sob luz branca) e em alter-
nancia de temperaturas (15-350C, Juz a 350C; 15-350C, luz continua
20-300C, Tuz continua; 15-350C, luz a 150C; 20-359C, Tuz continua f
25-350C, luz continua; 30-3590C, Tuz continua). Para tanto foram utili-
zados germinadores automaticos FANEM modelos 346 e 348, procedendo- se

a contagens intermediarias de germinacao aos 7 e 14 dias e uma finatl

aos 21 dias.

1.3 - Escarificacao quimica com H2S504 concentrado

MNeste éxperimento analisou-se o efeito da escarificacac com
acido sulflrico concentrado e temperatura de 250C e alternancia de
15-350C na eliminacao de uma possivel dormencia enm sementes de capim -
coloniao. Foram usadas vinte e uma amostras de sementes, sendo treze
do ano 1980 e oito de 1979, Apds a instalacio do teste padrao de ger -
minacao, foram retiradas aoc acaso, das sementes puras de cada amostra,
tres fracces de aproximadamente 1.200 sementes, que foram tratadas com
Hy504 concentrado durante 3 , 5 e 10 minutos » respectivamente

A seguir as sementes foram Tavadas eop agua corrente durante
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um minuto e deixadas imersas em agua destilada durante uma hora, sendo
posterjormente postas para secar sobre folhas de papel de filtro, ai
permanecendo por mais 2 horas. De cada uma das fracoes de sementes fo-
ram retiradas ao acaso oito repeticoes de 100 sementes, sendo que
guatro repeticoes foram colocadas para germinar scb 250C sob luz con -
tinua e as outras quatro sob alternincia de temperaturas de 15-350C
com lTuz a 350C.

Assim sendo, para cada uma das amostras de sementes fo -

ram testados 0s seguintes tratamentos:

- Semente intacta - germinag¢do a 15-350C (teste padrioc de germinacao);
- Semente escarificada com HpSO4 concentrade durante 3 minutos:
germinacao a 250(C;
germinacao a 15-350(C;
- Semente escarificada com H280s concentrado durante 5 minutos:
germinacao a 250C;
germinacao a 15-350C;
- Semente escarificada com HpSO0gq concentrado durante 10 minutos:

germinacao a 25¢C;

germinacao a 15-350C

1.4 - Tratamento com fungicida

Para se determinar o efeito de fungicida Kobutol {Pentaclorg
nitrobenzeno PCNB - 75% )} na velocidade e total de germinacac foram usa -
das nove amostras de sementes intactas, ano 1980, que, sem tratamento e
com a aplicacao do defensivo na dosagem de 2,5g do produto/kyg de semen-
tes foram colocadas para germinar sob 250C e alternincia de 15-350(
Foram utilizados germinadores automaticos FANEM modelo 348 e as conta -
gens de germinacao iniciaram-se aos dois dias e prosseguiram ate 2

obtencac do total de germinacao.
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1.5 - Escarificacoes manual e quimica com H2S04 concentrado

Neste experimento analisou-se o efeito de escarificacao

quimica com HpS04 concentrado durante 5 minutos e escarificacio manual
na velocidade e’totai de germinacao das sementes. Foram utilizadas qua-
tro amostras de sementes, ano 1980, que foram colocadas para germinar
sob alternancia de 15-350C, com luz a 350C, obtida em germinador auto -
matico FANEM modelo 348, efetuando-se contagens parciais de germinacao

aos 5,8,12 e 19 e a final aos 25 dias.

1.6 - Velocidade de germinacao

Para todos os testes de germinaciac efetuados determinou-
se paralelamente a velocidade de germinacdo, através do coeficiente de

velocidade de KOTOWSKI (1926) abaixo:

A Ro + i A
Coeficiente de velocidade = 100 [ 2

ATy + AoTo+ ouu.... AnTy

onde A = numero de sementes germinadas

—
It

tempo em dias correspondentes a A

Para representacao grafica a velocidade de germinacio fol
calculada em porcentagem sobre o total de germinacao obtido {valor maxi

mo ).

2 - Inibicao osmotica de germinacio

Foram instalados varios experimentos para se determinar as
melhores condicoes para a inibicdo osmotica de germinacio de sementes
de capim-coloniac. Para tanto as sementes foram embebidas, em gerbox com
duas folhas de papel de filtro, com solucao contendo 288g de PEG- 6000
por quilo de agua, em diferentes tempos e sob virias temperaturas.Estu-
dou-se tambem a embebicao dessas sementes em dgua destilada.

Para o calculo dos potenciais osmoticos da solucao de
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PEG-6000 nas temperaturas em teste adotou-se a formula de MICHEL e

KAUFMANN (1973), obtendo-se:

150C = =~ 11,0 bars
26oC = - 10,3 bars
250C = -~ 9.5 bars
2.1 ~ Embebicao das sementes em agua

Este experimento teve a finalidade de determinar a velo -
cidade e demais caracteristicas da embebicio de sementes de capim-colo -
niao em agua destilada e para tanto foram analisados perfodos de tempo
ate 48 horas, que €& o ponto proximo do qual comeg¢a a ocorrer a germina -
cao visivel (protrusao da radicula). Foram utilizadas vinte amostras de
sementes, ano 1980, determinando-se 0 seu teor de umidade, atraves dé
estufa seca a 1050C T 3 durante 24 horas, usando-se duas repeticoes dé
10g de sementes por amostra e calculando-se por diferenca de peso com bg
se no peso umido das sementes. De cada amostra retiraram-se 1nic€a1mente“
doze repeticoes de 1,0g de sementes puras intactas, que foram colocadaé

para embeber em agua durante 15', 30', 45', 1h, 4h, 7h, 12h, 14nh, 21h

>

24h e 48 horas, ap0s o que foram secas sobre papeis de filtro e pesadas

em balanca sensivel a 0,001q.

2.2 - Teste preliminar - Inibicao osmotica de germinacao en 5~

mentes intactas

Neste experimento buscou-se verificar a efetividade da

embebicao e inibicao osmotica de germinacdo de sementes de capim-colo -
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niao. Foram utilizadas duas amestras de sementes, anc 1980, testando- se
uma solucao osmotica de PEG-6000 (288g/kg de agua), quatro periodos de
tempo (7, 14, 21 e 28 dias) e duas temperaturas (15 & 200C). Inicialmen-
te determinaram-se ¢ total e a velocidade de germingcao das sementes :
entdo retiraram-se oito repeticoes de 2,0g de sementes puras intactas de
cada amostra, que foram colocadas para embeber na solucao osmotica sob
as.temperaturas e durahte os periodos de tempo citados. A sequir foram
retiradas da solucao, lavadas em agua corrente e postas a germinar, pro-

cedendo-se a varias contagens parciais de germinacido, sendo a final aos

16 dias.

2.3 - Embebicao das sementes em PEG-6000

Para se determinar o teor de umidade de equilibrido de
sementes de capim-coloniao embebidas em solucao osmotica de PEG-6000 R
sob tres temperaturas, para posterior comparacao com os resultados da
embebicac em agua, foram utilizadas dez amostras de sementes, anoc 1980 ,
com teor de umidade inicial conhecido. Retiraram-se a seguir trés repe -
ticoes de 1,0g de sementes puras intactas de cada amostra, que foram
colocadas em contacto, em gerbox com duas folhas de papel de filtro

3

com uma solucac osmotica de PEG-6000 (288g/kg de agua), transferidas
entao para germinadores automdticos FANEM modelo 348, sob  temperaturas
constantes de 150C, 200C e 250¢C. ApSs 48 horas, tempo a partir do gquai
comeca a ocorrer a germinacac visivel na embebicao em agua, as sementes
foram retiradas da solucao, lavadas em agua destilada, secas superficial

mente em papeis de filtro e pesadas em balanca sensivel a 0,001q.
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2.4 - Teste preliminar - Inibic3o osmbtica de erminacao em
g At

sementes 1intactas e escarificadas

Com base nos resultados dos experimentos anteriores, ana
lisou-se a seguir os efeitos de temperatura e de periodo de embebicao
em solucao osmotica na inibic3o de germinacao e revigoramento de semen
tes de capim~coloniao, intactas e escarificadas quimicamente. Foram
utilizadas seis amostras de sementes, sendo quatro do ano de 198] e
duas do ano de 1980, apresentando diferentes indices de dormencia de
tectados por pre-tratamento .com HpS50asconcentrado. Para cada amostra for
maram-se dois grupos de sementes: intaptas e escarificadas com Hy S04
concentrado durante 5 minutos. Durante a embebicic das sementes em
solucao osmotica (288g de PEG-6000 por kg de 3gua) foram testadas trés
temperaturas (15, 20 e 259C) e os perfodos de 7 e 14 dias. Para tanto
varias sub-amostras de 1,5g de sementes, intactas ou escarificadas s
foram colocadas em gerbox com duas fclhas de papeil de filtro, onde per
maneceram em contactce com 25m] de soclucdao osmotica sob as temperaturas
e durante os periodos de tempo em teste. A seguir as sementes foram re
tiradas dessa solucao, Tavadas em agua corrente por um minutc, coloca-
das durante 20 minutos em solucido de hipoclorito de sodio a 5%, lava -
das novamente em agua corrente por um minuto e postas a secar sobre
papeis de filtro; entao parte dessas sementes foi encaminhada para ar-
mazenamento durantoe 2 e 5 meses a 100C e o resto encaminhado para a
obtencao do total e velocidade de gerhénacéo. Assim sendo, desenvolveuy
-se para sementes intactas e para sementes escarificadas os se -

guintes tratamentos:

PEG - 1500 ~ 7 dias PEG - 1500 - 14 dias
PEG - 200C - 7 dias PEG -~ 200C - 14 dias
PEG - 250C -~ 7 dias PEG - 2500 - 14 dias

Durante a embebicao na soluc¢do osmotica verificou-se que

sob 1500 e 200C as sementes apresentaram baixa infestacac de fungos

»
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enquanto que a 259C a incidencia foi alta; notou-se tambem em todos os
tratamentos a quase inexistencia de sementes germinadas. As contagens
parciais de germinacao foram aos 3,4,5,6,7,10,14 e 17 dias e a final

aos 21 dias.

2.5 - Teste final - Inibicdo osmotica de germinacio em semen -

tes intactas e escarificadas

Neste ponto verificou-se que as amostras de sementes uti
lizadas em experimentocs anteriores apresentavam drastica reducaoc nes
indices de germinagdo, inviabilizando-as portanto para o teste. Deste.

modo houve necessidade de se encontrar novas amostras com caracteris

1

ticas de dormencia semelhantes as anteriormente usadas (anos 1980 e
1981). Isto foi conseguido com seis amostras de sementes do ano 1983
escolhidas por apresentarem diferentes niveis de dorméncia detecta -
dos por pre-tratamento com H2304 concentrado, como se pode observar no

quadro abaixo:

Germinacao %
Amostra Pureza Fisica % Normal Hp S04
1 23,9 7 42
2 62,7 18 25
3 51,6 16 28
4 57,7 | 14 22
5 70,2 9 18
6 58,2 4 43

Estas amostras de sementes foram utilizadas no teste Fi-
nal de inibicao osmotica de germinacaon, adotando-se para tanto todos

os parametros que conduziram aos melhores resultados em experimentosan

teriores (item 2.5), ou sejam:
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a)

b)

solucao osmotica: 288g de PEG-6000 por kg de Aqua;
o periodo de embebicdo de sementes intactas e escarificadas
na solucao osmotica foi de 7 dias, sob temperaturas de 250(
e 150C, respectivamente;
apos a embebicdo na solucido osmotica, as sementes foram la-
vadas em agua corrente durante um minuto, colocadas por 20
minutos em solucao de hipoclorito de sodio a 5%, lavadas no
vamente em agua corrente por um minuto e postas & secar SoO-
bre papeis de filtro; entdao parte dessas sementes foi enca-
minhada para determinacac de velocidade e total de gérmina-
cao e a outra parte armazenada a 100C durante dois meses
Obteve-se, portanto, os seguintes tratamentos:

PEG - 150C - 7 dias - para sementes escarificadas

PEG - ¢50C - 7 dias - para sementes intactas

As contagens parciais de germinacao foram efetuadas aos

3,4,5,6,7,10,714 e 17 dias e a final aos 21 dias.

3 - Extracao de substancias endogenas
Varios experimentos preliminares foram instalados para
orientar na definicao da metodologia a ser utilizada para a extracao

de substancias endogenas em sementes de capim-coloniio.

3.1 - Aplicacao de GA3 , 6-BA e ETREL nas sementes

0 efeito da aplicacao exdgena de substancias promoioras

de crescimento na velocidade ¢ total de germinacao foil analisado vi -

sando-se relacionar a presenca de substancias inibidoras de germinacao

com a possivel dorméncia nas sementes, comprovada por pre-tratamento

com Hz504 concentrado durante 5 minutos. Foram utilizadas duas amos -
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tras de sementes anos 1980 e 1981, com alta e meédia dormencia , res -
pectivamente; de cada amostra retiraram-se sete sub-amostras de 400 se -
mentes puras intactas cada, que foram colocadas para germinar em substra
tos embebidos em agua e em solucdes de GA4 10”3M, GA, 10'4M, 6-BA 10_4M,
6-BA ]O‘SM, Etrel 60 ppm e Etrel 6 ppm. As contagens parciais de germi -

nacao foram acs 3,5,7 e 14 dias e a final aos 20 dias.

3.2 - Aplicacao de acido abscisico nas sementes

Foi analisado o efeito de acido abscisico (ABA) na germi-
nacao de sementes intactas e escarificadas quimicamente com HpS0a4 concen
trade, visando-se determinar uma concentracdo especifica a partir da
gual comega a ocorrer a inibicao de germinaciao e ao mesmo tempo compie -
mentar o experimento anterior {(item 3.1). Foram utilizadas duas amostras
de sementes, anos 1980 e 1581, com Tndices de dormencia alto e baixo

¥

respectivamente. De cada amostra retiraram-se sementes puras de modo a

se estabelecer dois grupos: sementes intactas e sementes escarificadas

em sequencia formaram-se sub-amostras com 400 sementes de cada um desses
grupos, que foram colocadas para germinar em dgua e em solucdes de ABA
]a“sM, 1U“4M e 10 M. Efetuaram - se. contagens parciais de germinacac

aos 4,7,9 e 15 dias e final aos 20 dias.

3.3 - Esquema de extracao e fracionamento

Procedeu-se a extracdo e fracionamento para determinar
as relagoes entre o0s niveis endogenos de substancias reguladoras de cres
cimento em sementes de capim-colonido com diferentes niveis de dormén -
cia , bem como para verificar as possiveis alteractes dessas relacoes
apos a embebicao das sementes em solucio osmotica de PEG-600C. Para tan-
to adotou-se a metodologia de extracio apresentada na pagina seguinte

extraida da VALIO (1969) e modificada por GHERARDI (1974).
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METODO DE EXTRAGAO

Sementes maceradas com metanol 80%

Extrato colocado a 50C por 24 horas

Filtrar (Filtrado I)-reextracdo por 24 horas-50C

Filtrar {Filtrado II)

Extrat&gaquoso + Metanol (Filtrados I + II)
L &
Evaporacao para remover o metano]

Extratovaquoso

Acidif%%araipH 3,0 com HC1 concentrado

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

Fracéo'organica I Fragao aquosa I

L
Evaporacao Levar a pH 7,0 com

NatH(O01q s?]ido

Extraig 3 vezes com igual volume de

NaHCO3 5% Extrair 3 vezes com

igual volume de
F0%0rgani Fracd I
Fragao organica Il rracao aquosa n-butanol
¢ | v
Evaporar ate secar Acidificar a pH 3,0 com Fracio organica 1V
HC1 concentrado i
Fracﬁo'Neutra Fvaporar até secar

. @ .
Extrair 3 vezes com igual
volume de acetato de etila

r%racﬁo Basical

®
Fracao organica II!

v
tEvaporar ate secar

Fracao Acidal
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Iniciaimente procedeu-se a uma homogeneizacao das semen -
tes durante 3 minutes em aparelho ultrasom, com cerca de 50ml de metanol
80%, sendo o nivel deste completado a seguir ate 100ml. Os extratos fo -

ram colocados em refrigerador por 24 horas.

Apos este periodo as amostras foram filtradas a vacuo \
sendo os filtradoes (Filtrado 1) colocados em novos frascos e os residucs
colocados novamente em 100mi de metanol 80% para nova extracao. Todos
os frascos retornaram para geladeira por mais 24 horas.

Entado procedeu-se a nova filtragem 2 vacuo, e o0s filttra -
dos (Filtrado II) foram juntados aos Filtrado I e mantidos em congelador

a -100C ate o posterior fracionamento para a obtencdo de fracbes icidas,

basicas e neutras.

3.4 - Inibicao de germinacdo de sementes de alface por fracdes

acidas

Neste experimento tentou-se detectar, atraveés de germina-
cao de sementes de alface, a presenca de inibidores de germinacdc rela -
cionados com a possivel dormencia de sementes de capim-coloniao. Foram
utilizadas duas amostras de sementes, anos 1980 e 1981, com indices de

dormencia alto e baixo, respectivamente, detectados par HpSO0g4 concen -
trado. Para a extracao usou-se 5,0g de sementes puras intactas de cada
amostra, de acordo com o esquema citadoc em 3.3.

A seguir procedeu-se ao teste de inibicio de germinacao
de sementes de alface usando-se as fracoes acidas obtidas, ajustando- se
os volumes para 5Smil e retirando-se Iml, que foi cclocado em papel de
filtro dentro de placa de Petri, deixando-se secar por meia hora. Entao
esses papeis foram umedecidos com agqua destilada, colocando-se 100 Semen

tes de alface em cada um deles; como controle usou-se papel de filtro

embebido em agua destilada.

As sementes foram colocadas para germinar sob 250( Com
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luz branca, em camara. climatica Forma Scientific, procedendo-se 3 leitu-
ra inicial de germinacao apos 48 horas e final apos 120 horas, conside -

rando-se como criterio de germinacdo a protrusio da radicula.

3.5 -~ Extracao de sementes intactas e escarificadas

Foram extraidas seis amostras de sementes, ano 1983 (item
2.5), intactas e escarificadas quimicamente com Ho504 concentrade duran-
te 5 minutos, antes da embebicao em solucdo osmotica de PEG-6000 (Teste-
munha-Tratamento A}, imediatamente apos (Tratamento B) e 2 meses depois:
armazenamento a 100C (Tratamento C). De cada amostra retiraram-se semen-
tes puras de modo a se estabelecer dois grupos: sementes fntactas g se -~
mentes escarificadas; em sequencia obteve-se duas sub-amostras de cada
um destes grupos, sendo uma encaminhada para determinacio da velocidade
e total de germinacao e a outra para extracao e fracionamento. Deste mo-
do, os resultados obtidos para velocidade e total de germinacao puderam
ser comparados com as relacoes entre niveis endogenos de substincias de.
crescimento, pois provieram das mesmas sub-amostras de sementes. Para
calculo e interpretacio dos resultados as amostras foram divididas em
grupos de alta dormencia (Amostras 1 e 6) e baixa dermencia (Amostras

2,3,4 e 5).

3.6 - Cromatografia de camada delgada

As fracoes acidas, basicas e neutras foram cromatografa -
das sobre placas de vidro de 20 x 20cm, com uma camada de s3lica de
T,0mm de suspensao de silicagel G e aqua na proporcac de 1:2 (g de sili-
ca/ml de agua destilada), com ativacdo por uma hora a 1000C. 0s cromato-
gramas foram desenvolvidos num percurso de 15¢cm, realizado em cubas
cromatograficas previamente saturadas com o sistema solvente acetato de

etila: cloroformio: acido acetico na proporcao de 15:5:1 (v/v/v). Para
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o caso especifico de fracoes acidas para deteccio de ABA por fluorescen-

cia e espectroscopia, foi aplicada nas placas uma camada de silica de
1,0mm de suspensao de silicagel fluorescente e agua na mesna proporcac
acima.

3.7 ~ Bioctestes

Js cromatogramas das fracoes acidas, basicas e neutras a

serem biotestados foram divididos em 10 faixas transversais correspon

L

dentes a 10 faixas de Rf, entre o ponto de apliicacao e a frente (Rf 1.0)
as quais foram subdivididas, no sentido longitudinal, em tres partes
iguais, originando assim as repeticoes de cada Rf. De cada repeticdo foi
removida a sTtica e colocada ao acaso em cubetas de polietileno, adicio-
nando-se entao 2ml de agua destilada (ou de solucgdes padrac) e uma folha
de papel de Tiltro por cubeta. Come controle e para as solucdes padrao
uscu-se a mesma guantidade de silica proveniente de placas percorridas s6
pelo sistema solvente. Somente foram biotestadas as regides do cromato -
grama que em experimentos preliminares, demonstraram a ocorrencia de

substancias promotoras,

3.7.1 - Alongamento do hipocotilo de alface

Para deteccao de substancias com atividade ¢iberelini -
ca foi utilizado o bioteste de alongamento do hipocotilso d= alfane

= (S T T L

(FRANKLAND e WAREING, 1960). Substancias com atividade giberelinica pro
movem o alongamentc do hipocotilo de alface, enguanto substincias inibi

doras de crescimento inibem este alongamentc. Foram utilizada

S semenites
de aiface do cultivar "Grand Rapids", que foram colocadas para germinar
em placa de Petri a 259C por 24 horas, sob luz continua. #p0s este pe -
riodo as plantulas selecionadas por nomogeneidade de tamanho foram trans
feridas para cubetas de polietileno, em numero de quatro plantulas nev



cubeta, onde foram postas em contacto com um terco de cada faiuxa de
Rfs de um cromatograma em fteste oy de controle, ou tambem com as soly-
coes padrao de GA3 da EASTMAN (0,0625; 0,125; 0,25 e 9,50 ppm). A seguir
as cubetas foram transferidas para camara de crescimento Forma Scientific

a 250C sob luz continua, onde permaneceram por tres dias, procedendo- se

entao d medicdo dos hipocotilos das plantulas em mm.

3.7.2 - Aumento do peso fresco de cotilédones de rabanete

Para deteccao de substancias tipo citocininas foi uti -
lizado o bioteste dos cotiledones de rabanete, de acordo com LETHAM et
al (1968). As substiancias com atividade citocininica promovem o aumento
do peso fresco de cotilédones de rabanete, devido principalmente 3 maior
absorcao de agua. Sementes de rabanete do cultivar "Vermelho redondo" fo
ram colocadas para germinar em placas de Petri a 300C durante 24 horas .
Apos este periodo foi retirado o cotilédone externo de cada plantula os
quais, apos serem lavados em agua destilada e selecionados por uniformi-
dade de tamanho, foram transferidos para cubetas de polietileno em nime-
ro de quatro cotiledones por cubeta » a1l ficando em contacto com um
terco de uma faixa de Rfs de um cromatograma em teste ou de contro-
le ou tambem com solucdes padrao de 6-Renziladenina (6-BA: 0.25; 0.50
1.00; 1.25 ppm). A seguir as cubetas foram transferidas para camara de
crescimento a 250C sob luz continua, conde permaneceram pov sois dias

procedendo-se entao a pesagem dos grupos de guatro cotiis

e}

cubeta em mg.

3.8 - Deteccao de regides promotoras nos cromatogramas

Foram instalados varios experimentos com a finalidade de

se detectar nos cromatogramas, obtidos a partir de fracies Zeoida

iohg

2]

, basi-

cas e neutras provenientes das seis amostras de sementaos inicctas e esca
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rificadas de capim-coloniao do ano 1983, as regides com atividade promo-
tora tipo giberelinica ou citocininica e, deste modo, restringivr a apli-

cacdo dos biotestes especificos a essas regioes.

3.8.1 - Fracoes acidas

Inicialmente tentou-~se detectar em cromatogramas de
fracces acidas as regiéés de promocac e inibi¢do de germinacido de semen-
tes de alface. Para tanto foram aplicadas nas cromatoplacas 20 x 20 cm
quantidades de fracoes acidas equivalentes a 1,0g de sementes intactas
ou escarificadas de capim-coloniao, sem inibicdo osmotica em PEG-6000
referentes a Amostra 1, ano 1983, com alta dormencia . Apds o desenvol-
vimento das plilacas, os cromatogramas foram divididos conforme item 3.7 . e

a silica removida para cubetas de polietileno, usando-se como control

41

a mesma quantidade de sTlica proveniente de placas percorridas so pelo

sistema solvente.

1

Entao foram colocadas em cada cubeta dez sementes de

93]

alface "Grand Rapids", procedendo-se a contagens de germinacao apos 24
horas, adotando-se como padrao a protrusao da radicula; a seguir foi ins

talado nessas mesmas cubetas um bioteste de alongamento de hipocdtilo de

alface,

3.8.2 - Fracoes néutras

Foi instalado um bioteste preliminar, aplicando-se  em
cromatoplacas 20 x 20cm quantidades de fracdes neubtras caouivalentes a

\_\_q it
1,0g de sementes intactas da Amostra 1 - 1983 ( alta dormencia ) sem em-
bebicao, imediatamente apos e dois meses apos embebicdo em PEG-6000.ApSs
o desenvolvimento das placas, os cromatogramas foram divididos conforme

item 3.7 e a silica removida para cubetas de polietileno, usando-se como

controle a mesma quantidade de s71ica proveniente de placas opercorridas
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so com o sistema solvente.

3.8.3 - Fracoes basicas

As citocininas foram detectadas por metodos quimicos e

biologicos. Para se determinar quimicamente as regioes com reacoes de
substancias tipo citocininas no cromatograma uscu-se o reagente . de
WOOD {AgNG3 2% - bromofenol azul 0,4% em acetona v/v), que & especifico

para substancias purinicas, desenvolvendo forte cor azul na presenca de
tais grupos (WOOD, 1955), Para tanto foram aplicadas em duas cromatopla
cas 20 x 20cm quantidades de fracdes basicas equivalentes a 1,0g de se
mentes intactas, sem embebicdo em solucdo osmotica de PEG-6000, da Amos-
tra 1 - ano 1983 ( alta dorméncia ). ApGs o desenvolvimento das placas ,
um dos cromatogramas foi pulverizado com o reagente de W0O0D, detectando
pela cor azul a presenca de grupos purina ng regidao dos Rfs 0 1 e 0,5,

com o outro cromatograma instalou-se um bioteste de aumento do peso fres

co de cotiledones de rabanete conforme item 3.7.

3.9 - Determinacao de acido abscisico nos cromatogram

£
W

3.9.1 - Fluorescencia em luz ultravioleta

Todas as frag¢des acidas provenientes das seis amostras
de sementes de capim-coloniac, ano 1983, foram cromatografadas sobre
cromatoplacas 20 x 20cm, com uma camada de 1,0mm de suspensao de sili-
cagel fluorescente e agua destilada {item 3.6). Para tanto foran aplica-
das nas cromatoplacas quantidades de fracoes acidas equivalentes a
1,09 de sementes dos varios tratamentos citados em 3.5; foi tambem apli-

cada nessas placas uma sofucdo padrido de ABA (10"3M).

Apos o desenvolvimento no sistema solvente, o©s cromato-
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gramas foram observados sob luz ultravioleta, onde as regioes com 0 -
ABA apresentaram-se escuras em contraste com a fluorescencia das placas.
Deste modo, todas as regides marcadas peia solucao padrdoc de ABA foram.
acrescidas de uma fegiéo entre Rfs acima e abaixo, identificadas nas pla .
cas e a seguir eluidas em solugdo metandlica de acido acético a 1% durag%
te 24 horas a 59C; posteriormente os volumes foram ajustados nara 10m]
(suficientes para duas Teituras no espectrofotometro), centrifucados e

encaminhados para leitura por espectrcscopia,

3.9.2 - Espectroscopia em luz ultravioleta

Para a guantificacao de ABA por espectroscopia (KEFELT,
1978) a absorbancia das solucles obtidas conforme 3.9.1 foram lidas em
espectrofotometro Varian a 230mm, comprimento de onda onde se observou o
pico de absorbancia da solucao padrdo de ABA. Os valores obtidos foranm
comparados com uma curva padrao de ABA; usou-se como controle no espec -
trofotometro solu¢do metanclica de acido acetico proveniente da eluicac
e centrifugacao de faixas equivalentes de cromatogramas com silica fluo-

rescente desenvoividos somente com o sistema solvente,

3.9.3 - Curva padrao de ABA para espectroscopia

f

Inicialmente foram obtidas as concentracies de 1.710°°

K e -

2.10-6, 4.10~6, 6.28"6, 8-]0_6 e ].EGqSM de ABA, tomando-se entio 10m1
de cada uma para aplicacao em placas de vidro 20 x Z20cm con silicagal
fluorescente. Apos o desenvolvimento daé placas no sistema snlvante

cromatogramas foram observados sob luz ultravioleta e marvcadas as regices
escuras correspondentes ao ABA, que foram eluidas em solucan do  metanol
acetico a 1% durante 24 horas a 50C. A seguir, apos centrifugacao, os vo
Tumes foram ajustados ate 10m), procedendo-se a duas lTeituras em espec -

trofotometro VARIAN a 230mm e entdao, com os resultados obhtidos, determi-
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nou-se uma curva padrao de ABA.

4 - Analise estatistica
Os delineamentos estatTsticos utilizados foram blocos an
acaso {efeitos de Tuz, escuro, temperaturas constantes e alternadas na

germinacao), completamente casualizado {biotestes), regressao (curva pa-
drao de ABA) e fatorial (demais experimentos) (SOKAL e ROHLF, 1969). Pa-
ra a analise estatistica os valores totais de germinacao em porcentagem

foram transformados em arco sen™N"% ' . Quando na analise de variancia o
teste F deu significativo a 5%, determinou-se a D.M.S. (Diferenca Minima
Significativa) a 5%, que foi usada para comparacao entre as medias dos
tratamentos atraves do teste de Tukey. Nos biotestes para deteccdo de
substancias endogenas, utilizou-se na anilise de variancia o teste F pa-

ra analise das diferencas entre cada faixa de mesmo Rf de cromatogramas

de tratamentos diferentes.

O0s simbolos usados na apresentacido da analise estatistica

foram:

* Estatisticamente significative ao nivel de 5% de probabilidade
N.S. Nzo significativo
D.M.S. Diferenca MTnimq@ﬁigﬂifécaiiva

C.V. Co=ficiente de variacio

No Teste de Tukey, a (s) média (s) seguida (s) de mesma (s) le-

tra {s) nao diferem estatisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.
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IT1 - RESULTADOS

A - GERMINACAQ DE SEMENTES DE CAPIM-COLONIZO

Os efeitos de iuz e escuro, de temperaturas censtantes, de alter
nancia de temperaturas, de escarificacao manual e quimica e de tratamen-
to com fungicida, bem como a viabilidade pelo teste de tetrazolio foram
analisados para se detectar as condicoes que conduzem ao maximo de germi

nacao dessas sementes.

T -~ Efeito gg Tuz branca'g escuro

Os resultados de germinacio de sementes de capim-coloniao
sob luz branca e escuro, juntamente com os de teste padrac e de viabili-
dade pelo tetrazolium sdo apresentados na Figura 1. Verifica-se inicial-
mente que aos 3 dias os valores de germinacao obtidos sab 256( e escuro-
foram aparentemente superiores ags demais tratamentes; mas a partir dai
e ate o final do experimento os valores para 250C com Tuz branca foram
0s mais altos, igualando-se aos resultados de viabilidade obtidos pelo
teste de tetrazolio.

Pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, verifica-se que
0s valores totais de germinacio obtidos sob alterndncia de 15-350C e sob
250C escuro nao diferiram entre si, mas foram estatisticamente inferig -

res aos obtidos sob 259C luz branca e pelo teste de tetrazolio,

2 - Efeito de temperaturas constantes

No Quadro 1 sao apresentados os valores méedios de

arcosen V% germinacao de amostras de sementes, obtidos sob varias tem-

peraturas constantes, bem como a anilise estatistica ao nivel de 5% de
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Quadro 1 - Efeito de temperatura constante na germinacac de sementes
de capim-coloniao. Teste de Tukey, ao nivel de 5% de proba

bilidade e apresentado com base nos valores de arco sen

V"% germinacao.

bDITAS DE GERMINACEKDOD
7 14 21
150C : 00,00 ¢ 150C @ 22,03 d 150C : 27,17 ¢
20¢C @ 22,69 b 2000 © 29,17 b 200C : 29,95 b
250C : 32,21 a 250C : 34,571 a 259C : 34,51 a
300C : 30,11 a 300C : 31,66 b 300C : 31,66 b
350C @ 24,23 b 350C @ 24,99 ¢ 3590 @ 24,99 ¢
c.v. 14,6% 16,3% 9,2%
F. 161,29* B 29,16% 18,62*

(]
-
H

Coeficiente de variacao

*
i

Estatisticamente significativo

As medias seguidas pela mesma letra nao diferenm estatisticamente,

ao nivel de 5% de probabilidade.
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probabilidade. Verifica-se inicialmente que aos 7 dias os resultados
obtidos a 250C nao diferiram dos de 300C, mas foram estatisticamente Su-
periores aos de 350C e 200C, os quais tambem nao diferiram entre si, mas
foram superiores aos obtidos a 150C. fos 14 dias os resultados de 250¢C
nao diferiram dos de 300C, mas foram superiores aos obtidos a 200C, 350(
e 150C; observa-se também que as temperaturas constantes menos eficien -
tes foram as de 150C e 350C, gue s3o as usadas em alternincia no teste

padrao de germinac¢do. Aos 21 dias a situacdo anterior so repetiu com

3

excecao de que os resultados obtidos a 259C foram estaticticamente supe-
riores aos obtidos para as demais temperaturas testadas, Deve-seo ‘aqui
ressaltar que o total de germinacdo das sementes foi alcancado no perio-

do maximo de 21 dias, para todas as temperaturas testadas.

3 - Efeito de alternancia de temperaturas

Os valores de arcosen V% germinacido de amostras de semen -
tes de capim-coloniac obtides sob varias alternincias de temperaturas
bem como a analise estatistica ao nivel de 5% de probabilidade sao apre-
sentados no Quadro 2. Nota-se que aos 7 e 14 dias os resultados obiidos
peTo teste padrao de germinacio foram estatisticamente inferiores aos

demais; entretanto, aos 21 dias, naoc ocorreram diferencas significativas

entre as alternancias de temperaturas.

4 - Efeito de escarificacido quimica com HpS04

As comparacoes entre as médias de porcentagens de germinario

o}

(transformadas em arcosen v ¥ ) obtidas em amostras de sementes de

el
3]
el
—d
=

i

coloniao acham-se nos Quadros3 e 4, respectivamente, para sementas

e W

i

1980 e 1979.

Os resultados do Quadro 3 mostram gue houve um aumento

i

]

¢

ot}
i

tisticamente significativo na porcentagem de germinacio apos  tratamento
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Quadro 2 - Efeito de alternancia de temperaturas na germinacao de se-~
mentes de capim-coloniao. Teste de Tukey, ao nivel] de 5%

de probabilidade € apresentado com base nos valores de

arco senV % germinacio.

DIAS DE GERMINACEKD

7 14 21
15-35¢C : 27,25 hc 15-350C : 31,50 a 15-350C : 32,32
(luz a 150C) {Tuz a 150¢C) (Tuz a 150C)
15-35¢C : 26,34 c 15-350C : 30,78 a 15-350C : 31,64
(luz continua) (Tuz continua) {(luz continua)
20-300C : 26,24 ¢ 20-300C : 30,79 a 20-300C : 30,79
20-350C : 26,71 ¢ 20-350C : 29,55 ab 20-350C : 30,46
£5-350C : 31,05 a 25-350C : 31,91 a 25-350C : 32,13
30-350C : 30,07 ab 30-350C : 31,03 a 30-350C : 31,15
TP & 22,472 d T PG : 27,46 b TP G  : 29,45
C.V. 12,2% 10,1% 9.,8%
F. 7,31% Z2,37* 1,09 n.s
!
TPG = Teste Padrao de Germinacdo: 15-350C, com luz a 350C
C.V. = Coeficiente de variacio
* = Estatisticamente significativo
n.s = Nao significativo

As medias seguidas pela {s) mesma (s) letra (s) nao diferem esta -

tisticamente, ao nivel de 5% de probabilidade.
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Quadro 3 - Comparacao entre medias de percentagens de germinacao{trans

formadas em arcoseﬁ\/%j) de amostras de sementes de capim -

coloniao - Ano 1880

Tratamentos Percentagens méedias de
Permanencia das sementes germinacao
em HpSOgconcentrado _
Temperatura de (expressa em arcoseny/ i)
(Minutos) germinacao
10 15-350¢( 39,839 a
5 15~350¢C 32,00 a b
3 15-350( 37,37 )
190 250C 34,98 C
5 250¢ 33,40 c
3 250C 31,1¢ d
Teste padrac de germinacao
{sem emprego de Hp30gcon -
trado} : 15~350C 27,23 e
Coeficiente de varjagao: C.V. = §,8%

Diferenca Minima Significativa: D.M.S. (5%) = 1,98

As medias acompanhadas da{s) mesma(s) tetra(s) nao diferem es-
tatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabilidade (Teste de

Tukey ).
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Quadro 4 - Comparacao entre medias de percentagens de germinacio(trans

formadas em arcoseﬁﬁv/%?j) de amostras de sementes de capim

coloniao - Anc 1979

Tratamentos -
Percentagens medias de
Permanencia das sementes . _
em HpSOgconcentrado Temperatura de germinacac .
(Minutos) germinacio (expressa em arcosenV }
5 250C 40,57 a
3 250C 40,02 a b
10 250¢ 38,24 a b
3 15.350C _ 38,44 a b
5 15-350¢C 37,60 b
] o 15-350C 33,72 c
Teste padrao de germinacgao
(sem emprego de HoSOgcon -
trado) 15-350C 30,13 d
Coeficiente de variacao: C.V. = 9,3%
Diferenca Minima Significativa: D.M.S. (5%) = 2,53

As medias acompanhadas da(s) mesma(s) Tetra(s) nao diferem es-
tatisticamente entre si, ao nivel de 5% de probabiiidade {Teste de

Tukey).
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com Hp504 concentrado, efeito esse que foi maior de acordo com o aumenté
do periodo de permanencia das sementes no acido. A alternancia de tempe%
raturas de 15-350C mostrou um efeito adicional na porcentagem de germiﬂé
cao das semenfes escarificadas, sendo gue os resultados mais elevados fé
ram obtidos ap0s permanencia das mesmas durante 5 ou 10 minutos no aci E
do. Verifica-se tambem que os tratamentos sob temperatura constante dé
250C, embora conduzindo a porcentagens de germinacao inferiores as obtif
das sob alternancia de 15-350C, resultaram em valores de germinacao supé
riores aos obtidos pelo teste padrao de germinacao. |

Pelo Quadro 4 observa-se que, apos 12 meses sob armazenamen-
to seco (200C e 35% de umidade relativa do ar) as sementes de capim~co§gx
niao apresentaram maiores porcentagens de germinacao apos escarificacéé
por ate 10 minutos em H»SO4q concentradeo e tambem gue, mais uma vez, g‘
teste padrao de germinacao conduziu aos valores de germinacao estatisti{{
camente mais baixos.

As velocidades de germinacao, calculadas em porcentagens S0~
bre o total de germinacao, para cada tratamento, sdao apresentadas nas.
Figuras 2 e 3, para amostras de sementes dos anos 1980 e 1979, respecti;
vamente. Pela Figura 2 verifica-se que o total de germinacioc, pelo teste
padrao de germinacio, foi obtido apds 24 dias, enquanto que para 0§
demais tratamentos o féi apos 21 dias. Pela anialise estatistica dos coa~5
ficientes de velccidade da Figura 2, apresentada a seqguir, nota-se que
a temperatura de 250C conduziu a velocidades de germinacio superiores 55
obtidas sob 15-350C; entretanto, os valores referentes aos tempos dé

permanencia das scmentes em HpS504 foramestatisticamente fguais.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacio

Analise de variincia

F para tratamentos 8,4%
F para tempos de permanencia em HpSOg 0,9 n.s.
F para temperaturas 2,5b*

c.v. =16,1%
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Teste Tukey

a) Para tratamentos:

250¢C - 10 minutos 16,5 a

250(C - 3 minutos 16,5 a

250¢ - 5 minutos 16,2 a

T.P.G. 13,4 b D.M.S. = 2,7
15-350C =~ 70 minutos 13,4 b

15-350C -~ 5 mintuos 12,7 b

15-350C - 3 minutos 12,3 b

b) Para temperaturas:

250C 16,4 a

T.P.G. 13,4 b D.M.S. = 1.4
15-350C A 12,%b

Pela Ficura 3 nota-se que, apss doze meses de armazenamento seco,
a velocidade do teste padrao de germinacao foi acelerada, alcancando 0
total de germinacao apos 21 dias de teste. Pela analise estatistica dos
coeficientes de velocidade, apresentada a sequir, verifica-se que & tem-
peratura de 250C conduziu a velocidades de germinagaoc superiores as

obtidas sob 15-350C ¢ TPG.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacao

Analise de variancia

F para tratamentos 5,6%

F pa}a tempos de permanencia em H2S02 2,3 n.s.
F para temperaturas | 14,7%
C.v. = 16,8%

Teste Tukey

a) Para tratamentos:

250¢ - 10 minutos 18,6 a

250C - 5 mintuos 18,3 a b

250C - 3 minutos 16,5 a b ¢

15-350C - 10 minutos 14,7 a b c D.M.50 =4,0
15-350C -~ 5 minutos 14,3 b ¢

15-356C - 3 minutos 13,5 ¢

T.P.G. 13,3 ¢
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b) Para temperaturas:

250C 17,8 a
15-350C 14,2 b D.M,S. = 2,1
T.P.G. 13,3 b

5 - Efeito do tratamento com fungicida

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a se -
guir ém valores de arcosenv % germinacao, verifica-se gque a alternancia
de temperaturas de 15-350C conduziu a resultados de germinacdo superio -
res aos obtidos com a temperatura constante de 250C; alem disso a aplica
cao de fungicida PCNB as sementes foi efetiva, acarretando os mais eleva

dos valores de germinac¢ao sob alternancia de 15-35¢C.

Analise estatistica - Germinacao em arcosen vV %

Analise de variancia

F para tratamentos 49 9*

F para amostras eh 6%

F para interacdo tratamentos x amostras 1.7 n.s.
C.V. = 13,3%

Teste Tukey para tratamentos:

15-350C + PCNEB 32,13

a

15-350C Controle 28,45 b D.M.S. {(5%) = 3,68
250( + PCNB ' 23,72 ¢
250C Contirole 23,30 ¢

As velocidades de germinacao de amostras de sementes de capim -
coloniao tratadas e nao tratadas com fungicida sao apresentadas na Figu-
ra 4. Verifica-se que scb 15-350C, a aplicacao de fungicida conduziu a

obtencao do total de germinacao aos 25 dias, enguantc gue para o0s outros

tratamentos o tempo necessario foi de 12 dias. Pela analise estatisti-
ca dos coeficientes de velocidade, apresentada a seguir, nota-se que 0
tratamento das sementes com o fungicida PCNB reduziu as velocidades de
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( % SOBRE 0 TOTAL DE.GERMINACKG}

VELOCIDADE DE GERMINACAO

100

PCNB - 75%

FIGURA

o 15-350C -~ Controle
a 259C - PCNB - 75%
o 250C - Controle
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DIAS DE GERMINACEO

4 - EFEITO DE TRATAMENTO COM FUNGICIDA PCNB-75% £ DE TEM -
PERATURA NA VELOCIDADE DE GERMINACAC DE SEMENTES IN
TACTAS DE 9 AMOSTRAS DE CAPIM-COLONIAO, ANO 1980.
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germinacao e tambem que sob 250C a germinacdo foi mais rapida do que

sob 15-350C.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacao

Analise de variancia

F para tratamentos (com ou sem fungicida) Ti,2*
F para temperaturas 65,4%
C.v. = 3,3%

Teste Tukey

a) Para tratamentos:

Sementes sem fungicida 19,7 a DM.S. = 2.7
Sementes com fungicida 15,2 b
b) Para temperaturas:
250C 2,12 pu.s. = 1.9
15-350C 14,8 b
6 - Efeitos gg escarificacoes manual e guimica com H2S04 concen-
trado

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a seguir
em valores de arcosenV % germinacdo, verifica-se que nio houve diferenca
entre os resultados de germinacao obtidos apos escarificacoes quimica e
manual, mas ambos foram superiores aos resultados obtidos com sementes
intactas {teste padrdo de germinacao); deste modo, parece que ¢ efeito

real do HpS0gq na germinacao das sementes estd na efiminacao de glumas

3

lemas e paleas.

Analise estatistica - Germinacao em arcOoseny %

Analise de variancia

F para tratamentos 11,8*

F para amostras 4,09%*

F para interacao tratamentos x amostras 1,8 n.s.
C.Vv. = 8,1%
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Teste Tukey para tratamentos:

Escarificacao manual 44,73 a
Escarificacao quimica (HpS0g4) 42,46 a D.M.S. (5%) = 2,93
Sementes intactas 38,57 b

As velocidades de germinacao de amostras de sementes de capim -
coloniao, intactas e escarificadas manual e guimicamente sio apresenta -
das na Figura 5. Verifica-se Que, para todos os tratamentos o total de
germinacao foi alcancado acs 25 dias. Pela analise estatistica dos coefi
cientes de velocidade, apresentado a seguir, verifica-se que a escarifi-
cacao manual conduziu 3 velocidade de germinacio superior a obtida apgs

escarificacao com HpSO4, mas estatisticamente igual a obtida em sementes

intactas.

Andlise estatTstica - Coeficiente de velocidade de germinacao

Analise de variancia

F para tratamentos 5,1%*
C.v. =10,3%

Teste Tukey

Escarificacio manual 10,3 a
T.P.G. 9,00a b D.M.S. = 1,9
Escarificacao com HpS04 8,1 b

B - INIBICAG 0SMOTIC

[

DE GERMINAGAD

Nesta fase do experimento foram analisados os efeitos de inibi -
¢ao osmdtica em solurio de PEG-6000, sob varias temperaturas e periodos
de tempo, nz germinacio subsequente de sementes intactas e escarificadas

de capim-colonido. Foi analisado tambem a embebicioc dessas sementes em

agua destilada.

1 - Embebicio das sementes em agua

Pela Figura 6 verifica-se que 0 aumento de pesoc (% sobre )
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FIGURA 5 - EFEITO DE ESCARIFICACDES MANUAL E QUIMICA coOM H,50,CON

CENTRADO NA VELOCIDADE DE GERMINACAO DE SEMENTES DE 4
AMOSTRAS DE CAPIM- COLONIAO, AND 1980.
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6 - VELOCIDADE DE EMBEBICAO EM AGUA DE SEMENTES INTACTAS
DE 20 AMOSTRAS DE CAPIM-COLONIZO, ANO 1980, RESULTA-

DOS APRESENTADOS EM AUMENTOS MEDIOS DE PESQ (% SOBRE
0 CONTROLE).
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controle} obtido durante os varios periodos de embebicao foi crescente
ate 24 horas, mantendo-se praticamente constante daj ate 48 horas; nota-
se tambem gue ocorreu um aumento brusco durante a primeira hora de embe-
bicao e ate 7 horas, mantendo-se mais suave daj até 24 horas.

Pela analise estatistica, apresentada na Tabela 1, verifica-
se a grande precisac nos resultados obtidos em todas as fases, face aos
baixos coeficientes de variacao obtidos (em torno de 3,5%) ¢ grande va -
riabilidade nas amostras de sementes testadas; nota-se tamb&m gue o ini-
cio da germinacan visivel dessas sementes (a partir de 48 horas) ocorreuy

com teor de umidade em torno de 80%.

2 - Embebicio das sementes em PEG-6000

Pela analise dos resultados apresentados na Tabela 7 verifi-
ca-se que a temperatura teve efeito direto s crescente na embebicao das
sementes, talvez pela variacao no potencial osmdtico da solucdo de PEG
entretanto esta variacao nao foi proporcional 3 elevacio de temperatura,
pois de 150C para 200C o teor de umidade manteve-se praticamente constan
te, em contraste com o aumento observado de 200C para 250C,

Considerando-se que o inicio da germinacdao visivel de semen-
tes de capim-coloniao ocorreu a partir de 48 horas de embebicio em Zgua,
com o teor de umidade em torno de 80%, verifica-se que o teor de umidade
de equilibrio sob solucao osmOtica de PEG a 250C foi o que mais se apro-
ximou dagquele valor, situando-se em torno de 70%; portanto, utilizando -
se solucao osmotica contende 288g de PEG-6000/kg de agua devem ser testa

das temperaturas proximas a 250C para a obtencao dos melhores resuyltados

na inibicac de germinacdao dessas sementes.

3 - Efeito da inibicao osmotica em sementes intactas

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a se -

guir em valores de arco senV % germinacao, observa-se pelo Teste Tukey
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Tabela 1 - Analise estatistica de amostras de sementes de capim-colo -
niao, apos embebicac em dgua durante varios periodos de tem

po. Teor de umidade inicial medio das sementes = 11,8%

Eteggg“a" Peso(gramas) | Desvio |Erro padrao |Coeficiente |Aumento de | Teor de
Perios - da de Peso {(%so- | Umidade
ggb1gggm Media aritm, | Padrao Media Variacac(%) |bre contr.) %

1,261

15" 1,261 0,040 | & 0,009 3,2 26,1 37,9
1,308

30" 1,308 0,055| - 0,012 4,2 30,8 42.56
1,319

45" 1,319 0,039 =~ 0,009 3,0 31,9 43,7

1,335

1 hora 1,335 0,033] = 0,007 2.5 33,5 45,3
1,454

4 horas 1,454 0,055] ~ 0,012 3,7 45,4 57 .2
1,517

7 horas 1,517 0,061 ~ 0,011 3,4 51,7 63,5
1,546

12 horas 1,546 | 0,049 ] T 0,011 3,2 54,5 66,4
1,573

14 horas 1,573 0,046 | F 0,010 3,0 57,3 69,1
1,608

17 horas 1,608 0,055{ - 0,012 3,4 60,8 72,6
| 1,639

21 horas 1,639 0,055 - 0,012 3,4 63,9 75,7
1,736

24 horas 1,736 0,090 = 0,020 5,2 73,6 85 4
1,702

48 horas 1,702 0,073] = 0,016 4,3 70,2 82,0




Tabela 2 - Analise estatistica de amostras de sementes de capim-colo -
niao, apos embebicao em solucdo osmotica de polietileno gli

col 6000 (288g do produto por kg de agua) durante 48 horas.

Teor de umidade inicial medio das sementes = 11,8%
DEtgggina "I Peso {gramas) | Desvio |Erro padrao |Coeficiente |Aumento de! Teor de
Ig@g&a da de Peso (% so- | Umidade
g?cggbe - Media aritm. |Padrao Media Variacdo(%) lbre contr.) %
1,419
150C 1,419 0,074 | ¥ 0,024 5.2 41,9 53,7
1.44]
200C 1,447 0,070 | ¥ 0,022 4,8 44 1 55,9
1,567
250C 1,567 0,057 | £ 0,018 3,6 £6,7 68,5
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para tratamentos que a testemunha e PEG sob 7 e 14 dias (15 e 200C) nio
diferiram estatisticamente entre si, mas foram superiores a PEG-2] e 28
dias (15 e 200C). Deste modo, ficou estabelecido neste experimento que
o melhor periodo de embebicio de sementes em solucao de PEG esth entre
7 e 14 dias, descartando-se os periodes de 21 e 28 dias como prejudi -
ciais a germinacio posterior das sementes. Portanto, nos proximos experi
mentos serao fixados os periodos de tempo de 7 e 14 dias e serem testa -
das novas temperaturas (por exemplo: 250C), bem como duracio do efeito
de inibicao de germinacio adquirido apds embebicio das sementes em solu-

cao osmotica, detectando-se deste modo a conservabilidade do mesmo.

Analise estatistica - Germinagao em arcosen v ¢

Analise de variancia

F para tratamentos 18,1*
F para amostras 30z2,3*
F para interacdo tratamentos x amostras 2,9%
C.V. = 11,6%

Teste Tukey para tratamentos

Testemunha 29,95
PEG - 7 dias - 200¢C 29,36
PEG - 14 dias - 2060¢C 29,30
PEG - 7 dias - 150¢ 28,82 DM.S.(5%)= 4,79
PEG ~ 14 dias - 150¢C 27,42

PEG - 21 dias -~ 209C 23,67
PEG - 28 dias - 150¢C 22,71
PEG - 21 dias -~ 150¢C 20,37
PEG - 28 dias - 20¢9¢C 17,92

c od

o0 Tooo &2 oo oo
j=a

Os resultados de velocidade de germinacac de sementes in -
tactas de capim-colonido apos embebicao em solucdo osmatica de PEG- 6000
sob duas temperaturas (15 e 200C) e quatro periodos de tempo (7, 14, 21
e 28 dias) sdo aprasentados na Figura 7. Verifica-se que o total de ger-
minacéo foi obtido a partir dos 12 dias e ate os 16 dias do inicio do
teste. Pela analise estatTstica dos coeficientes de velocidade, apresen-

tada a seguir, verifica-se que a temperatura de 200C conduziu a velocida
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VELOCIDADE DE GERMINACAO DE SEMENTES INTACTAS DE 2 AMOSTRAS
CAPIM-COLONIAO, ANO 1980.
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desde germinacac superiores a 150C; entretanto os valores referentes aogs
periodos de tempo testados foram estatisticamente iguais com excecio de 7

dias - 150C.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacio

Analise de variancia

F para tratamentos 3,6%*

F para temperaturas 7,0%

F para periodos de tempo 2,0 n.s.
C.v. = 12,4%

Teste Tukey

a) Para tratamentos:

28 dias - 2009¢C 23,7 a
28 dias - 15¢¢C ' 22,9 a
14 dias - 2gc¢L 22,9 a

7 dias - 200¢C 21,5 a
21 dias -~ 200¢C 21,5 a D.M.S. = 7,3
21 dias ~ 150C 17,9 a b
T.P.G. 17,5 a b

14 dias - 150( 17,3 a b

7/ dias -~ 150C 13,2 b

b) Para temperaturas:

200¢ 22,4

150¢C 17,8 b D.M.S. = 3,7
T.P.G. 17,5 b

4 - Efeito da inibicdo osmotica em sementes intactas e escarifi-
cadas

Us resultados de velocidade e total de germinacao, obtidos
apos embebicdo em solucdo osmGtica de PEG-6000 sob tras temperaturas (15,
20 e 250C) e dois periodos de tempo {7 e 14 déas)_sao analisados a seguir
separadamente para sementes intactas e para sementes escarificadas. Sao

tambem analisados os efeitos de armazenamento a 100C, durante 2 & 5 me

o

ses apos a embebicdo em solucdo osmotica de PEG-6000, na manutencao do

revigoramento das sementes.



4.1 - Imediatamente apos embebicdo em solucdo osmotica de  PEG-

6000

4.1.1 - Analise dos resultados: sementes intactas

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a
seguir em valores de arcosen V% germinacao, verifica-se pelo Teste de
Tukey que os tratamentos PEG-250C - 7-14 dias foram estatisticamente su-

periores aos demais, enquanto que os tratamentos PEG-150C - 7-14 dias fo

ram os mais baixos.

— . - - . o~ I
Analise estatistica - Germinacio em arcosen- %

Analise de variancia

F para tratamentos 12,1%
F para amostras | 179,4%*
F para interacao tratamentos x amostras 10,0%*
C.¥y. = 18,3%

Teste Tukey para tratamentos
PEG - 2500 - 7 dias 30,27

d
PEG - 250C - 14 dias 29,08 a b
PEG - 200C - 14 dias 26,16 b ¢
Testemunha 24,88 ¢ d D.M.S.(5%)=4,02
PEG -~ 2000 - 7/ dias 23,23 ¢ ¢
CPEG - 150C - 14 dias 22,27 ¢ ¢
PEG - 150C - 7 dias 21,87 d

Com relac¢ao & velocidade de germinaciaoc, ohserva-se peia
Figura 8 que o total de germinacdo para todos os tratamentos foi obtido
aos 21 dias. Pela analise estatistica dos coeficientes de velocidade ,
apresentada a Seguir; nota-se q&e nao Gcorrerém diferencas nas velocida-
des de germinacao com relac¢do aos periodos de tempo e temperaturas testg'

das, mas o teste padrao de germinacio foi estatisticamente superior a

todos os demais tratamentos.
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Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacao

Analise de variancia

F para tratamentos 9,7*
F para periodos de tempo 6,9%*
F para temperaturas 5,1%
C.V. = 14,5%

Teste Tukey

a) Para tratamentos:

T.P.G. 15,8 a
200C - 14 dias 15,0 a
250C ~ 7 dias 13,8 a
150C - 14 dias 12,7 a b ¢ D.M.S. = 3,4
200C - 7 dias 11,0 b ¢
250C -~ 14 dias 10,4 ¢
150C - 7 dias 9,6 ¢
b) Periodos de tempo
T.P.G. 15,8 a
14 dias 12,7 b D.M.S. = 2,3
7 dias 11,5
¢) Para temperaturas:
T.P.G. 15,8 a
200C 13:00ab  pys. 2.9
250cC 12,1 b
i50C 11,1 b
4.1.2 - Analise dos resultados: sementes escarificadas
Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a

seguir em valores de arcosen«/%mmgg;ﬁqhac§o, nota-se pelo Teste de Tukey
que nenhum dos tratamentos foi superior d testemunha, sendo gue PEG-25 -
/-14 dias foram estatisticamente inferiores aos'demais; Deste modo, para
a embebicao de sementes escarificadas (H»S04) em solucio de PEG deve-se
utilizar a temperatura de 159C durante 7-14 dias ou a de 200C durante

/ dias para os melhores resultados na inibicio de germinacac e revigora-

mento de sementes.



- I - 1
Analise estatistica - Germinacac em arcosenJ %

Analise de variancia

F para tratamentos 28,9%
F para amostras 718,2%
F para interacdo tratamentos x amostras 15,9%*
c.v. = 10,8%

Teste Tukey para tratamentos:

PEG - 2060C - 7 dias 39,07 a
Testemunha 38,78 a
PEG - 150C -14 dias _ 38,36 a
PEG - 150 - 7 dias 36,61 a b
PEG - 200C -14 dias 34,84 b
PEG - 250C -14 dias 31,27 ¢
PEG - 250C - 7 dias 28,08 ¢

Pela Figura 9 observa-se gue o total de germinacdo foi
obtido aos 14 dias para o tratamento PEG-200C - 7 dias, enquanto gue pa-
ra os demais foi alcancado aos 21 dias. Pela andlise estatistica, apre -
sentada a seguir em coeficientes de velocidade, observa-se que as tempe-
raturas de 150C e 200C conduziram a velocidades de germinacio superiores
a 250C; entretanto os valores referentes aos periodos de tempo testados

foram estatisticamente iguais.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacio

Analise de variancia

F para tratamentos 17,7*

F para periodos de tempo 1,7 n.s.
F para temperaturas 23,3%
C.V. = 8,3%

Teste Tukey
a) Para tratamentos:

150C - 14 dias 18,5 a

200C - 14 dias 19,4 a

T.P.G. 19,1 a

150C - 7 dias 17,5 a b D.M.S. = 2,6
200C - 7 dias 17,1 a b

250C - 7 dias 15,9 b ¢

250C - 14 dias 12,6 ¢
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b) Para temperaturas:

T.F.G. 19,7 a

150¢C 1852 5w, .2

200C 18,3 a

250C 14,3 b
4.2 - Armazenamento a 100C apGs a embebicio em solugao de PEG-6000
4.2.1 - Analise dos resultados: sementes intactas

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada en
valores de arcosenV % germinacao, verifica-se pelo Teste de Tukey que os
tratamentos PEG-200C - 7-14 dias é PEG-250C - 7-14 dias foram superiores
a testemunha, enquanto que PEG-150C - 7 dias foi o mais baixo. Assim sen
do, para sementes intactas os tratamentos PEG-250C - 7-14 dias e PEG -
200C - 14 dias saoc os gue conduzem a uma melhor conservacao do revigora-
mento obtido em solug¢ao osmotica de PEG; além disso nota-se, apos compa-
racao com os resultados apresentados em 4.7.1, que houve uma melhoria ge

ral em todos os tratamentos apds 2 meses de armazenamentc e tambeém que

a posigao dos tratamentos peio Teste de Tukey manteve-se constante.

- - - - - e ——_“‘\
Analise estatistica - Germinacao em arcosenJ%

Analise de variancia

F para tratamentos 18,42%
F para amostras 328,96*
F para interacao tratamentos x amostras 4,09*
C.Vv. = 14,5%

Teste Tukey para tratamentos
PEG - 200C - 14 dias 31,28

a
PEG - 250C - 7 dias - 30,42 a
PEG - 250C - 14 dias 28,58 a b ¢
PEG - 200C - 7 dias 27,55 b ¢ d D.M.S.(5%) = 3,4
PEG -~ 15¢C - 14 dias 25,38 ¢ '
Testemunha 24,90 d
PEG - 150C -~ 7 dias 2139 e
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Com relacao a velocidade de germinaciao, observa-se pela
Figura 10 que o total de germinacdoc para os tratamentos PEG-250(-14 dias
e em PEG-200C-14 dias foram obtidos aos 14 dias, enquanto que para 05
demais tratamentos foi alcancado aos ?1 dias. Pela analise estatistica
dos coeficientes de velocidade de germinacdo, apresentada a seguir, veri
fica-se que as temperaturas de 250Ce200C conduziram a velocidades de ger
minacao superiores a 150C; entretanto os valores referentes aos periodos

de tempo foram estatisticamente diguais.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacao

Analise de variancia

r para tratamentos 14, 8%
F para periodos de tempo 0,5 n.s.
F para temperaturas 11,6%

C.Vv. = 21,1%

Teste Tukey

a) Para tratamentos:

200C -~ 14 dias 25,3 a

250C ~ 14 dias 21,6 a b

2506C - 7 dias 20,5 a b

T.P.G. 15,8 b ¢ D.M.S. = 6,6
200C - 7 dias 15,5 b ¢

150C - 7 dias 13,7 ¢ ¢

150C - 14 dias 8,1 d

b) Para temperaturas:

250C 21,0 a

200C 20,4 a D.M.S. = 5,6
T.P.G. 15,8 a b

150C 10,9 b

4.2.2 - Analise dos resultados: sementes escarificadas

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada em

valores de arcosenV % germinacao, verifica-se pelo Teste de Tukey que

nenhum dos tratamentos foi superior a testemunha, sendo que PEG-250( -
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FIGURA 10 =~ EFEITO DE 2 MESES DE ARMAZENAMENTO A 100C,
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DIAS DE GERMINACAO

APOS EMBEBICAD EM SO
LUCAO OSMOTICA DE PEG-6000 DURANTE 2 PERTODOS (7 E 14 DIAS) E 3

TEMPERATURAS (15,20 E 250C), NA VELOCIDADE DE GERMINACAO DE SE-
MENTES INTACTAS DE 6 AMOSTRAS DE CAPIM-COLONIAO, ANOS 1880/81 .
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7-14 dias foram os piores. Estes resultados, comparados com os cbtidos
em 4.1.2, demonstram gque o armazenamento durante 2 meses nao teve qual -

quer efeite na germinacao de sementes escarificadas de capim-coloniao.

— - —~— »
Analise estatistica - Germinacao em arcosen/ %

Analise de variancia

F para tratamentos 47 ,15%
F para amcstras 135,53*
F para interac¢ao tratamentos X .amostras 16,80%*
C.V. = 9,1%

Teste Tukey para tratamentos
PEG -~ 150C - 7 dias 40,09

a
PEG - 200C - 7 dias 39,92 a
PEG -~ 150C - 14 dias 39,28 a
Testemunha _ 38,78 a D.M.S.(5%) = 2,88
PEG - 200C - 14 dias 37,30 a b
PEG - 250C - 7 dias 35,59 b
PEG - 250C - 14 dias 26,87 ¢
Pela Figura 11 nota-se que o total de germinacao foi

obtido aos 10, 14 e 21 dias para PEG-250(C - 7 dias, PEG-250C - 14 dias /
PEG-200C - 14 dias e para os demais tratamentos, respectivamente.Na ana-
lise estatistica dos coeficientes de velocidade de germinacao, apresenta
da a seguir, observa-se que as temperaturas de 20 e 2500 conduziram a
velocidades de germinacao superiores a 150C; entretanto os valores refe-

rentes aos periodos de tempo foram estatisticamente iguais.

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade deo germinacio

Analise de variancia

F para tratamentos 80,7%*

F para periocdos de tempo 0,3 n.s.
F para temperaturas 9,1%
C.V. = 6.3%
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Teste Tukey

a) Para tratamentos:

200C - 14 dias 28,3 a
250 - 7 dias ' 24,17 b
250L - 14 dias 20,9 ¢
150C - 7 dias 19,4 ¢ D.M.S. = 2,3
T.P.G. 19,1 ¢
209C - 7 dias 18,7 ¢
150C -~ 14 dias 13,2 d
b) Para temperaturas:
200 23,5 a
250C 22,5 ab D.M.S. = 4,4
T.P.G. 19,1 be
150¢C 16,3 ¢
4.3 - Analise comparativa dos resultados - Armazenamento a
100C durante 0 , 2 e 5 meses - Sementes intactas e
gscarificadas
Para a analise global deste experimento procedeu-se a
uma avaliacao conjunta dos totais de germinacdo obtidos imediatamente

apos (0 meses) a embebicdo das sementes em solucioc osmGtica de PEG-6000

e apos 2 e 5 meses de armazenamento a 100C.

Pela analise estatistica dos resultados para sementes

% germinacao, ve-

intactas, apresentada a seguir em valores de arco sen
rifica-se gque nao ocorreram diferencas significativas entre os periodos
de armazenamento, mostrando ser tecnicamente viavel conservar-se semen -
tes ate 5 meses apds embebiciao em sclucio osmotica de PEG sem reducao

no total de germinacao.
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Anadlise estatTstica - Sementes intactas - Germinacao em arcoserVy

Analise de variancia

F para tratamentos 0,81 n.s.
F para amostras 142,03%*

F para interacao tratamentos x amostras 16,91%*
C.V. = 14,6%

Para sementes escarificadas, a analise estatistica apre -
sentada a seguir em valores de arcosen+ % germinac¢aoc mostra que o armaze
namento durante 5 meses apresentou os piores resultados, mostrando sar

tecnicamente inviavel a conservacao de sementes ate 5 meses apos a embe-

bicao em solucdo osmotica de PEG.

Analise estatistica - Sementes escarificadas - Germinacao emn

arcoseny %

Analise de variancia

F para tratamentos 156,28*
F para amostras 104,42%
F para interacao tratamentos x amostras 22,15%

C.V. = 8,3%

Teste Tukey para tratamentos

2 meses de armazenamento 35,46 a
0 meses de armazenamento 35,10 a D.M.S. (5%) = 1,42
5 meses de armazenamento 26,17 b

5 - Teste final - Inibic3o osmotica de germinacio em  sementes

de capim-coloniao

Os resultados de total e velocidade de germinacao obtidos
apos embebicdo osmotica em solucdo de PEG-6000 durante 7 dias, sob tem -

peraturas de 25 e 150C, sdo analisados separadamente para sementes intac

tase sementes escarificadas de capim-colonijo.
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5.1 - Sementes intactas

Procedeu-se a serie de testes visando a comparagao de
resultados de germinacao de sementes normais {testemunha - tratamento A)
com sementes obtidas imediatamente apos a embebicdao em PEG (tratamento B)
e tambem com sementes armazenadas durante 2 meses a 100 apcs a embebi -

cao em PEG (tratamento C}.

5.1.1 - Tratamento A (testemunha) x Tratamento B (imediatamente

apos PEG)

Pela analise estatistica dos resultados observa-se pelo
Teste de Tukey que o tratamento B foi superior ao tratamento A, eviden -
ciando que a embebicao das sementes em PEG teve efeito bensfico no total
de germinacao; tem-se tambem que a amostra 1 foi estatisticamente infe -

rior as demais.

Analise estatistica ~ Germinacio em arcosenv %

Analise de variancia

F para tratamentos 32,0%
F para amostras 12,4*
F para interacao tratamentos x amostras 3,0 n.s.

c.v. = 17,6%

Teste Tukey

Tratamentos Amostras
B = 24,26 a Amostra 3 = 24.74 a
D.M.5. = 2,17 Amostra 2 = 24,25 a
A - 15.16 b Amostra 4 = 23,47 a D.M.S. = 558
? Amostra 6 = 22,64 a
Amostra 5 = 19,85 a
Amostra 1 = 12,40 b
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5.1.2 - Tratamento A (testemunha) x Tratamento C {2 meses apos

PEG)

Pela analise estatistica dos resultados observa-se pelo
Teste de Tukey que o tratamento C foi superior ao tratamento A, mostran-
do gue mesmo apGs 2 meses de armazenamento a 100C em seguida a embebicao
em PEG as sementes foram ainda superiores a testemunha; com relacao as

amostras nota-se que a Amostra 1 foi estatisticamente inferior as demais.

Analise estatistica - Germinacio em arcosen %

Analise de variancia

F para tratamentos 22 ,9%
F para amostras 18,87
F para interacaoc tratamentos x amostras 2,9 n.s.

C.V. = 16,2%

Teste Tukey

Tratamentos Amostras
C = 22,75 a Amostra 2 = 25,01 a
D.M.S. = 1,93 Amostra 3 = 24,35 a
t 4 = a
A 1816 b Amostra 4 21,42 a D.K.S. - 4.9
- ? Amostra 6 = 21,03 a
Amostra 5 = 20,11 a
Amostra 1 = 18?85
5.1.3 - Tratamento B (imediatamente apds PEG) X Tratamento C

{2 meses apos PEG)

Pela analise de variﬁncia verifica-se gue ndo houve di-
ferenca estatistica entre os tratamentos, mostrando que os efeitos bene-
ficos no total de germinacao obtidos apos embebicao das sementes em solu
¢ao osmotica de PEG mantiveram-se inalterados apos 2 meses de armazena -
mento a 100C. Pelo Teste de Tukey tem-se que as amostras 2,6 g 3 foram

estatisticamente superiores as amostras 5 e 1.
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Analise estatistica - Germinacido em arcosen ‘J%

Analise de variancia

F para tratamentos 2,34 n.s.
F para amostras 17,91~
F para interacao tratamentoes x amostras 0,87 n.s.

C.V. = 14,5%

Teste Tukey para amostras
Amostra 2 = 28,40 a

Amostra 6 = 27 .42 a

Amostra 3 = 26,50 a D.M.S. = 5,10
Amostra 4 = 23,65 a b

Amostra 5 = 19,87 b ¢

Amostra 1 = 15,26 ¢

5.1.4 - Velocidade de germinacao

De acordo com a Figura 12 observa-se que o total de
germinacac foi obtido aos 21 dias para todos os tratamentos. Pela anaii-
se estatistica dos coeficientesde velocidade de germinacao, apresentada a
seguir, observa-se que, ap0s embebicao em solucio osmotica de PEG-6000
{tratamento B) ocorreu um aumento na velocidade de germinacgio, comparan-

do-se com as sementes sem embebicdo em PEG-6000 (tratamento A

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade do germinacao

Analise de variancia

F para tratamentos 4,1%
C.V. = 25,2%

Teste Tukey

Tratamento B 21,4 a
Tratamento C 17,3 a b D.M.S. = 6.6
Tratamento A 14,1 b

5.2 - Sementes escarificadas quimicamente (H2S0,s concentrado)

Foram conduzidos testes visando comparar o3 resultados de
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germinacao de sementes normais {(testemunha - tratamento A) com sementes
obtidas imediatamente apos a embebicdo em ¥iG (tratamento B) e tambem
com sementes armazenadas durante 2 meses a 100C apos a embebicac em PEQ

(tratamento C).

5.2.7 - Tratamento A {testemunha) x Tratamento B (imediatamente

apos PEG)

Pelo Teste de Tukey o tratamento A foi supericr ao tra-

tamento B, demonstrando que a embebicao de sementes em solucaoc osmotica
de PEG teve efeito negativo na germinacac; observa-se tambhZm que as amos

tras 1, 4 e 6 foram superiores as amostras 2 e 5.

- - - . . ~ N
Analise estatistica - Germinacdo em arcosen- %

Analise de variancia

F para tratamentos 5,8%
F para amostras 16,7%
F para interacao tratamentos x amostras 2,5 n.s.

C.V. = 12,7%

Teste Tukey

Tratamentos Amostras
A = 31,65 a Amostra 1 = 39,11 a
s = i ;
D,M,S, = 2’25 AfﬁOSt,a 4‘ - 3-;00 d
5 29 07 b Amostira 6 = 29,49 b D.M.S. = 5.77
- ? Amostra 3 = 28,64 h ¢
Amostra 2 = 28,04 ¢
Amostra 5 = 22,89
5.2.2 - Tratamento A (testemunha) x Tratamentc C (2 meses apds
PEe)

Pela analise de variancia conclui-se que os tratamentos
nao diferiram estatisticamente, mostrando que o armazenamento das Semen-

tes durante 2 meses apos a eimbebicac em PEG conduziu a valores de germi-

el
e



na¢ao iguais aos de sementes normais (testemunha); pelo Teste de Tukey
&

. . £ . -
verifica-se que as amostras 1,3 -~ 4 foram superiores a amosira 5,
A

Analise estatistica - Germinaciao em arcosen %

Analise de variancia

F para tratamentos 3,7 n.s,
F para amostras - 20 ,5%

F para interacao tratamentos x amostras 3,8 n.s.
C.v. = 9,9%

Teste Tukey para amostras
Amostra 1 = 38,52 a
Amostra 3 = 32,62
Amostra 4 = 31,30
Amostra 6 = 30,78
2
5

D.M.S. = 4,58

Amostra = 27,74

= 23,87

O o o oroor
a0 o0

Amostra

5.2.3 - Tratamento B (imediatamente apds PEG) x Tratamento C

(2 meses apds PEG)

Pelo Teste de Tukey verifica-se que o tratamento ¢ foi

superior ao tratamento B, mostrando que o periodo de 2 meses de armazena
mento a 100C foi benefico as sementes com relacado aos resultados obtidos
com amostras coletadas imediatamente apos a embebicdo em PES; observa-se

tambem que as amostras 1,6, e 4 foram superiores a amostra 5.

- - R . - _\j '
Analise estatistica - Germinagao em arcosen %

Analise de variancia

F para tratamentos 22,0%
F para amostras 20 ,6%*
F para interacao tratamentos x amostras 0,1 n.s.

C.Vv. = 10,6%
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Teste Tukey

Tratamentos Amostras
C = 31,62 a Amostra 1 = 36,40 a
t 6§ = 3 5
D.M.S. = 1.87 Amostra 2,55 a b

Amostra 4 = 31,34 b ¢ D.M.S. = 4,66
B = 27,41 b Amostra 3 = 27,94 b c

Amostra 2 = 26,78 ¢

Amostra 5 = 22,08 d

Pela Féguka 13 observa-se que o total de germinacio foi
obtido aos 21 dias para todos os tratamentos. Pela analise estatistica
dos coeficiente de velocidade de germinacao, apresentada a seguir,obser-
va-se que apos 2 meses de armazenamento a 100C (tratamento C) ocorreuy
um aumento na velocidade de germinacao, comparando-se com as sementes

sem embebicao em PEG-6000 (tratamento A).

Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinaciao

Analise de variancia

F para tratamentos 5,0%
C.V. = 14,6%

Teste Tukey

Tratamento C 24,4 g
Tratamento B 23,2 a b D.M.S. = 4,9
Tratamento A 18,8 b

C - SUBSTANCIAS DE CRESCIMENTO ENDUGENAS

Nesta etapa do trabalho foram analisados os efeitos de aplica -
cao de substancias reguiadoras de crescimento na velocidade e total de
germinacao de sementes de capim-coloniao, bem como os resultados da ex -
tracao, fracionamento e detec¢ao de substancias de crescimento naos croma
togramas obtidos a partir de fracGes dcidas, basicas e neutras provenien

tes de amostras dessas sementes.
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1 - Efeito da aplicacdo de GA3 , 6-BA e ETREL nas sementes

Pela analise estatistica dos resultados, apresentada a se -

guir em valores de arco senV % germinacac, nota-se, pelo Teste de
Tukey, que os tratamentos usando GA3z nao diferiram entre si, mas foram

estatisticamente superiores aos demais, que se mostraram iguais ao con -
trole em agua. Portanto, parece provave] que a dormencia das sementes
seja eliminada pela acao de GA3 sobre possiveis inibidores de germina -

cao.

Analise estatistica - Germinac3o em arco senV ya

Analise de variancia

F para tratamentos 9,9%
F para amostras 296,2%
F para interacao tratamentos x amostras - 3,3%
C.Vv. = 10,4%

Teste Tukey para tratamentos

GA 107 °M 41,49 3
Ga 1074w 39,83 a
Controle em agua 33,76 b
6 - BA 107 °M 33,47 b D.M.5.(5%) = 5,54
Etrel 6 ppm : 33,25 b
6 - BA 107 %M 31,66 b
Etrel 60 ppm _ 31,08 b

Os resultados de velocidade de germinacio sio apresentados
na Figura 14, onde se observa que o total de germinacao foi alcancado aos
20 dias para todos os tratamentos., Pela andlise estatistica apresentada
a seguir em coeficientes de velocidade de germinacio hota-se que naoc

ocorreram diferencas significativas entre as velocidades de germinacao

dos tratamentos.
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Analise estatistica - Coeficiente de velocidade de germinacao

F para tratamentos 1,0 n.s
C.v. = 15,7%
2 - Aplicacao de acido abscisico nas sementes
Pelos resultados cbtidos, expressos no Quadro 5, observa-
se que todas as solucOes de ABA testadas mostraram-se eficientes na

inibicao de germinacido de sementes intactas e escarificadas.

Quadro 5 ~ Efeito da aplicacdo de soluclOes de acido abscisico (ABA) na

germinacac de sementes de capim-colonizo.

Amostras Germinacao (%)
Amostra 1980 Amostra 1981
Tratamentos Intacta Escarificada Intacta Escarificada
- Agua 6 4 28 40
ABA 10-3M 0 0 0
ABA 10- %M 0 0 0 0
ABA 107 °M 1 ] ] ]

pela leitura

Inibicao de germinacio de sementes de alface por fracdes

dcidas

Pelos resultados apresentadosno Quadro 6 verifica-se que,

apos 48 horas, as fracbes acidas das amostras

induziram

inibicao na germinacdo; entretanto, na leitura apos 120 horas, verifi-

ca-se gue a inibicao ocorreu somente na fracio acida da amostra

de |

1981, Justamente a que apresentava baixa incidéncia de dormencia,
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Quadro 6 - Inibicao de germinacao de sementes de z]1face por frag¢ces aci-

das extraidas de amostras de sementes de capim-coloniao

Germinacao
Amostras
48 horas 120 horas
Amostra 1980 14 96
Amostra 1981 : 19 56
Controle a7y 99
4 - Extracao de sementes intactas e escarificadas

Pela analise dos resultados de extracdo apresentados no Qua
dro 7 verifica-se que os pesos iniciais das amostras de sementes extrai-
das foram diferentes, pelo fato de que as sementes escarificadas do tra-
tamento A (Testemunha) e as sementes do tratamento 3 (imediatamente apos
embebicaoc em PEG) estavam ainda Umidas por ocasiao da pesagem e extracao,

devido a escarificacdo quimica com HoS0s concentrado e 3 embebicio em 50

Tucao osmotica de PEG-6000, respectivamente; este & o motivo pelc qual os

resultados de RE (Residuo de Extracdo para estes casos nio se mantive -

PI (Peso Inicial) ram constantes em torng de 80%.

Quadro 7 - Resultados de extracao de amostras de sementes de capim-coloniao
Aiostras.| Tratamentos Peso inicial (g) |Residuo extracdo (g) RE/PT (%)

- A B C A B C A B C
Amostra Intacta 5,00 6,75 | 3,40 4,01 2,73 | 2,65 80,2 | 40,4 77.9
1 Escarificada | 5,50 4,51 3,11 3,051 2,51 2,49 55,5 | 55,7 80,1
Amostra Intacta 5,00 2,99 | 5,000 4,07 | 4,69 3,93 81,4 | 46,9 78,6
2 Escarificada| 5,50 8,70 { 5,00 2,99 ¢ 4,701 4,06 54,4 0 54,0 81,2
Amostra Intacta 5,00 8,99 | 5,00| 4,06 3,831 3,88 81,2 | 42,6 77,6
3 Escarificada| 5,50 8,07 | 5,00 3,10 4,251 3,94 56,4 | 52,7 78,8
Amostra Intacta 5,00 8,57 5,00 4,16 3,59 3,80 83,7 41.9 76,0
4 Escarificada] 6,50 8,13 ] 5,000 3,98 4,271 4,05 61,2 | 52,5 81,2
Amostra Intacta 5,00 7,06 | 4,967 4,20 4,05] 4,07 84,0 | 57,4 81,9
5 Escarificadal| 5,50 7,72 1 5,000 4,451 4,911 4,15 68,5 | 63,6 83,0
Amostra Intacta 5,00 9,21 5,000 3,96 | 4,341 4,05 79,2 10 47,1 81,0
6 Escarificada | 5,50 7,19 1 5,00 3,26 | 4,46 4,10 59,3 1 62,0 82,0
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Deste modo, para contornar esse problema, deverao ser utiti
zados os valores de residuc de extracdo para comparacio dos resuitados
obtidos apds a deteccio de substincias reguladoras de crescimento pre -

sentes nas fracoes acidas, basicas e neutras.

5 - Deteccao de substancias promotoras nos cromatogramas

Sao apresentados a seguir os resultados obtidos em ativida-
de promotora tipo giberelinica ou citocininica, detectados através dos
biotestes de alongamento no hipocdotilo de alface e de aumento do peso
fresco de cotiledones de rabanete, respectivamente, em regices dos cro-
matogramas previamente definidas em experimentos preliminares. -Sao ana
lisados isoladamente os resultados para fracoes Scidas, neutras e basi-
cas provenientes de seis amostras de sementes intactas e escarificadas

de capim-coloniao, ano 1983, normais e apos embebicdo em PEG-6000.

5.1 - Fractes acidas

5.1.1 -~ Testes preliminares

Pelos resultados dos testes de inibicasc de germinacao
de sementes de alface, observa-se pela Figura 15 que a maior incidéncia
de inibicao acha-se nos Rfs 0,4 - 1,0, sendo os maiores pipos para se -
mentes escarificadas nos Rfs 0,4 - 0,6 e para sementes intactas nos
Rfs 0,7 - 0,9.

Pelos resultados do bioteste de alongamento do hipocoti
lo de aiface, observa-se na Figura 15 regioes de atividade promotora nos
Rfs 0,0 - 0,6 e regices de atividade inibidora nos Rfs 0,6 - 1,0. Consi
derando-se que sob este sistema de solvente as substancias com ativida-
de giberelinica situam-se na regiao dcs Rfs 0,4 - 0,5 e tambem que subs-

tancias inibidoras tipo ABA situam-se nos Rfs 0,7 - 0,9 decidiu -

/8
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se com base nos resultados apresentados nas Figuras 15 e 16, que 0s
cromatogramas desenvolvidos a partir de fracbes dcidas das amostrac de
sementes seriam biotestados para subst3incias tipo.giberelinas somente

na regiao dos Rfs 0,0 - 0,6.

5.1.2 - Amostras de sementes com alta dorméncia

Na Figura 17 s3o apresentados os resultados para as
fracoes acidas provenientes de sementes intactas e escarificadas com al-
ta dormencia (Amostras 1 e 6).

0s resultados para sementes normais {sem embebicao em
PEG-6000) estao na Figura.17.a, onde se observa uma diferenca em ativida
de giberelinica na regiao dos Rfs'0,3 - 0,4, sendo maior para semantes
intactas; nota-~se tambem alta atividade giberelinica nos Rfs 0,4 - 0,6 ,
para os dois tratamentos. Na Figura 17"b'nota~se, para sementes imediata
mente apds embebicdo em PEG-6000, uma regido de diferente atividade gibe
relinica nos Rfs 0,5 - 0,6, sendo maior para sementes escarificadas. HNa
Figura 17.c observa-se a ocorréncia, para sementes apos 2 meses de embe-
bicao em PEG-6000, de reqides com diferentes atividades giberelinicas
nos Rfs 0,1 - 0,2 e nos Rfs 0,5 - 0,6, sendc maiores para sementes esca-

rificadas; nota-se tambem alta atividade giberelinica nos Rfs 0,0 - 0,7

e nos Rfs 0,3 - 0.4 para o0s dois tratamentos.

5.1.3 - Amostras de sementes com baixa dorméncia

Na Figura 18 sao apresentados os resultados para as
fracoes acidas oriundas de sementes intactas e escarificadas com baixa
dormencia (Amostras 2,3,4 e 5). Verifica-se, através das Figuras 18.a
18.b e 18.c que nao foram detectadas regides com diferenca em atividade

giberelinica entre os tratamentos, para as sementes normais e apos embe-

bicao em PEG-6000.
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5.1.4 - Comparacao entre amostras com alta e baixa dorméncia

0Os valores medios totais obtidos para fracoes acidas
oriundas <e sementes intactas e escarificadas com alta e baixa dormen -
cia sao apresentados na Figura 19. Pela Figura 19.a verifica-se uma re-
gido de diferente atividade giberelTnica nos Rfs 0,3 - 0,4, sendo maior
para sementes intactas com alta dorméncia. Na Figura 19.b detectaram-se
duas regices de diferentes atividades giberelTnicas nos Rfs 0,3 - 0,4 e

nos Rfs 0,5 - 0,6, sendo maior para sementes escarificadas com alta

dormencia.

5.2 - Fracdes neutras

5.2.1 - Teste preliminar

Pela analise dos resultados de alongamento do hipocotsi

lo de alface apresentados na Figura 20 nota-se a ocorrencia de ativida-
de tipo giberelinica na regido dos Rfs 0,0 - 0,5 bem como atividade
inibidora na regiao dos Rfs 0,5 - 1,0. Deste modo, adotando-se ¢ mesmo
criterio usado para as fracoes acidas, decidiu-se gue os cromatogramas
desenvolvidos a partir de fracdes neutras das amosiras de sementes se -

riam biotestados para substancias tipc giberelinicas somente na

regiao
dos Rfs 0,0 - 0,6.
5.2.2 - fAmostras de sementes com alta dorméncia
Na Figura 21 sao apresentados os resultados para as
fracoes neutras provenientes de sementes intactas e escarificadas com

alta dormencia (Amostras 1 e 6). -

Os resultados para sementes normais {sem embebicioc en

PEG-6000) estao na Figura 21.a, onde se observa uma diferenca em ativida
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de promotora nos Rfs 0,4 - 0,5, sendo maior para sementes escarifica -
das; na Figura 21.b verifica-se que, imediatamente apds embebicio das
sementes em PEG-6000, ocorreu uma regido de diferente atividade promo -
tora nos Rfs 0,1 - 0,2, sendo maior para sementes intactas. Pela Figura
21.c nota-se que, apos 2 meses da embebicio das sementes em PEG-6000

detectou-se uma regiao com diferente atividade promotora nos Rfs 0,4 -
p

0,5, sendo maior para sementes intactas.

5.2.3 - Amostras de sementes com baixa dorméncia
Na Figura 22 sao apresentados o0s resultados nara as
fracoes neutras provenientes de sementes intactas o escarificadas com

baixa dormencia (Amostras 2,3,4 e 5}). Nota-se pelas Figuras 22.a, 22.b
e 22.c que nao ocorreram regides com diferencas em atividade promotora

entre os tratamentos, para as sementes normais e apds emhebicio em PEG-

6000.

5.2.4 - Comparacao entre amostras com alta e baixa dorméncia

Os valores medios totais obtidos para fracoes neutras
provenientes de sementes intactas e escarificadas com alta e baixa dor-
mencia sao apresentados na Figura 23. Pela Figura 23.a verifica-se uma
regiao de diferente atividade promotora nos Rfs 0,3 - 0,4, sendo maior
para sementes com alta dormencia; entretanto essa diferenca proven
mais da atividade inibitoria das sementes com baixa dorméncia do que
uma atividade promotora propriamente dita. Pela Figura 23.H nota-se que

nao foram detectadas diferencas em atividade promctora em sementes es -

carificadas.

5.3 - Fracoes basicas
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5.3.1 - Teste preliminar

Pela analise dos resultados de aumento de peso  fresco
de cotiledones de rabanete apresentados na Figura 24, verifica-se que
houve atividade promotora para citocininas na regiiao dos Rfs 0,1 - 0,5 s
comprovando assim o0s resultados obtidos com o reagente de Wood. Deste
modo, adotando-se o mesmo criterio usado para as fracdes acidas e ney -

tras, decidiu-se gue o0s cromatogramas desenvolvidos a partir de fracoes

basicas de amostras de sementes seriam biotestados para substancias ti-

po citocininas somente na regiao dos Rfs 0,1 - (,5.
5.3.2 - Amostras de sementes com alta dorméncia
Os resultados para as fracOes basicas provenientes de

sementes intactas e escarificadas com alta dorméncia {(Amostras 1 e 6)sdo
apresentados na Figura 25. Observa-se pelas Figuras 25.a, 25.b e 25.¢
que nao foram detectadas regides com diferencas em atividade citociny -
nica entre os tratamentos, para as sementes normais e apds embebicido em

PEG-60090.

5.3.3 - fwostras de sementes com baixa dormencia

Cs resultados para as fracoes basicas srovenientes de

sementes intactas e escarificadas com baixa dorméncia {Amosiras 7 .
4 e 5) sao apresentados na Figura 26 . Pela Figura ?26.a observa-se

que, para sementes normais, sem embebicao em PEG-6000, nao foram de -

[g4]

i

tectadas diferencas em atividade citocininica entre os tratamern.os
Pelas Figura 26.b e 26.c observa-se que, apos embebicdo em PEG- 6000
ocorreram diferengas estatisticas ' nas regioes dos Rfs

0,7 - 0,2 e dos Rfs 0,2 - 0,3 , respectivamente, sendo maior Dara

sementes intactas, entretanto, isso naoc foi devide a diferenca em aﬁi
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vidade citecininica propriamente dita.

5.3.4 - Comparacao entre amostras com alta e baixa dormencia

Os valores medios totais obtidos para fracdes basicas
provenientes de sementes intactas e escarificadas com alta e baixa dor-
mencia sao apresentados na Figura 27. Pela analise das Figuras 27 .a e
27.b nota-se que nao foram detectadas regides com diferencas em ativi -

dade citocininica em sementes intactas e escarificadas,respectivamente.

6 - Determinacao de ABA por espectroscopia

Para essa determinacao detectou-se inicialmente, em espec-
trofotometro VARIAN a.EBDnm, as absorbancias de eluatos de fragoes aci-
das provenientes das seis amostras de sementes, ano 1983. A seguir com
essas absorbancias foi feita uma curva padrioc de ABA (Figura 28) e
entao calculado o eguiva?ente de ABA por grama de sementes da amostra .
Esses resultados podem ser observados no Quadro 8, onde dao observa uma
tendencia de reducao de valores medios de ABA a partir do tratamento A
para os tratamentos B e C (ap0s embebicio eﬁ PEG-6000).

Peis analise estatistica dos resultados, apresentada a
seguir agrupandc-se as sementes com alta dorméncia (Amostras 1 e 6) e

baixa dormencia (‘mostras 2, 3, 4 e 5) observa-se que:

a) as quantidace ejquivalentes de ABA/g de sementes nao diferiram es -

tatisticamenie para sementes intactas e escarificadacs, bem como pa
ra os tratawentios A, B e C [sementes normais, imediatamente apos
e 2 meses ancs embebicdo em PEG-3000, respectivamente);

b) as sementes com alta dorméncia apresentaram quantidade equivalen -

te de ABA/g de semente estatisticamente superior 3 obtida para
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Quadro 8 - Resultados em equivalentes de ABA por grama de sementes de-
tectado por espectroscopia a 230 nm em amostrs de sementes
de capim-coloniao. Amostras 1 e 6 - Alta dormencia

Amostras 2, 3, 4 e 5 - Baixa dormencia

Equivalente de ABA por grama de. sementes
Amostras Tratamento A Tratamento B Tratamento C

(sem embebicdo emPEG) (mediatamente apos em[(Z meses apésenbe-

' bebicao em PEG) bicao com PEG)

. Intacta 2,69 . 107M 4,37 . 107 2,63 . 107°M

Escarificada 5,79 . 10-5M 5,81 . 10-5M _ b,0d . ]0”6M

2 Intacta 1,24 . 10" 2,16 . 107 3,80 . 1075

Escarificada 4,33 . 1075 3,03 . 10-5y 3,60 . 100y

3 Intacta 1,13 . 1075 8,02 . 10-bw 9,67 . 10-%m

Escarificada 1,12 . 70-5M 1,88 . 10-6M 9,54 . 105y

4 Intacta 6,74 . 10-6M 5,57 . 10-6y 5,84 . 10-by

Escarificada 1,63 . 10-6y 6,27 . 10-0y 6,97 . 105y

5 Intacta 3,73 . 10-By 5,74 . 10-fm 4,36 10-6y

Escarificada 3,42 . 10-6M 3,19 . 10-6M 9,36 10-6M

6 Intacta 4,37 . 10-by 5,35 . 106y 8,04 10-6y

Escarificada 4,98 . 10-5M 6,37 . 10-6M 5,11 10-5M
Valores Madios 1,939 . 10-5M 1,480 . 10-5m 8,217 . 1075
(0,57 ng/100 mg) (0,39 ng/100 mg) (0,21 ng/100 mg )




sementes com baixa dormencia

Analise estatistica

Analise de varidncia

F para tratamentos (intacta x escarificada)
F para epocas (tratamentos A, B e C)
F para amostras (alta e baixa dormencia

Teste Tukey para amostras

Alta dorméncia © 2,49 . 10°°M a
(0,66 ng/100 mg ) D.M.
Baixa dorméncia : 0,87 . 10°%M b

(0,23 ng/100 mg )

99,

5.

2,09 n.s.
1,96 n.s.

10,77

9,55

10-6M



IY - DISCUSSEAQ

0 desenvolvimento de uma tecnica adequada para acelerar e uni -
formizar a germinacao de sementes de capim-colonido, atraves de osmocon-
dicionamento em solucao de PEG-6000, foi o objetivo principal deste tra-
balho. Na fase inicial efetuaram-se testes visando-se obter a maxima ger
minacao dessas sementes; em seguida foram determinadas as melhores condi
coes para a inibicao osmotica de germinacio; e,finalmente, procedeu-se a
extracao e detec¢ao de substancias de c¢rescimento endogenas. Todos 0s
experimentos foram conduzidos de modo sequencial, sempre se baseando nos
resultados anteriores. Foi adotado como parametro do maximo de germina -
cao a viabilidade detectada pelo teste de tetrazolio, que ja tem uma me-

todologia especifica e confiavel para essa especie vegetal.

Na analise do efeito de luz e de escuro na germinacao, o trata-

mento usando-se luz branca e 25¢C-constante conduziu aos melhores resyl-

tados, igualando-se aos do teste de tetrazolio (Figura 1); entretanto

2
esses dados estao em desacordo aos obtidos por SHIMIZU (1%79) em espé -
cies de Panicum, gue mostram a inibicdo de germinacac pela luz sob tempe

raturas constantes e alternadas. A eficiencia do tratamento dea 250C~ luz

branca foi confirmada no teste sobre os efeitos de temperaturas constan-

tes, mas nesse caso oS valores obtidos foram infericres aos do teste de

tetrazolio.

As alterrincias de temperaturas nao apresentaram unm

Ll

renciador na germinacao e tambem nio foram eficientes para ztingir os va
lores do teste de t2frazolio. Esses resultados, entretanto,

mam aqueles obtides por JOHNSTON e TATTERSFIELD (1971) e MARTY ¢ BUTLER

i

{1975) em sementes de Panicum maximum Jacg., quando ocorrerom efeitos

beneficos na germinacdo com a alternancia de temperaturas. Segundo

TOTTERDELL e RCOBERTS (1981), a alterniancia de temperaturas & um fatoar

complexo englobanrdo no minimo nove parametros: temperaturas superior, 1in



ferior e sua amplitude de variacao, *tempo de duracio dessas temperatu

ras, velocidades de aquecimento e resfriamento, numero de ciclos e tempo

apos a embebic¢do, quando os ciclos comecam; no entanto ainda niao esta

bem esclarecido se as alternancias de temperaturas causam o término da

dormeéncia ou se outros aspectos da fisiolegia da germinacio e crescimen-

to estao envolvidos.

Pelos resultados de germinacio sob temperaturas constantes e

alternadas verificou-se que o teste padrao prescrito pelas Regras nara

Analise de Sementes estava incorreto, pois sempre conduziu aos valores

mais baixos; alem disso todos os demais tratamentos foran ineficisntes
para se iguatlar aos valores do teste de tetrazolio, surgindo assim a hi-

potese da ocorréncia de uma possivel dormeéencia, que ja foi abordada em

cultivaresde Panicum maximum Jacq. por SMITH (1979%) e HARTY et al {1983)

e especificamente em capim-colonido por BACCHI (1957) e USBERTI (1982).

A escarificacao das sementes <= capim-coloniao com H2S04 cencen

trado comprovou a existencia de um tipo indeterminado de dorméncia, DOisS

resultou em aumentos significativos ra velocidade e total de germinacao,

em concordancia com os resultados obtidos em sementes de Fanicum maximum

Jacg. por HANSSEN & NICHOLS (]965) e SMITH {1971). No entanto, o

modo

de acao do acido permanece indefinide, existindo varias hipiteses: elimi

nacac de glumas. lemas e paleas {barreira mecinica); oxid:

5o, decomposi

C30 Ou remogdo nacinica de inibidores ou entio modificacin na Tema =
palea (TISCHLER = YOUNG, 1983); fragmentacao dos tegumentcs por rapida
dessecacao, permitindo a passagem de oxigenio ao embriio [DURAN e
TORDOSA, 1885},
A escar®Ticacao manual conduziu a resd?tadas de velocidade

de germinznis superior acs de escarificacao quimica devido a
nao danificar ti=%c as sementes e tambénm porque, segundo ZAITH (1371)
deve haver um esfigio critico no gqual o efeito positivo d» remocio de

giumas e paleas pclo acido & contrabalancado por seu efeito

prejudicial
em erodir o florcte fertil, danificando o meristema no oariops

=]
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0 tratamento das sementes de capim-colonido com o fungicida
PCNB aumentou o total de germinacao em relacdo ao teste padrio, mas de -
ve-se ressaltar que este & conduzido sem o defensivo e também que nessas
sementes e muito usada a "colheita no cnao", gue acarreta diferentes in-
tensidades de infestacao de fungos nas mesmas.

Em todos os testes verificou-se que o total de germinacio foi
alcancado no prazo maximo de 21 dias, demonstrando assim gue o pericdo
de 28 dias prescrite para o teste padrdo @ excessivo. Resuitados seme -
lThantes foram obtidos por HARTY et al (1983), mostrando que a maioria

das amostras de Panicum maximum Jacq. alcancam 80% do¢ total de germina -

cao aos 7 dias, 90% aos 14 dias e 100% aos 21 dias.

Na segunda fase do trabalho foram determinadas as melhores con-
dicoes para a inibicao osmotica de germinacao das.sementes em solucdo de
PEG-6000. Inicialmente, atraves de teste de germinacio e de embebicac
em agua destilada, estabeleceu-se que o inTcio da germinacao visivel
ocorreu a partir de 48 horas, com o teor de umidade das sementes em tor-
no de 80% (Tabela 1), parametros esses usados como refersncia nos testes
seguintes envolvendo temperaturas e periodes de tempo.

Os tecores de umidade de equilibrio das - . “ntes intactas, apos
embebicao durante 48 horas em solugdo de PEG-6000 sob 150C, 200( e 250(C,
variaram de acordo com essas temperaturas (53,7%, 55,97 e 68,5%, respec-
tivamente), devido 2 alteracdo no potencial osmdtico da satlucao, que

pode ser comprovacda pela formula de MICHAEL e KAUFK

(1273); entretan-
to, esses valores ostao abaixo do indice de 80% necessirio para a germi-
nacao visivel, danpdo assim uma boa margem de seguranca ao csmocondiciona
mento.

Com base nos resultados de total e velocidade de cerminacao deQ
terminou~-se que a methor temperatura para embebic3o de sementes intactas
em solucao de PEZ Toi 250C (-9,5 bars) e esta foi a upior nara sementes

escarificadas (a melhor foi 150C = -11,0 bars) e vice-

e
ol
3
[
oo

;2. Uma possi -

vel explicacao pode ser encontrada em WAGGONER e PARLANGE (1978), gue
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mostraram qgue o padrac inicial de absorcio de agua pelas sementes apre -
senta tres caracteristicas: a) uma frente nitida separandc partes Umidas
e secas na semente; b) entumescimento continuo assim que a agua alcanca

novas regioes; c) aumento no conteUdo de dgua nas regices umedecidas

Assim sendo, considerando-se que a determinacdo do teor de umidade englo

ba toda a semente, sem especificar as partes umedecidas e também que a
escarificacao quimica torna os tegumentos mais permeaveis, conclui- se
que as sementes escarificadas tem uma maior velocidade na absorcio de

agua e umedecimento interno, o que faz com que ¢ teor de equilibrio de
53,7% com a sclucao de PEG seja suficiente para embeber areas vitais pa-
ra o osmocondicionamento, enquanto que para sementes intactas torna- se
necessario um teor de 68,5%.

Os parametros definidos para inibicio osmotica de sementes de
capim-coloniao em solucdo de PEG foram: periodo de 7 dias, armazenamen
to durante 2 meses apos o condicionamento e temperaturas de embebicao de
250C e 150C para sementes intactas e escarificadas, respectivamente, 0

armazenamento durante 5 meses foi descartado pelos result~dos conflitan-

tes que apresentcu para sementes intactas {foi indiferente) e sementes
escarificadas (foi prejudicial), talvez explicado pela quehra natural
de dormencia das sementes intactas durante 0 armazenamento, dormencia

esta que nao mais existe em sementes escarificadas.
Em sementes intactas o osmocondicionamento acarretoy aumentos
na velocidade e total de germinacao. Muitos trabalhos indicaram melho -

rias na velocidade e uniformidade de germinacio apos osmocondicionamento

em PEG, como ja ¢ observou em sementes de Cyclamen persicum L. (HEYDECKER
e WAINWRIGHT, 1970, aveia e trigo (AKALEHIYWOT e BEWLEY, 1977), cherivia
(GRAY e STECKEL., 7977), tomate (RUMPEL e SZUDYGA, 1978}, =scia (KNYPL e
KHAN, 1981), salsa (ELY e HEYDECKER, 1981), gramineas forrageiras
(ADEGBUYI et al, 1981) e aipo (SINGH et al, 1885); entretarto poLCOS

trabalhos citam cumentos no total de germinacio ou emergercia de radicu-

a3

las, como ja ocorveu em sementes de cenoura (SZAFTROWSKA ot ai, 1981) e
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Pinus elliotti (HARIDI, 1985). Deste modo, acredita-se que o aumento no
total de germinacao de sementes intactas de capim-coloniio foi devido 3
quebra de dormencia durante o osmocondicionamento e tambem durante 0
armazenamento seco.

Em sementes escarificadas o osmocondicionamento conduziu a
aumentos na velocidade e uniformidade de germinac¢aoc mas acarretou uma
reducao no total de germinacao que, no entanto, retcrnou ao valor ante -
rior apos secagem e armazenamento durante 2 meses. Estes resultados sao
semelhantes aos obtidos em sementes de aipo por SINGH et al {1985), que
apresentaram reducao no total de germinacao apos osmocondicionamento se-
guido de secagem e armazenamento durante 2 dias, retornando ao normal
dal em diante.

Muitas hipoteses tem sido levantadas para explicar o0 mecanismo
fisiologico do osmocondicionamento, dentre as quais tem-se: ativacao de
gsterases e fosfatases acidas que participam na mobilizacZo de reservas;
aumento na capacidade de sintese de RNA e proteinas necessirias para ra-
pida diferenciacao e crescimento celular; restauracao na estrutura de
membramas celulares perdida durante a secagem da semente madura; aumento
na permeabilidade de metabolitos a serem usados nos processocs de germina
cao e crescimento (KHAN et al, 1978; COOLBEAR et al, 1980; KuYPL e
KHAN, 1981; SZAF:iROWSKA et al, 1981).

A aplicacao de substancias reguiadoras de crescimento nas semen
tes intactas nao acarretou aumento na velocidade de germinacac; entretan
to, as solucoes de GA3 tiveram um efeito estimulante nitido ro total de
germinacéo, o que ja e um fato bastante comum na literatura para semen -
tes ddrmentes ou nao (JONES e STODDART, 1977). As solugdes axngenas da
ABA mostraram-se eficientes na inibicio de germinagao de sementes intac-

tas e escarificadas, sendo que a solucio de ABA 10~ M pareca ser a ¢on -

centracao Timite a partir da qual dimirui a inibicao de govminacao. 0
modo de acao de ALA ex0geno @ a inibicdo de aumento de atividade de va -
rias enzimas envolvidas na germinacido e tambem a inibicin ce traducio
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a partir do mRNA (WALTON, 1980/81). Entretanto, o ABA & um forte inibi-
dor de alongamente celular, sendo dific¢il separar seus efeitos diretos na
elongacao da radicula dos seus efeitos em processos especificos de germi

nacao. (BEWLEY e BLACK, 1982).

As atividades promotoras tipo giberelinica ou citocininica fo -
ram detectadas somente em regidoes dos cromatogramas definidas em biotes
tes preliminares. Para fracoes acidas verificou-se que em amostras com
alta dormencia, as sementes intactas normais tem maior atividade gibere-
1inica do que as escarificadas, mas estas invertem a situacao apos osmo-
condicionamento em PEG; isto poderia ser expticado peio aumento na per -
meabilidade dos tegumentos pela acao do H2S504 e consequentemente maior
ativacao nos processos bioquimicos ligados a producdo endogena de gibere
linas. Numa analise geral, as amostras com alta dormencia apresentam
maior atividade gibere17nica do gque as de baixa dormencia, tanto para se
mentes intactas como para escarificadas.

Nas fracoes neutras e basicas das amostras de sementes nioc fo -
ram detectadas diferencas em atividade de promotores neutros ou do tipo
de citocininas, respectivamente, demonstrando assim que essas substan -
cias nao estao envolvidas nos processos de dormancia e osmocondicionamen
to em sementes de capim-coloniao. Deste modo fica evidenciado que nessas
sementes 0 controle de dormencia ou germinacdo nido & exercido por uma
interacao hormonal segundo modelo proposto por KHAN (1975), no gual as
giberelinas, acido abscisico e citocininas tem papeis principal, preven-
tivo e permissivo, respectivamente.

Na deteccao de acido abscisico as leituras no espectrofoidmetro

L )

tiveram que ser encvadradas, por concentracido ocu diluicio das solucoes

*

na faixa de absorbancia entre 0,212 e 0,520, para posterior quantifica -

cao atraves de curva padrdao em equivalentes de ABA por grama de sementes
(Figura 28 e Quadro 8). 0s valores médios de ABA detectados foram
1,939 . 107 %y (0.51 ng/700 mg), 1,48 . 105y (8,39 ng/ 100 waq) 2
1.822 . 10"6M (0,05 ng/100 mg), para sementes nﬁrmais, imediatamente
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apos e 2 meses denois de osmocondicionamento en PEG, respectivamente

Estes resultados estdo de acordo com os obfidos apos aplicacio exogena
de ABA as sementes, que mostrou que a solucao de ABA 10-° é 0 Timite
minimo para inébicgq de germinacdo, mas sao inferiores aos referentes 3
sementes dormentes de alface (12 ng/138% mg: BRAUN e KHAN, 1975),Fraxinus

americana (45 ng/100 mg: SONDHEIWMER et al, 1968) e Acer saccharum

(82,6 ng/100 mg: WEBR et al, 1873).

A Tocalizacdo de ABA na semente e importante para o esclareci -
mento da dormencia; em sementes de avelda a maior parte dele encontra- se
no pericarpo e testa, cuja remocac permite a ocorrencia da germina -
cao (ROSS, 1984). Em sementes de capim-coloniao a escarificacao aquimica
nao reduziu o nivel endogeno de ABA e, deste modo, pode-se tevantar
duas hipoteses: a) o modo de acio do H2504 na liberacdo da dorméncia pa-
rece ser devido ao seuy rapido poder dessecante, que fragmenta os tegumen
tos permitindo a pPassagem de oxigenio ao embriao, de acordo com DURAN
e TORTOSA (1985); b) a maior parte do ABA enddgeno deye se encontrar
no cariopse.

As amostras de sementes de capim-colonido com al=a dormencia

apresentaram niveis endogencs de promotores acidos tipo giherelina e deo

0 Ccon-

L

ABA superiores zos de amostras com baixa dormencia e, deste modo,

trole de dormencia oy germinabi%idade parece ser func¢ao dessas substan

cias reguladoras de crescimento, sendo que a Tiberacao d2 dormdncia  ni
dependeria de uma reducioc no n?ve? de ABA mas, conforme BLACK (19807817,
gocorreria por um aumento no nivel de promotores, sendo uma evidencia

para isso o estimulo de germinacio ocorrido apos apliicacac exdcoena de

L&

solucao de GA3. Por outro tado, o efeito positivo do osmocondiciconamento

LR

tambem poderia sor explicado, para as amostras com alta dormencia, por
um aumento no nivel endogeno de promotores acidos apds s embebicdo e

sclucao de PEG, cnmo Deorreu para as sementes escarificadas.
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¥ - RESUMO

Estudaram-se os efeitos de embebicao em solucac osmotica de
PEG-6000 na velocidade e total de germinacdo de sementes de capim-colo -

niao {Panicum maximum Jacg.). Foram analisados os efeitos de Tuz, tempe-

ratura, escarificacdes manual e quimica (HpS$04) e tratamento com fungi-
cida na germinacao das sementes, bem como as possiveis alteraches nos
niveis hormonais endogenos em amostras de sementes com alta e baixa dor-
meéncia, antes e apds osmocondicionamento.

0 tratamento usando 250C-luz branca conduziu as maiores porcen
tagens de germinacao nos testes de temperaturas constantes e de luz e
escuro, igué}ando~se aos valores obtidos no teste de tetrazolio. As al -
ternancias de temperaturas ndo mostraram efeito positivo na germinacao
e nem ating{ram 0os indices de viabilidade alcancados no teste de tetraz§
1io. A apliicacao de fungicida PCNB aumentou a porcentagem de germinacdao,
mas reduziu a sua velocidade.

As escarificacoes manual e quimica aumentaram a velocidade e
0o total de germinacao das sementes, sendo que para a escarificacao qu?mi
ca a melhor metodoliogia foi a permanéncia das sementes en H2S50g4 durante
5 minutos, seguida da germinacaoc das mesmas sob alternancia de 15-350C a
250C-constante, para sementes frescas e ap0s um ano de armazenamento aber
to, respectivamente.

Em todos os experimentos o total de germinacio foi obtido no
prazo maximo de 21 dias, enquanto que o teste padrao, que prescreve um
pericdo de 28 dias, sempre revelou valores mais baixos do que os observa
dos nos demais tratamentos,

Durante a embebicac das sementes em solucio osmotica de PEG 3
temperatura teve efeito direto nos teores de umidade de equilibrio, 95
quais alcancaram 53,7%, 55,9% e 68,5% sob 150C, 200¢ eIESOC, r;spectiva-

mente. As melhores condi¢oes para o osmocondicionamento foram: solucao
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osmotica com 288g PEG-6000/1itro de agua e 7 dias de embebicido a tempe-
raturas de 250C e 159C para sementes intactas e escarificadas, respecti-
vamente. 0 osmocondicionamento acelerou e uniformizou a germinacio, sen-
do que os totais de germinacao aumentaram para as sementes intactas e
diminuiram para as sementes escarificadas. 0 armazenamento durante 2
meses a 100C conservou os beneficios cbtidos durante o csmocondicionamen
to.

As so]ucaes de GA3 aumentaram a porcentagem de germinacio, mas
nao alteraram a sua velocidade. 0 acido abscisico inibiu a germinacio

3

sendo que a solucac de ABA 107 °M parece ser a concentracao limite para
a inibicao.

Em amostras com alta dormencia ocorreu maior atividade gibere-
Tinica em sementes intactas normais do que em escarificadas, mas apos
0 osmocondicionamento a situacao se inverteu. As amostras com alta dor -
mencia revelaram maior atividade giberelinica do que as amostras com

baixa dormencia. Mao foram detectadas diferencas em atividade de promoto

res neutros e de citocininas.

Os valores medios de ABA detectados por espectroscopia foram
0,517, 0,39 e 0,05 no/100 mg para sementes normais, imediatamente apos
e 2 meses depois do osmocondicionamento. 0O nivel enddgeno de ABA foi

maior em amostras com alta dorméncéa {0,66 ng/100 mg) do que com baixa
dormencia (0,23 nc/700 mg), mas esses valores nio foram alterados pela
escarificacac quimica. PropOe-se uma possivel interacdo entre gibereli -
nas e acido abscisico como responsavel pelo controle de dormencia, germi

nacao e osmocondicicnamento em sementes de capim-coloniao.
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VI - SUMMARY

Osmotic ~imbibition (PEG-6000) effects on germination rates

and percentages have been studied on guinea grass {Panicum maximum Jacq.)

seeds as well as the results of light-dark, temperature, mechanical
and chemical scarification (H2S04) and fungicide treatments. Additionally
hormonal endogenous levels have been determined on high and low-dormancy
seed samples, before and after osmoconditioning.

The best germination results have occurred at 250C under
light, similar to those obtained on tetrazolium tests, however temperature
alternation experiments have not reached these values.

On the other hand, fungicide treatments has increased seed

germination percentage but decreased seed germination rate.

Both mechanical and chemical seed scarification treatments
gave rise to higher seed germination rates and totals as compared to
those of intact seads. The best results have been attained by exposing

fresh and one-year =ztored seeds to HpS504 for 5 minutes, under alternating
{15-350C) and const-nt temperature (250), respectively.

During 2% experiments, maximum seed germination occurred up
to the 215t day though the standard germination test suggests a 28 - day
time interval for overall seed germination.

There has been a clear temperature effect on seed moisture
content under osmozonditioning, which reached 53,7%, 55,9% and 68,5% at
150C, 200C and 25¢2, respectively.

The opt i~ m conditions for osmoconditioning has been recorded
using a osmotic sowtion of PEG-6000 (288g/1000 m1 of water) and a 7-day

imbibition pericd at 250C and 1590C for intact and scarified seeds
respectively. Osmoconditioning has accelerated seed germination but has
had different resui®s on intact and scarified seeds. Two-month seed

storage at 100C m2“ntained osmoconditioning benefical effects on seed
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germination.

Gibberellin and abscisic acid treatments have increased and
inbibition seed germination, respectively. High-dormancy seed | samples
have presented higher gibberellin activity than Tow-dormancy ones. In
the high-dormancy seed samples, intact seeds have revealed higher
gibberellin activity than that of scarified seeds. After osmoconditioning
opposite results have been recorded. No significative activity of
neutral promotors and cytokinins have been detected.

Abscisic acid average values have been recorded for untreated,
osmoconditioned at zero and 2 month-storage seeds: 0,51, 0,39 and 0,05
ng/100 mg, respectively. Chemical scarification has not altered neither
ABA endogenous levels in high-dormancy seed samples (0,66 ng/100 mg) nor

those of low-dormancy seed sample (0,23 ng/100 mg), the first one being

significantly higher than the latter. Finally, the results clearly
demonstrate that a gibberellin-ABA interaction as the main factor
accounting for dormancy, germination and osmoconditioning control in

guinea grass seeds,

.,
if
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