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I - INTRODUCAQ

A germinacgao da semente de uma planta superior pode ser
considerada como uma sequéncia de eventos, que faz com que uma
semente quiescente, com um baixo contelldo de Agua, apresente um
aumento na sua atividade metabolica geral e inicie a formagdo
de uma plantula. 0 estdgio exato, no gual termina a qerminagéo
e comega o crescimento, & extremamente diflcil de definir, vis-
to que a germinacao & identificada pela protrusio de alguma par
te do embriao através do tegunento da semente, o que, em si, ja
& um resultado de crescimento (Mayer e Poliakoff-lMayber, 1975),

Durante a germinagao da semente © metabolismo aumenta
rapidamente., O substrato para este metabolismo sio as reservas
armazenadas, geralmente encontradas no endosperma e cotilédones
(embora outros orgaos também possam estar envolvidos). As con-
centragoes das reservas varianm consideravelmente entre as espd-
cies. Durante a germinacao estas reservas sdo hidrolizadas, sen
do os produtos utilizados pelo eixo embriondrio para a sintese
de protoplasma, componentes estruturais e o ecrescimento subse -
quente. A energia inicial necessiria aos processos metabdlicos
e ao crescinento provém dessas reservas (Ashton, 1976).

Para uma semente germninar, ela deve ser colocada em con
digdes ambientais favoraveis, tais como temperatura, composicao
de gases na atmosfera e suprimento de agua adequados, como tam-
bém luz para certas Sementes. Lstes requisitos variam de acordo
com as espé@cies e as variedades e sao determinados pelas condi-
¢Oes durante a formagdac da semente e também por fatores heredi-

tdrios (Mayer e Poljakoff-Mayher, 1975).

0s efeitos diretos do meio armbiente durante a germina -



¢80 no comportamento germinativo tem sido muito estudados, mas
ainda faltam explicagoes dos mecanismos de controle, como tam -
bém o modo pelo qual a luz, a temperatura e os gases interagemn
para determinar o comportanmento da semente durante a germinagao
(Mayer e Shain, 1974).

A germinagdo envolve a reativagfo, pela embebicgio de
Aqua, de sistemas que estao quiescentes desde o periocdo de matu
ragao da semente. A hidratacao dos tecidos de reserva a a ativa
géo dos sistemas enzimiaticos dependem sobremaneira da velocida-
de de embebicao (Jones e Armstrong, 1971).

Quando ocorre a embebicao, a atividade respiratdria no
embriac fornece energia para os processos metabdlicos, sendo o
suprimento de oxigénio um fator critico no processo de germina-
g¢ao. 0O excesso de suprimento de dgua ou obstrugoes anatdOmicas
tal como impermeabilidade dos teqgumentos, podem limitar a entra
da de oxigénio, diminuindo a respiracac e causando uma queda de
germinacgac (Maguire, 1973).

Ns tegumentos da sernente tém muita influéncia na germi-
nacao, podendo estabelecer uma barreira impermedvel e interfe -
rindo nos seguintes processos: entrada de Agua necessaria para
a embebigao; trocas gasosas e difusao de inibidores endbgenos
de germinacdo; podem também oferecer resisténcia mecinica ao
crescimento do embrido (Mayer e Shain, 1974).

Barreiras de difusao, que podem controlar trocas gaso-
sas e outros compostos, nac necessitam estar localizadas no te-
gunento, podendo ocorrer no endosperma. Isto, por exemplo, acon
tece em alface, onde o endosperma & uma barreira para a aplica-
géo exbgena de leucina e cumarina (Klein et al, 1971; Anderson,

ki R

1973).



Outro fator que deve ser considerado & a forca restriti
va do tegumento & expansdo do embri3o e protrusdo da radfcula .
Os efeitos do tegumento na fotossensibilidade de certas semen -
tes sao atribuidos 3 resisténcia meclnica do tegumento ao cres-
cimento da radicula. A luz supostamente afetaria a habilidade
da radicula em sobrepor esta resisténcia, enfraquecendo esta
barreira ou aumentando a forca de expansdo do embrifo {Ikuma e
Thimann, 1963; Chen, 1970).
| Diferentes sementes tem diferentes faixas de temperatu-
ra em que germinam. A germinagao de todas as sementes a inibida
em temperaturas muito altas ou muito baixas. Isto ocorre mesmo
com espécies de regides tropicais, como & o caso de Rapanea

guianensis (Joly e Felippe, 1979} e Magonia pubescens (Salgado-

Labouriau, 1973), ambas espécies dos cerrados brasileiros,

As sementes secas, sen embeber, resistem muito bem a
temperaturas altas. Entretanto, o desenvolvimento posterior da
plantula & afetado negativamente por essas temperaturas (Levitt,
1956} .,

Na faixa de temperaturas em dque uma semente germina h3i
geralmente uma temperatura dtima, acima ou abaixorda qual a ger
minacao & retardada, mas n3o inibida. A temperatura Stima pode
ser definida como a que causa a mais alta porcentagem de germi-
nagao no menor tempo. As terperaturas minimas e maximas para
germinagao sao, respectivamente, as temperaturas menores e maig
res em que ocorre a germinagao (Salgado~Labouriau, 1973).

Cohen (1958) estudou o efeito da alternincia de tempera
turas em alface, medindo a temperatura real alcangada pelos

frutos, e chegou a conclusio de que o fator responsavel pela

germinagao foi a mudanca real de temperatura alcancada pelos meg

- 3 -



mos .

Entre plantas cultivadas h& muito pouca evidéncla de que
a luz seja um fator que influencia a germinacioc, As sementes da
maloria das plantas cultivadas geralmente germinam Ilgualmente
bem no escuro e na luz. Outras sementes tem comportamento dife-
rente & luz. As sementes podem ser divididas naguelas que germi-
nam somente no escury, aguelas que germinam somente em luz, as
gue germinam ap8s breve lluminacac e as qgue sac indiferentes &
presenca ou a auséncia de luz. Iluminacces difrias também afetam
a germinag%o, com efeltos similares ac do fotoperiodismo no flo~
rescimento. Em algumas espécies a necessidade de luz exlste ime=-
diatamente apds a colheita, enquanto que em outras persiste pelo
menos por um ano, e em outras desenveolve-se durante ¢ armazena-
mento {Mayer e Poljakoff-Mayher, 1975; Noronha, Vicente e Felippe,
1576} .

DM ferentes zonas espectrals afetam diferentemente a ger-
minagdo. Mo visfvel, entre 400 e 700 nm, mostrou-se que a luz
entre 560 e 700 nm, e especialmente luz vermelha, geralmente pro
movem a germinagac. A luz azul pode inibir a germinacao, e em
certas condicgoes pode estinular, dependendo do perfodo exato de
iluminagao relacionado ao inicio da embebiclo. A  sensibilidade
das sementes A luz aumenta com o tempo de embebiqéo, sendo que
a maxima sensibilidade nao coincide com o término da embebic3o.
O armazenamento de sementes em altas umidades relativas (UR) é ,
ds vezes, suficiente para tornid-las sensfveis 3 luz. Se for da-
~do um estimulo de luz a sementes embehbidas e estas a sequir fo-
rem secas, o efelto estimulatdrio da luz permanece retido

{(Mayer e Poljakoff~Mayber, 1975).

A partir dos estudos de Bortwick et al (1952}, descobriy



se que a luz promove a germinagao através de uma fotorreagdo em
que a luz é absorvida pelo fitocromo, que existe em duas formas
fotoconversIveis: fitocromo vermelho (Fv} e fitocromo vermelho
extremo (Fve). Os espectros de agio quantitativos mostram que
a maxima efetividade para germinag¢ac ocorre a 660 nm e 730 nm,
respectivamente para promogao e inibicdo., Quando sementes embe-
bidas sdo expostas & luz vermelha (660 nm), a forma inativa do
fitocromo Fv & convertida para a forma ativa Fve e as sementes
germinam. Quando a exposicao & luz vermelha & sequida por expo-
sigcao ao vermelho extremo (720 nm), o Fve & convertido para a
forma inativa Fv, e a semente nio germina. O nimero de sementes
em uma populacac que germina em resposta & luz vermelha depende
ndo somente da energia, mas também do estado de embebicao e tenm
peratura (Toole, 1973).

A estimulagao de germinag@o por luz vermelha e sua ini-
bigdo por vermelho extremo pode ser repetida varias vezes, e
sempre a natureza da nltima iluminacao decide a resposta de gex
minagao. Como em todos o0s casos onde os efeitos de luz sao 'ob-
servados, o efeito notado depende da intensidade de luz (ener-
gia) e a duragd@o de iluminacdo (Kendrick e Spruit, 1974).

A promogao de germinagao por luz em temperaturas conse—
tantes pode ser obtida para algumas sementes no escuro, através
de alteracoes diarias de temperaturas. Ja foi mostrado que o
aumento de temperatura de 10 a 20°C, por somente alguns minutos,
em auséncia de luz, tamhém dispara a germinagao de alqumas se-
mentes (Felippe, 1978).

Em muitos casos ja fol mostrado que os hormdnios de cres
cimento promovem a germinagao. Em alguns casos o Scido giberéli

co (GAB) substitui a luz na germinagao (Felippe et al, 1970) ,



Entretanto, em outros cases, tratamentos com Gﬁa nac foram efe-
tivos en promover a qerminaqﬁwm Muitas sementes cuia germinagéo

nao & afetada pela luz tém sua germinacdo promovida por GA. . O

3
efeito de &cido giberélico parece ser similar ao da luz na Pro=

mogao de germinagdo. HA a hipdtese de que Gh, @ luz vermelha a-
tuariam de modo similar na germinacao de sementes, Aoredita-se,
entretanto, que a fase da gerninagac induzida por GAB difere da
induzida por luz vermelha, sendo que ambos atuarianm parclialmente
do mesmo modo, @ que 05 seus modos de acdo nado seriam  idénticos
{(Ikuma & Thimann, 1960).

A maloria das pesquisas com giberelinas no metabolismo
durante a germinacao concentra-se em cevada. A funcdo exata das
giberelinas na regulacao da germinacio da semente ainda estd pa-
ra ser elucidada (Mayer e Shain, 1974).

Huitas descobertas deronstram a infludneia de um fator,
ligado ao erbriao, no desenvolvirento de atividades enzimdticas
nos cotilédones ou endosperma, ¢ vice versa, o que leva a con -
cluir que este controle & horrnonal na natureza. O matabolismo
protéico em cotilédones de serantes de ervilha & controlado por
um componente: axial (Chin, Poulson e Beevers, 1972).

O desenvolvinento de atividades proteoliticas em cotil§
dones & controlado por uma substincia 5riqinaﬂa do tecido do em
bridc e transportada para os cotilddones {Wiley e Ashton, 1967).
Em alguns casos a presenca do eixo embriondrio pode ser substi-
tuida por aplicacao exdgena de citocininas {(Penner &  Ashton ,
1967), dal podendo~se concluir que o aelxo embrionario secreta
uma citocinina gue regula a formacao de enzimas rrotecliticas no

cotilédone. Citocininas que podem se originar no cix embriona-

rio parecen controlar a atividade de amilase em cotilédones de



feijao (Cepstain e Ilan, 1970). Citocininas fisiologicamente ati
vas estao ausentes em sementes secas de alface, aparecendo somen
te durante a germinacao(Barzilai e Maver, 1964; Staden, 1973).

A aplicacdo de cinetina promoveu a germinaggo de muitas
espécies de sementes(Miller, 1958). Apds © isolamento e caracte-
rizaggo da citocinina natural, zeatina {(Letham,Shannon e MeDonaldg,
1964), mostrou~se que esta atna do mesmno modo quer a cinetina. As
citocininas sao ativamente metabolizacas em sementes em germina-
cao. Muitos dos derivados de cinetina, como por exemplo, a ben -
ziladenina, também promoven a qerminag%o. Entretanto, nao pPromo-
vem no caso de Rumex (Staden e Uareing, 1972)., As citocininas di
minuem a quantidade de luz necessaria nara a germinacao , talvez
porque o efeito da citocinina depionde Ao desenvolvirento de al-
qum fator na semente, imediatanente apots a iluminacao ( Reynolds
e Thonpson, 1973).

O acido abscisico existe em muitas sementes e tecidos
envolvendo sementes, e muitas sementes nao germinam na sua pre -
senga( Dorffling, 1970). Ter-se sugerido interacoes entre Acido
giberélico e Acido ahscisico no controle de germinaqﬁo e quebra
de dorméncia, coro em Ambrosia (1/illemsen e Rice, 1972). 0 Acido
abscisico influencia nitidarmente a dorméncia e o crescimento a=-
Pds a germinacdo. Entretanto, seu efeito apds a liberagao da dor
méncia e antes da protrusio da radfcula & incerto (Mayere Shain,
1974).

| A requlagao de varias atividades enzimiticas esti sob a
influéncia do eixo embriondrio, e em muitos casos a aplicagao e
xOgena de hormdnios substitue o eix0o. Alguns autores consideram
que o controle da germinagdo de serentes por aplicacao exdgena

de hormdnios pode refletir o controle natural de germinacao{Khan,



1971).

O primeiro estudo para determinar o tempo de vida das
sementes data de 1873. A partir daf, muitos outros experimentos
mostraram que o periodo de viabilidade das sementes & determina-
do, podendo ser aumentado ou reduzido alterando=-se a umidade re-
lativa e a temperatura de armazenamento. Muitos autores tem des-
crito mudancas estruturais e bioquimicas em sementes secas, que
associam com a perda da viabilidade, dai surgindo teorias para
explicar o fendmeno de senescéncia das sementes, As rudancas que
conduzem & perda da viabilidade representam um  enfraquecimento
dos processos na semente seca, vitais para a continuaqgo do esta
do viavel, ou unm enfraquecinento dos componentes armazenados ne-
cessarios para os processos sintéticos que ocorrem durante 08
primeiros estdgios de germinacdo (Roberts e Osborne, 1973).

Em geral, baixo teor de unidade, baixa temperatura e ba
ixa tensao de oxig8nio aumentan a longevidade de sementes duran-
te o armazenamento (Barton, 1961). 1o entanto, muitas sementes
podem permanecer enterradas no solo, mas vidveis, talvez embebi-
das em agua, num estado de dorméncia secundiria ou induzida. No
caso de sementes Ssecas, o085 processos metabflicos estio muito re-
duzidos, tornando-as capazes de germinar apds anos de armazena -
mentc. Multas sementes mantén-se viiaveis no solo por mais tempo
do que quando em condigdes de armazenamento seco, fato considera
do surpreendente por muitos autores. Talvesz a possivel explica~
gao esteja na premissa‘de que O reparo ou substituicao de macro-
moléculas ou organelas ocorre como uma atividade celular normal,
dando deste modo uma explicacido para esta diferenca de longevida
de, sendo que estas atividades de manutengao nao ocorreriam  em

Sementes secas (Villiers, 1973).



Segundo Curtis (1963), as teorias gerais de envellieci-
mento sao: a) aciinulo de nrodutos deletéricos do metabolismo;
b) com o aumento do uso, organelas, células e Orgaos tornam-se
ineficientes; ¢) aumento de nutagtes somdticas com o tempo,o que
torna o organismo qradualnente renos eficiente,

A viabilidade de senentes pode ser determinada pelo tes
te de tetrazOlio, que & unm teste bastante rapido, utilizando uma
solucao salina incolor de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazo -
lium rjue, reagindo com atomos de hidrogenio liberados por enzi-
mas desidrogenases envolvidas nos processos de respiracao de te-
cidos vivos, resulta na formacao de um pigmento vermelho chamado
formazan, que € lipossolivel, nas insollivel em &qua. Através das
cores diferentes obtidas entre tecidos de embrides normal, fraco
e morto, pode-se avaliar a presenga, localizacao e natureza de
distirbios dentro dos tecidos do embriao, obtendo-se, deste modo,
uma rapida estimativa da capacidade de germinacao potencial e sa
nidade do embrido da semente. A5 sermentes devem ser lenta e con-
pletamente umcdecidas com Agua antes do teste, o que ird ativar
as atividades metabdlicas e condicionar os tecidos do embrido a
uma absorgao uniforme da solugao de tetrazdlio, minimizando a o-
correncia de inijtrias indesejiveis durante o preparo da semente
para o teste (Delouche et al, 1962; Moore, 1973),

O armazenamento de sernentes compreende um periodo que
val desde sua maturacao na planta até o seu plantio., Durante es-
te periodo todas as senentes se deterioram numa extensio maior
oﬁ menor, que depende das especies e das condigoes a que as sSe-
mentes estao sujeitas (llarrington, 1972 a).

E muito importante definir o momente em que a senente

esta madura, porque a partir dal comeca © armazenamento. A medi-



da mais aceita para a maturidade da semente & quando esta atinge
o maximo de peso seco, que & chamado ponto de maturidade fisiold
gica. A semente neste ponto apresenta alto teor de umidade (30%
ou mais), e na maioria das espécies podem ser secas sem perda da
viabilidade. llo ponto de maturidade fisioldgica a semente tem o
maximo vigor, sendo que a partir deste ponto, comega a envelhe -
cer e consequentemente a perder esta gqualidade (Harrington, 1972
a, b).

A semente pode se deteriorar mesmo na planta mae. Além
disso, alta umidade, alta temperatura, luz solar, insetos e mo-
léstias poden afetar negativamente as sementes antes da colheita,
A colheita e o beneficiamento, se conduzidos inadequadamente, cay
sam injirias 3s sementes (liarrington, 1972 a).

O armazenamento de sementes & necessirio porque nem sem
pre & possivel a utilizacao das mesmas logo apds a colheita. O u
so de condig¢gdes nao adequadas conduziri a quedas na qualidade de
sementes. Além disso, pode~se atravds de técnicas adequadas de
armazenanento manter estoques reguladores de sementes para aten-
der possiveis variaces na demanda e também para suprir deficién
cias advindas de safras de anos adversos.

A qualidade inicial das sementes a serem armazenadas e
de importancia fundamental, visto que o armazenamento nao melho=-
ra a qualidade das sementes. Alén disso, a éeterioragéo & um Prgo
cesso irreversivel, que nio pode ser evitado, mas pode ser con-
trolado. Ouando ocorre a deterioragdo, a perda de germinagao &
apenas uma consesuéncia nehsuréﬁel, ocorrendo juntamente com ou~

tras mudangas detrimentais, A vida média de sementes varia com
as diferentes familias, géneros e espdcies. A vida maxima de uma

semente, desde que esteja sadia , depende sobremaneira das condi




¢oes ambientais (Delouche, 1968).

0s dois fatores nais inmportantes gque afetam a velocida-
de de envelhecinento de scnentes sac umidade relativa do ar (1li-
gada ao teor de umidade das serentes) e temperatura, cue afeta
as taxas de processos bioquinicos nas sementes. Existem duas re-
gras para se definir nelhor o efeito da umidade e temperatura no
armazenanento de semnentes: a) a cada 1% de aurento na umidade de
uma senente, a vida desta cali pela retade. Isto & aplicdvel en-
tre 5 ~ 14% de umidade nas senentes, npois abaixo de 5% as sermen-
tes envelhecen rapidarente (talves devido a autooxicdagio de lipl
dios) e, acinma de 14% Jde unidade, a capacidade goerninative das
senentes & destruida por funcos durante o armazenarento; b) para
cada 5,6°C (de aunento na terperatura c¢a semente, o tempo de vida
desta cai pela netade. Isto & valido de 0 a 509C (lHarrington,l972
a, b).

tna atnosfera controlada & essencial para o armazenanen
to sequro de Serentes por um longo tempo. Em geral, para um arma
zenanento sSequro, Mesmno por HoucEs ancs, o arbiente deve apresen
tar condigoes tais que a sona da temperatura em graus Fahrenheit
(°F) con a unidade relativa en porcentagem deve ser inferior ou
igual a 100, sendo (que nao mais do que a metade desta soma pode
ser devido a temnperatura, Iim temperaturas acima de 5°©C, a umida-
de das senentes deve ser culdadosamente controlada, atraves de
recipientes hernéticos ou dentro de camaras secas (Bass, 1973).

Lxiste grande variabilidade entre as espécies com rela-
¢ao a longevidade das sementes, mas na maloria delas o  aumento
do periodo de longevidade estd ligado a condicdes ambientais de
baixa temperatura e baixa unidade relativa. o entanto, existem

alguns grupos de sementes, como nogueira, carvalho, algumas espé



cles de Citrus, cocos e virias espdcies aquaticas que nio podem
ser secas. Outras sementes, como a de cacau, nao podem ser secas
€ nem armazenadas a frio (109C ou menos) sem sofrerem injlrias
irreversiveis (Barton, 1961; Harrington, 1972 a).

Sequndo Harrington (1972a), o problema de manter a ger
minacao das sementes aumenta com o contelido de umidade destas,
sendo que o contefido ideal de umidade na semente para maximo pe-
riodo de viabilidade no armazenamento parece ser de 5 - 6%,

Nakamura (1975), apds experimentos de armazenamento du=~
rante dez anos, determinou o tempo de vida das sementes de acor=-
do com o0 seu conteudo de umidade, colocando as sementes de espé~
cles de Citrus entre as que perdem rapidamente a viabilidade em
condi¢oes secas.

Bacchi (1958) manteve a viabilidade de sementes de li~

mac cravo e laranja caipira (Citrus sinensis L.Osb.) por quator-

Z2¢ meses, em temperaturas de 2 - 39C e teor de umidade das sSemen
tes acima de 30%. Com o aumento da temperatura de armazenamento
e diminui¢dc do teor de umidade das sementes, a viabilidade foi
prejudicada,

Montenegro e Salibe ( 1960 ), estudando a conservacao
de sementes de nove porta-enxertos para Citrus ¢ Verificaram que,
para sementes de limao cravo, a melhor condicao de armazenamen
to para manter a viabilidade foi obtida com temperatura ao redor
de 8°C e com teor de umidade das sementes elevado, de cerca de
258; a plor condigdo foi o armazenamento em condigdes ambientais.
Propuseram, para todos os porta-enxertos analisados (exceto para

Poncirus trifoliata) um limite critico de 10% de umidade nas se-

nentes, abaixo do qual a germinagéo seria reduzida, Mungomery,

Agnew e Prodonoff ( 1966 ) verificaram que a viabilidade de
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sementes de tangerina Imperador (Citrus reticulata Blanco) pode

ser mantida em armazenamento por longos perfodos, desde que man-
tenham alta porcentagem de unidade (acima de 40%), e sejam con-
servadas em temperaturas de 5 - 1000,

Chacko e Singh (1970) armazenaram sementes de Citrus
paradisi em diferentes condicoes, e verificaram aque en nenhuma
delas a viabilidade foi preservada por mais de 13 meses., A rme-
lhior condicao para armazenarento foi manter as sementes com teor
de umidade alto, em temperaturas de 5 - 8°C e a pior condigao
foi o armazenarmento em condicoes ambientais,

Ferreira (1969) estudou a perda do poder germinativo de

Poncirus trifoliata, laranja caipira e tangerina Cledpatra, no-

tando que as sermentes armazenadas em condicoes ambientais sofre-
ram dessecagao natural que afetou a germinacao, sendo maior para

as senentes de Poncirus trifoliata e menor para as sementes de

tangerina Clebpatra.
Bshuys (1975), estudando o armazenamento de senentes de

limao rugoso (Citrus linon L.Burm.), tangerina Imperatriz e

Poncirus trifoliata, em virias combinacdes de U.,R./ temperatura

durante mais de 12 meses, verificou que os melhores resultados
de germinacao foram obtidos com temperatura de armazenamento de
4°C e 96% U.R..

Krishna e Shanker (1978) estudaram a longevidade de se-

mentes de Citrus karna, C. jarbhiri, €. limonia e Citrange Rusk

(Poncirus trifoliata x Citrus sinensis), armazenando-as sob tem=

peraturas amhiente e de 8°C, en recipientes herméticos, em sacos

plasticos ou de papel, com ou sem dessecantes, por cinco mesesg,

Citrus karna e Citrange Rusk mostraram 100% de viabilidade das

sementes, enquanto que C. jambhiri e C. limonia mostraram, resw
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pectivamente, viabilidade de 84 e 80%, quando armazenadas em sa-
cos plasticos com CaCl2 erm baixas temperaturas.

Sao pontos comuns na literatura que: a) o armazenamento
aberto de sementes de Citrus sob temperatura ambiente & a pior
condigdo para armazenamento, ocorrendo rapida queda do poder ger
minativo; b) a melhor temperatura para o armazenamento de semen=-
tes de Citrus gira em torno de 4 - 8oC,

As sementes de Citrus além de serem injuriadas por se-
cagem, deterioram-se rapidamente sob condi¢oes ambientais de ar-
mazenamento, existindo grandes dificuldades em manter o seu po-
der germinativo. A viabilidade de sementes da maloria destas es-
pécies tem sido mantida conservando~as no suco do fruto original,
em areia molhada ou em qualquer outro meio {imido (Barton, 1961).

Emn relagao a germinagéo, Cohen (1956), usando temperatu
ra constante de 25°C, verificou que em sementes de laranija aze

da (Citrus aurantium L.} a germinacac foi acelerada com a remo-

gSo dos tequrmentos, sendo (que a remocao da testa (casca) e teg-
men (pelicula) foi muito mais eficiente do que somente com a re-
mogao da testa. Os tegumentos da semente retardaram a entrada de
agua por varios dias e reduziram a produgdo de gis carbdnico pe-
las sementes. Mungomery et al {(1966) mostraram que o tequmento
da semente de lim3o rugoso alterou a velocidade de germinacao ,
sendo que o8 valores para senente intacta e sem casca foram res-
pectivamente de 8 e 10 dias. Zabala e Guardiola (1976), verifica
ram que a germinacac de sementes de Citrange Troyer foi inibida
pelo tegumento interno, que & impermedvel & agua. Este problema

foi superado perfurando este tegumento.

Burns e Coggins (1969) embeberam sementes de laranja do

ce (Citrus sinensis L.Osb.) em varias concentracoes de GA, e em
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agua e verificaram que a germninagao aumentou em todos os trata -
rentos, quando comparados cor o controle embebido em agua. Sri-
vastava e Singh (1971} erbeberam serentes de limdo Colina e la~

ranja Malta por 6 horas em diversas concentracoes de GA antes

3
de serem semeadas. Todos os tratamentos aumentaram a porcentagem
final de germinagéo e subsequente altura da planta em ambhos 0S8
cultivares, comparado com o5 controles en dqua. Houve tamhém re-

dugdo de 8 -~ 12 meses no tenpo geralmente necessario para a ob-

tengao de muda.

Buttom, Bornman e llackland (1973), usando sementes de

Poncirus trifoliata e Citrande Trover, verificaram os efeitos na

germinagdo de tratamentos de serentes com GA? associados com con

digdes de armazenarento. Os resultados nostraram due para semen—
¢ ] 1

tes de Poncirus trifoliata, o tratamento com GAB teve pouco ou

nenhum efeito em serentes sccas mantidas a 49C ou em temperatura
ambiente; no entanto, en senentes mantidas Omidas a 40C houve au
mento na velocidade e porcentager final de germinacao, quando
comparadas com sementes Secas mantidas a 4°C, sendo que estas di
ferengas tornaram-se nais acentuadas com periodos mais longos dé
armazenamanto, Para senontes de l!itrange Trover, o8 resultados
foram similares, norém renos nitidos.

Shant e Rao (1975) verificaram o efeito de GA? na gernmd

nagao de sementes de lima Acida (Citrus aurantifolia Swingle),ng
tando dque guando as senentes foran nmergulhadas durante 12 horas
en solucoes de GA3 de 100 a 600 ppn, a germinacao foi mixima com
550 ppn de GA3.
Lshuys (1976) nanteve sernentes dos porta-enxertos linio

rugoso, Poncirus trifoliata e tangerina Imperatriz a 4°C e 96%

U.R. por 4 meses, sendo que unt dia antes da semneadura mergulhou-
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as em solucdes de gibherelinas de 0 a 5000 ppm por 12 horas.Os re
sultados mostraram que a gerninaqéo das sementes apcs 17 semanas
foi aumentada por giberelina, sendo que os melhores resultados
foram obtidos com solucao de giherelina a 10 ppm.

Como pode ser visto pelo exposto acima, os fatores que
afetam a germinagdo e a nanutencao de viabilidade de uma semente
sao varios e ainda hoje nao estd muito claro como estes fatores
atuan. Com este trabalho pretende~se fornecer mais dados sobre a
germinagao e a manutencao da viabilidade de uma semente de inte-
resse economico,

A escolha do limao crave {(Citrus reticulata var.austera

Hib.- Swingle) para este trahalho deveu-se ac fato de que & usa-
do como um porta-enxerto, e € a hase da quase totalidade da c¢i-
tricultura paulista (Cintra, leves e Yamashiro, 1971).

0 objetivo geral deste trabalho & o estudo da qgermina-
gao de serentes de limdo cravo. Ur dos pontos a ser estudado & o
efeito da secagem artificial na viabilidade das sermentes e as
condicodes ideais de armazenanento para manter a germinacac. Pre-
tende~se, alenm disso, mostrar ffuais as mudan¢as hormonais rue PO
dem estar relacionadas com a queda ou nanutengéo de germinagéo
nos varios tipos de arnazenarento, Um outro objetivo &  mostrar
qual o efeito de diferentes tenperaturas, de luz e dos envoltd-

rios da semente na germinacdc desta espécie.



II - MATERIAL E METQDOS

A~ MATERIAL

Foram utilizadas sementes de lim3oc cravo r Citrus

reticulata var. austera Hib., classificagdao bot3nica sequndo

Swingle (Swingle e Reece, 1967), obtidas no pomar de plantas ma-
trizes da Fazenda de Produgao de Sementes e Mudas de Tietd - SP,
da Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral (C.A.T.I.). As

sementes usadas foram colhidas em 1975 e 1977.

B~ MBETODOS

1- Secagem e Armazenamento

Inicialmente as sementes foram lavadas para eliminar a
muscilagem, e armazenadas em camara fria a B5% U.R. { umidade re
lativa) e 18°C para homogeneizacdo de umidade. As sementes foram
entao divididas em dois grupos: a) sementes secas artificialmen~
te e b) sementes nao tratadas {sementes frescas}..

A secagem artificial das sementes {(de acordo com modi £l
cagoes do método de Harrington, 1960) foi conduzida em um seca -
dor de sementes marca Fabbe, em duas etapas. A primeira etapa
constituiu-se no abaixamento da urmidade das sementes até cerca
de 10%, sendo as sementes imediatamente retiradas do secador e
colocadas em tambor hermeticamente fechado. 0 teor de umidade
foli novamente determinado, e as sementes retornaram para o seca-
dor, para a sequnda etapa da secagem, al ficando até alcancarem

uma umidade de cerca de 6%. Foram a sequir novamente colocadas

em tambor hermeticamente fechado, al permanecendo por dois dias
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para homogeneizacao da umidade. As senentes foram, entdo, coloca
das em latas de 250 g, espelhadas internamente, que foram herme-
ticamente fechadas através de recravadeira elétrica.

As temperaturas, inicial e final, para a secagem das se
mentes nas duas etapas foram rospectivamente 35°C e 39%9°C, O con-
trole da umidade das sementes durante a secagem artificial foi
obtido através de determinagdes de perda de peso de uma quantida
de determinada de serentes (cada amostra com peso inicial de cex
ca de 1500 q).

As sementes secas enlatadas da safra de 1975 sofreram
trés tipos de tratamentos: a) armazenamento a 40C {(tratamento Alh
b} armazenamento a 182C (tratarnento AZ); ¢) armazenarento em con
digées arbientais {(tratarento A3). As senentes secas enlatadas
da safra de 19877 sofreran somente o tratamento Al, isto &, arma-
zenamento a 4°C, A terperatura de 4°C foi obtida en geladeira e
a de 18°C en canara fria.

s sermentes frescas (fue nao sofreram secaqgen) nao fo-
ram enlatadas, mas nantidas en sacos de papel. As senentes freg-
cas de 1975 sofreram dois tipos de tratanentos: a) armazZenarento
em condigoes arbientais (tratarmento B) e b) armazenamento a 85%
U.R. e 18°C (tratamento (). As sementes de 1977 sofreram somente
o tratarmento B, isto &, foram armazenadas en condigdo ambiental,

N variacao de tenperatnra e umidade relativa do ar nos
tratamentos em que as sementes estiveram sob condicdo ambiental

& mostrada na figura la,

2- Germinacao

O estudo da germinacao foi realizado a cada dois meses,
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Figura la

Condicoes ambientais: YariacAo cquinzenal,
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Figura 1b

Representacao esquenitica de canteiro de semeadura,

9s 1 a 12 ~ senente secé rmantida a 49C
{tratanento Al)
H98 13 a 24 - senente seca mantida a 180C
(tratanento AJ)
HOs 25 a 36 - semente seca nantida em condigoes ambientais

(tratanento A3)
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num periodo de 12 meses (e tarbén 32 neses) apds o infcio do ex
perimento para as senentes de 1275, e de 10 meses para as semen
tes de 1977. Foram utilizadas 3 repeticoes de 50 sermentes para
cada teste, e temperaturas alternadas (cada 12 horas) de 20 -
30°C num ciclo de 24 horas, obtidas em camaras de crescinento .

durante 28 dias.

A unidade das sementes fol determinada a cada dois me
ses. Duas repetigGes de 50¢g para cada determinacao foram colo-
cadas em estufa seca a 105°C * 3 durante 24 horas, sendo a umi
dade calculada por diferenca de peso, com base no peso anido
das senentes (Brasil, !inistério da Agricultura, 1976).

ilos experimentos de efeito de luz ou temperatura fo-
ram usadas sementes secas artificialnente, com teor de unidade
de 6% {tratamento A, = safra de 1977). O teste de germinacao
fbi conduzido en placa de Petri com uma folha de papel de fil~
tro. A temperatura usada fol de 259C, obtida em cimara de cres
cimento Forma Scientific Model 24, com temperatura controlada,

Im todos estes experinontos citados até anui, conside
rou-se comn germinacao a protrusao da radicula.

A germinacao das senentes dos tratamentos A,, A, e A

17 72 3
(secas e mantidas respectivarente a 49C, 189C e ambiente) foi
tambén testada em condicdes de canpo. O local para o teste foi
a Fazenda de Producdo de Sementes e 'udas de Tiet&, da CATI ,
local de origem das sementes e tradicional produtora de mudas
citricas basicas da Secretaria da Aqricultura do Nstado de S3o

Paulo.,

0s canteiros de seneadura usados tinham dimensdes de

13m de comprimento por lm de larqura, apresentando 9 colunas

de 4 linhas de Im de comprimento cada. As colunas eran separa-
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das entre si por um espacgo de 0,5m, visando facilitar a identifi
cagao. O esquema usado pode ser verificado na figura lb. A cada
dois meses procedeu-se a instalacao de um canteiro, utilizando-
se para cada tratamento 12 repeticoes de 100 sementes. Para cada
canteiro de semeadura foram feitas contagens de germinagéo das
sementes aos 30, 60 e 90 dias a partir da instalacao do mesmo.
Foram consideradas como gernminadas as sementes que produziram
plantulas cujas folhas estivessem a mais de 2 em acima do nivel
do solo. As plantas ("cavalinhos®™) foram ent3o removidas para um
viveiro, onde permaneceram para serem enxertadas, para verificar
se a secagem artificial e as temperaturas de armazenamento te=-
riam algum efeito no "pegamento" do enxerto e na obtencao da mu-~
da final.

A influéneia de luz branca (fluorescente, modelo 15 W-
5157T12~CVW, marca Westinghouse) e escuro na qerminagﬁo {em condi- .
goes de laboratdrio) foi verificada utilizando-se 4 repeticoes
de 25 sementes para cada um destes tratamentos. O teste de ger-
minagao foi conduzido em placa de Petri com uma folha de papel
de filtro. A temperatura usada foi de 25°C, obtida em cimara de
crescimento com temperatura controlada, sendo gque o escuro  foi
obtido colocando~se as placas de Petri dentro de trés sacos de
plastico preto. Isto foi feito para facilidade de trabalho , Jja
que nao houve diferenca na porcentagem de germinacao entre se-
mentes mantidas nos sacos de plistico preto, ou em camara de
crescimento no escuro,

Em seguida testou-se o efeito de luzes azul ,verde e
vermelha na germinagao, usando-se a luz branca e o @scure como

controles,

Para a obtengac das luzes monocromiticas mencionadas |,




utilizaram-se lampadas con napel celofane colorido, ajustando-se
a intensidade para os 3 picos dos espectros ao redor de
1,%;Lw/cm2.nm, através de un aspectroradidmetro ISCO ;modelo SR,
0 esguema usado foi: a) vernelho (pico a 650 nm): larmpada fluo -
rescente vermclha, narca Jlestinghouse, de 15 W2 b)) azul {(pico a
450 nm): lAnpada fluorescente azul, narca lestinghouse de 15 1 e
filtro de uma folha de papel celofane azul; ) verde ( pico a
525 nn): lampada fluorescente verde, marca Westinaghouse de 20 W,
e filtro de uma folha de papel celofane verde. Todos estes dados
acham-se na fiqura 2.

Para as contagens de germinacao de luz branca, verde ’
vermelha e azul, as mesnas foram feitas sem se retirar as placas
de Petri das camaras de crescinento. As contagens de germinacao
de sementes mantidas no escuro foram feitas sob uma luz verde de
seguranca, cujo espectro da un pico, a 525 nm, de 0,0%uﬂ/cmz.nm,
conforme a figura 2.

Lam relagéo ao efeito de temperatura, inicialmente foram
testadas termperaturas constantes de 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35,
40 e 45°C, obtidas em c3maras de crescimento. Para cada uma des—
tas temperaturas foram uéadas 100 sementes em 4 repeticdes de 25
sementes. lla fase seguinte foram testadas alternincias de tenpe-
raturas de 12 em 12 horas, obtidas também em camaras de cresci -
mento., As alternancias de temperaturas testadas foram 15 - 35,
20 - 30, 20 - 35, 25 - 20, 25 - 30, 25 - 35, 25 - 10 e 25 -150C.
A escolha destas temperaturas para as alternincias teve como bha
se 0s resultados dos testes com temperaturas constantes. Para
cada uma destas alternancias de tenmperaturas foram usadas 1no

sementes, em 4 repeticoes de 25 sementes,

Com o auxilio de um termdmetro digital modelo Digitec
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ispectros das luzes nonocromadticas utilizadas.,

0 luz vermelha

o] luz azul
[ ] luz verde

() luz verde de sequrancga
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581-C, equipade com dois terminals, um colocado na camara de
crescimente e o outro dentro da placa de Petri, foram obtidos os
tempos necessarios para a alternancia de temperatura na  camara
de crescimento e na placa de Petri para cada uma 4das alternancias
de temperaturas usadas (Felippe, 1978). O0s resultados para altex
nancias de temperaturas na canara de crescimento acham-se na fi-
gura 3 e para a placa de Petri achamse na figura 4,

Comparando~se as figuras 3 e 4 pode-se verificar que a
estabilizaqam da temperatura dentro da placa de Petri demora mui
to mais tempo que na canara de crescimento. Assim  as sementes
nao estiveram em periodos exatos de 12 horas em cada temperatura,
mas proximos de 12 horas.

Foram verificadas tarbém as condigoes ideais para a re-
mogac da casca(testa) e da pelicula (tegmen) de sementes fres -
cas e secas. Repeticoes de 100 sementes foram embebidas previa -
mente em aqua por 1, 2, 3, 4, 5, 6 & 14 horas. A seguir foi de-
terminada para cada tempo de erbebicao, a maior ou menor Facili-
dade para renocao da casca e da pelicula. A remogao foi executa-
da manualmente. Testou-se tambén uma embehicac adicional por 14
horas em rolo de papel para germinacao { constituindo-se de 2 fo
lhas umedecidas de papel toalha especifico para germinacaoc, que
foram enroladas ap®s nelas terem sido colocadas as sementes).

Pelos resultados da tabela I verifica-se que para semen
tes frescas a remogao da casca & facilitada a partir de cinco ho
ras de prémenwehigﬁo das sementes, enquanto gque a remocac da pe-
1fcula & conseguida com facilidade apenas oom quatorze horas de

pré-embebicao., Com relagdo a senmentes secas, verifica-se pela
mesma tabela I (que a remogao da casca & facilitada com quatorze

horas de pré-embebicao das senmentes. No entanto, para remogao da
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Termpo necessario para a altern3ncia de duas temperaturas

dentro da placa de Petri.

simholos:

o6 - 25-100C
- 25-15°C

¢ - 20-300C

& - 15-35¢C
b - 25-309C
¥ -~ 20~359C
C = 25=-209C
w - 25-350C



FIGURA 4

30

{®ci

TEMPERATURA

H

A

- I

2

A

£

3

4

I . |

90

100

1o

120

130

140

50 80
MINUTOS




B T ]

Tempo de embebicdo para remogio da casca & pelicula,

remocac da casca Remocao da pell
Tempo  de Remogaoc da cas ilele j* cula
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horas o . o ,
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*Lribebigao em rolo de papel para germinacio. Maior nimers de
sinais graficos + significa maior faclilidade na remocao  da
casca e da pelicula.




pelicula, verifica-se Jue nesno com quatorze horas de préwembeba
¢ao, as sementes secas ainda apresentaram certa dificuldade para
sua remocao. A partir dal, tentou-se, com sucesso, a pré-embebi~
¢ao por quatorze horas de senentes frescas e secas em rolos de
papel saturados com aqgua, o que permitiu a embebiqéc mais lenta
das senentes. A partir destes resultados, adotou-se a préwembebi
gdo por quatorze horas em rolo de papel quando havia necessida-
de de remogao da casca e da pelicula de sementes frescas e secas
artificialmente,.

A viabilidade das sementes foi verificada por testes de
germinagao, como tambén pelo teste de tetrazdlio (Delouche et al,
1962). O sal de cloreto de 2, 3, 5 trifenil tetrazolium foi apli
cado, em concentragﬁes de 0,5 e 1,0%, en sementes intactas sem
embebig¢do e com pré-embebi¢io por quatorze horas em &gua, utili-
zando~se repeticoes de 100 sementes. Tanto sementes secas artifi

cialmente (tratamento A1) como sementes frescas foram testadas

inicialmente. Entretanto, nao houve resultados positivos de colg
ragao para as duas solugoes testadas, mostrando que a pré-embebi
¢a0 ndo teve tamb@m nenhum efeito em sementes intactas.
Procedeu-se, a seguir, a determinacao da concentracao
de tetrazolio e tempo de coloracao ideais com sementes sem casca
e nuas. Foram testadas duas concentragoes de tetrazdlio (0,5 e
1,0%) e quatro tempos de coloracido (1, 3, 6 e 14 horas)., A terpe
ratura durante a colorac8o foi mantida constante a 35°C, usando-
se uma carnara de crescimento. Foram usadas repeticoes de 100 se-
mentes frescas, sementes secas e sementes nuas mortas ( fervidas
por 60 ninutos). Uma coloragao vermelha clara na semente, obtida
pela formagcao do formazan, foi adotada como padrac para o teste,

Analisando-se o0s resultados da tabela Il, nota-se que
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A - II

Concentragao de tetrazdlio e tempo de coloracao,

, Semente fresca Semente seca Semente
Concentra Tenpo ) _ '
- ( unidade 12%) {umidade 6%) fervida~-60
¢ao de te§ P2ra co-
S5em Sem
Hua Huaa Hua
casca
Cor rosa Cor rosa
(pdlida) © | (palida) i}
boa boa
coloracao - coloracad -
boa boa
coloracao - colorag®m -
excesso eXCcesso
de - de m
coloracao ¢oloracgag
cor rosa cor rosa
(palida) ~ | (pdliaa) -
hoa boa
coloracao - coloracag -
hoa boa
coloragao - coloracac -
excesso escesso
de - de -
coloracao coloracad

O sinal grafico - representa resultado negativo para

O teste de tetrazblio: falta de coloracao,




as sencntes sem casca(frescas ou secas) deram resposta negativa
ao tetrazdlio, mostrando, portanto, que a pelicula é gue era in-
permedvel ac tetrazdlio, pois as sementes sem pelfcula (isto & s
sementes nuas) deram resultado positive, Como era de se esperar,
as serentes nuas (sen casca o sen pelicula) fervidas por sessen-
ta minutos deran tarbén resultado negativo an tetrazdlio. Com re
lacao s concentracoes de tetrazdlio usadas, fol verificado que
as respostas a 0,5 e 1,0% foran senelhantes. As respostas ansy
terpos e coloracac foran serelhantes para sementes frescas o 38
cas e para as concentragoes de 0,5 o 1,0%, notando-se, pala nes-
ma tabela II, que o periodo de uma hora & insuficiente para colo
ragéo e o de gquatorze horas & axcesslve, sendo que o8 perlodos
de trés e de seis horas sdo bons para coloracio. A partir destes
dados, adotou-~se como padrao para o teste de tetrazdlieo ern senan
tes frescas e secas de linao cravo, a nré~erbebicdo das serentes
e rolo de napel saturado de Aqua por atorze horas, r@umqﬁo
das cascas @ Jdas peliculas das mesnas, e usce de solugao de tetra
zdlic a 0,5% por trés horas. A tenperatura usada nara  coloragao
fol senpre de 3500,

A influéncia incediata da secagem artificial na viabili-
dadede scrcentes de lindo crave tarban fol verificada com o teste
de tetrazdlio. Usou~se senentes frescas e serentes BOCH:, Obtl -
das inediatanonte apds a secagen artificial (zero meses de arma=
zenanento) . Foran testadas repeticoes de 100 sementes, com enbe-
bigao prévia de 14 horas en rolo de papel para germinacao para
retirada da casca e da pelfcula. A concentracdo de tetrazdlio u-
sada fol de 0,5%, e ¢ terpo do c@lmragﬁo foi de 3 horas, a 3500,

Para experinentos e que se estudava a infludncia da

casca e da pelicula na g@rmihagﬁo, as gementes foram pré-embebi-



das em &gua destilada por 14 horas em rolo de papel para germing
¢ao. A retirada da casca e da pelicula fol feita manualmente.

As senmentes intactas, em alguns experimentos, foram es-
terilizadas com hipoclorito de sddic a 7, 10 e 15%. As sementes
ficaram imersas nas solucdes por 3 horas., Apds isto, as sementes
foram lavadas por 5 minutos en Aqua corrente, e depois imersas
por uma hora em &qua destilada, para eliminar o hipoclorito de
s0dio. lo caso de sementes nuas, as concentracgoes de hipoclorito
usadas foram 4, 7, 19 e 15% por uma hora, sendo,a sequir,as se-
mentes lavadas do mesmo modo que as sementes intactas.

Em alguns experimentos foi feita uma reidrataciao lenta
das sementes secas artificialmente. As sementes foram colocadas
en sacos de papel e deixadas em cAmara fria com umidade relativa
e temperatura nédias respectivamente de 85% e 20°C. Durante are
idratacao procedeu-se a determinacdes difirias do teor de umidade
das sementes. Foram utilizadas duas repeti¢Ges de 30g de semen-
tes, secando-as em estufa seca a 10Soc t3 durante 24 horas, sen-
do a umidade calculada por diferenga de peso, com base no peso
fimido das sementes. Na reldratacao congsiderou-se que o teor de
unldade das sementes estava en equilibrio com a umidade relativa
da camara fria quando foram determinados trés pontos com umidade
constante. Para a rerogaoc da casca e da pelicula de sementes rei
dratadas, as mesmas sofreran ermbeblicdao por 14 horas em kolos de

papel para germinacao saturados de Aqua.

3~ Extracao de Substancias I'nddgenas

As substdncias endbgenas que se tentou detectar foram

giberelinas, citocininas e inibidores. Foram extraidas sementes
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frescas (tratamento B) e sereontes secas (tratamento Al)' sendo

gue cada amostra constava de 200 sementes de peso conhecido ( ao
redor de 10g). Foram extraidas sementes com 0, 12 e 32 meses de
armazenanento. Foram sempre 1tilizadas 4 repeticoes,

O esqueria de extragao foi o adotado por Valio (1969) e
nodificado por Gherardi (1974), e pode ser visto na pagina a se-
quir,

Inicialmente procedeu-se para cada repeticao de 200 se-
mentes a uma homogeneizacao durante 3 minutos em "Virtis", com
cerca de 50 nl de metanol 80%, sendo o nivel deste completado a
seguir até 100 nl. Os extratos foram colocados em refrigerador
por 24 horas,

Apds este perfodo a arostra foi filtrada a vacuo, sendo
que o filtrado (Filtrado I) foi colocado em novo frasco e 0s re-
sfduos colocados novamente em 100 ml de metanol 80% para nova ex
tracao, 08 dois frascos voltaram para a geladeira por mais 24 ho
ras,

A segulr procedeu-se a nova filtragem a vacuo, e o fil=-
trado obtido (Filtradeo II} fol juntado ac Fililitrado I e ecolocado
num congelador a -10°C, al permanecendo até uso nosterior.

0 passeo seqguinte fol o fracionamento do extrato aguoso
de cada repetigao para a obtencao das fracdes Acida, basica e
neutra, de acordo com o esquena ja mencionado.

A eliminagdo do metanol do extrato aquoso foi conduzida

num evaporador rotatdrio, sob pressioc reduzida e toemperatura de
35 - 4000,

As fracoes obtidas foram cromatografadas em papel
Whatman n® 3. O desenvolvimento foi descendente em um percurso

de 40 cn, realizado em cubas cromatograficas previamente satura-
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das com 0 sistema solvente, 0s cromatogramas foram secos sob cox
rente de ar & armazenados a 5°C ateée serem blotestados.

0 sistema solvente enpregado para fragﬁeg &cidas e neu-
tras foli n -~ butanol : Acido acético : Agua {4 : 1 : 1), que se
mostrou muitc eficiente para giberelinas ( figura 5 ). Para as
fragaes basicas o sistema solvente empregado foi isopropanol :
amonea : agua (10 : 1 : 1},

As citocininas foram detectadas por métodos quimicos e
bioldgicos, e as outras substincias enddBgenas somente por testes
bioldgicos.

Para se determinar as regiCes com reacoes de substin-
clas tipo citocininas no cromatograma usou-se © reagente de Wood

(AgNO,, .2% - bromofenol azul 0,4% em acetona v/v), que & especifi

3
co para substancias purinicas, desenvolvendo forte cor azul na
presenga de tais grupos (Wood, 1955). A técnica usada foi tirar
uma faixa longitudinal de cerca de 1 cm do cromatograma e mergu-
lhar esta faixa diretamente no reagente, determinando-se as re-
gides entre Rfs com reagao positiva de coloracio. Somente foram
biotestadas as zonas que tiveram reagao positiva de aoloragéo.
Nos biotestes foram também utilizadas solugdes padrdes de 6-BA,
{6-Benziladenina) da SIGMA.

0s cromatogramas de fracgOes Acidas e neutras a serem
biotestados foram divididos em 10 faixas transversais, nas dis -
tdncias correspondentes entre o ponto de aplicacdo e o Rf 1.0, e
as faixas, por sua vez, foram cortadas no sentido longitudinal,
em trés partes iguals. Cada uma das tr8s repeti¢des foi colocada

ao acaso em cubetas de polietileno e umedecidas com Aqgua destila
) L

da, Como controle utilizou-se cromatograma onde s5 correw o sigw

tema solvente. Também foram utilizadas solugdes padrdes de GA,

(acido giber&8lico) da EASTMAN.
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Cromatografia de papel descendente com sistema solven-
te n - butanol : &cido acético : gua ( 4 : 1 : 1 ).
Frac@o organica I extraida de 200 sementes frescas, da

safra de 1977, O bioteste utilizado foi o do hipocbdtilo de al~-

face,
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As solucoes padrdes de GA, utilizadas foram de 0,0625

L

3
0,125 3 0,2 3 0,25 70,5 3 0,75 3 1,0 § 1,25 e 1,5 ppm , e as o)

1uq§es padroes de 6-DA foran de 0,01 70,1 41,0 e 10,0 ppm, que
davam uma relacac linear entre a concentrac¢ao e o aumento do ta-
manho nedido no bioteste (ver a sequir),

Para giberelinas e inibidores foi utilizado o bioteste
do hipocdtilo de alface, segundo a técnica de Frankland e Hareing
(1960). Substanclas com atividade giberelinica promovem o alonga
mento do hipoecdtilo de alface, enquanto substancias inibidoras
‘e crescirento inibem este alongamento. Foram utilizadas semen-
tes de alface do cultivar "Grand Rapids", que foram colocadas pa
ra germinar em placa de Petri a 25°C por 24 horas, sob luz conti
nua. Apds este periodo, as plantulas selecionadas por homogenei=-
dade de tamanho foram transferidas para cubetas de nolietileno
em nimero de 4 plantulas por cubeta.Al foram postas em contacto
com um terco de cada urma das 10 faixas, correspondentes a uma
faixa entre dois Rfs de um cronatograma em teste ou de controle,
ou tarbén com as solucdes padrdes de GA;. Previamente em cada cu
beta foram adicionados 2 ml de Aqua destilada ou de solucao pa-
drao. A sequir as cubetas foran transferidas para camara de cresg
cimento a 25°C sob luz continua, onde permaneceram por trés dias,
sendo que apds este periodo procedeu-se a medicao dos hipocdti-
los das plantulas testadas.

Para citocininas foi utilizado o bioteste dos cotilddo-
nes de rabanete, segundo a técnica de Letham (1568). Substancias
com atividade citocininica promovem o aumento do peso fresco de
cotilédones de rabanete, devido principalmente a uma maior absor
¢ao de agua. Sementes de rabanete do cultivar "vermelho redondo”

foram colocadas para germinar em placas de Petrl a 30°C durante




24 horas. Apbs este perfodo foi retirado o cotilé&done externo de
cada plantula (os cotilddones externos sio mails homogéneos), os
quals, apds serem lavados con agua destilada, foram selecionados
pelo mesmo tamanho e transferidos para as cubetas de polietileno.
Foram utilizados quatro cotilédones por cubeta, al ficando em
contacto com um tergo de uma faixa entre dois Rfs de um cromato-
grama em teste (reagao positiva para Wood) ou de controle, ou
também com as solugdes padrdes de 6-BA. Previamente foram adicig
nados 2 ml de dgua destilada ou de soluglo padrao por cubeta e,
a seqguir, as cubetas foram transferidas para 259C sob luz conti~
nua, onde permaneceram por 6 dias. Apds este periodo procedeu-se

a pesagem dos grupos de quatro cotilddones de cada cubeta.

4- Andlise EstatIstica

O delineamento estatistico utilizado em todos os experi
mentos de germinacaoc foi o completamente casualizade (Snedecor ’
1962). Para a andlise estatistica dos valores de germinacao dados
em porcentagem, os mesmos foram transformados em arc seny%, Quan
do na andlise de variancia o teste F deu significativo a 5%, de~-
terminou-se a D.M.3. (Diferenca Minima Significativa) a 5%, que
foi usada para and3lise das diferengas entre as médias dos trata~
mentos, através do teste de Tukey. Hos biotestes para detecgﬁo
de substancias endbgenas, o delineamento estatistico usado foi o
completamente casualizado. !lla anilise de varilncia fol utilizado
O teste F para analisar as diferencas de cada faixa entre Rfs de
cada cromatograma em relagao ao controle de fHgua, e tambdm entre
cada faixa entre Rfs de um cromatograma cbtido a partir de semen
tes frescas com a faixa entre os Rfs correspondentes de outro

cromatograma obtido a partir de sementes secas.
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ITI - RESULTADOS

A~ Germinacac de Sepmentes de Lindo Cravo

1- Bfeitc das condicOes de armazenamento

0 efeito das condicdes em que foram armazenadas as se-
mentes na viahilidade destas fol estudado através de testes de
germinacdo e de coloracao por tetrazdlio,

1.1~ Testes de gerninacao

a) Condicoes de laboratdrio

varias condigdes de arnazenarnento foram estudadas em um
experinento com senentes coletadas em 1975. As condicoes de arma
zenamento, ja mencionadas en !laterial e Mé&todos, foram as seguin
tes:
Alm Sementes secas enlatadas - armazenadas a 40C
Az— sementes secas enlatadas -~ armazenadas a 180C
M.~ Serentes secas enlatadas - armazenadas em condigoes
ambientais
B - Sementes frescas, ndo enlatadas, armazenadas em con
digoes ambientais
¢ - Sementes frescas, nao enlatadas, armazenadas em con
digoes de B853U.R. ¢ de 18°C,
0s experimentos de germinacdo foram realizados a cada
dois meses, durante um ano, e 0s resultados estdo na figura 0,

Ma figura Ga poden ser vistos os valores para umidade

das serentes,enlatadas ou nao, no inicio do experimento. Na veri
ficagdo sequinte, feita dois meses apbs, pode ser visto que a u-
midade das serentes dos tratamentos A (sementes secas enlatadas)

permaneceu constante (como era de se esperar), endquanto que hou-
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Senentes da safra de 1975

simbolos: serente seca a 400 - Al o)
6% de unidade 189C = A2 Fa

Aribiante = A, 0

Serente fresca | Aablente - B &

#45% nN,1, - C ®

Figqura Ga

Umidade das sementes en porcentagen medida a cada dois me=-

sasg durante um anoc.

Figura 6h
cerrminacao das senentes verificada a cada dois meses duran
te un ano e apresentada en porcentagem, A germinagﬁo 32 meses de

pois tamhém & apresentada, DMS 5% & apresentada na fiqura.
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ve uma queda nos tratamentos B e C (sementgs frescas) . A queda
foi maior no tratamento B { armazenada em condicoes ambientais),
atingindo uma umidade de cerca de 8%, que dal em diante manteve-
se relativamente constante. A umidade, entretanto, nunca atingiu
o} vaior da umidade de sementes secas. No tratamento € (armazena-~
mento a SS%U}R. e 18°C) a umidade caiu até cerca de 15-16%, man-
tendo~se constante ac redor deste valor.

0s resultados de germinagao sao apresentados na figura
6b. A secagem artificial das sementes causou uma pequena redu¢ao
na porcentagem de germinacao, que foi estatisticamente significa
tiva. Dois meses depois nao houve diferenca significativa na gex
minagao entre os tratamentos Bie By @ Ao Seis meses a partir do
infcio do experimento houve uma pegquena diminuiggo na germinaqéo
do tratamento A3 (semente seca armazenada em ambiente) em rela -
¢ao aos tratamentos Ay (semente seca armazenada a 4°C) e A, (se-
mente seca armazenada a 189C), e essa diferencga aumentou dai pa-
ra frente, sendo estatisticamente significativa. Doze meses a-
pds o inlcio do experimento houve uma queda de germinacac no

2
todo melhores que os tratamentos B e C, A germinacao dos trata-

tratamento A,. 0s tratamentos Al' A2 e AB foram, entretanto,no

mentos A,, A, e A, foi também verificada apds 32 meses do inf-
cio do experimento, e a alta germinacao ainda se obteve no tra-
tamento Al’ havendo uma queda de germinag¢ac no tratamento Az e
uma germinagao quase nula no tratamento A3"

A queda de germinacao foi mais rApida no tratamento B
do que no ¢, pois Jj& & mostrada dois meses apds o infcio, en -
quanto gue em C & mostrada apenas quatro meses apds o infcioc do

experimento. Seis meses apds o infcio do experimento a germina

¢&o caiu a menos de 20% para estes dois tratamentos , e na amos-
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tragem seguinte ela fol nula.

Pelos resultados apresentados ate aqﬁi parece que o me-
lhor tratamento foli o Al (senentes secas armazenadas a 4o0Q),

ILm vista dos resultados obtidos, resolveu-se verificar
estes resultados usandc sermentes colhidas em 1977, porém dimi-
nuindo o niimero de tratamentos., Foram escolhidos o tratamento Al
(sementes secas enlatadas, arrmazenadas a 4°C) e o tratamento B
(sementes frescas, nac enlatadas, armazenadas em condigOes ambiw
entais). O experimento foi conduzido durante dez meses e os  re-
sultados estao na figura 7. da figura 7a pode ser verificada no-
vamente a queda de umidade do tratamento B, como também, pela fi
gura 7b, a queda de germinacao nesse tratamento apbs dois meses
a8 germinagao nula apds oito neses do infcio do aexperinento. A u~
midade das sementes manteve-se constante e a germinacdo foi alta
no tratamento Al (figura 7a e 7b), confirmando os dados obtidos
no primeiro experimento.

Na figura 8 sao cormparados os tratamentos Al e i dos
dois experirnentos descritos, onde pode ser vista uma boa repetl-
¢ao para os valores de umidade de senrentes {(fiqura B8a) a para
germinacac (figura 8b).

Ma figura 9%a & rostrada a velocidade de germinacio das
sermentaes do tratamento Al a cada dols meses. Dmbora as curvas
nao se sobreponhﬁm na fase exponencial, as inclinagdes das cur-
vas $ao senelhantes, e a ordem nao secue o periodo de armazena -
mento, jé ue a curva para (quatro neses de armazenamento tem ,
por exemplo, maior velocidade que a curva para dois meses de ar—
mazenamento. Outra coisa a notar @ que a germinacio total & atin

gida entre 19 e 25 dias de erbebi¢do, e o inicio apenas  ocorre

cerca de 10 dias apds o inlcio da embebicio,
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Sementes da safra de 1977,

S¥imholos: Semente seca a 6% de umidade -~ 409¢C - Al o
Semente fresca - amhlente - B &
Fiqura 7a

Umidade das sementes em porcentagem medida a cada

dola mesges,

Figura 7b

Germinaqﬁo em porcentagem medida a cada dois meses,

NPMS 5% & apresentada na fiqura,
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Sermentes das safras de 1975 e 1977,

'
Simbolos: Serente fresca - anbiente = B Safra 1975 ©

 Safra 1977 @

Semente seca a 6% de umidade Safra 1975 &

400 - Al \ﬁafra 1877 &

Figura 8a

Unidade das sementes em porcentagem medida a cada dois

meses,

Fiqura 8h

Germinacao em porcentagem redida a cada dois meses.,
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Figura 9a

Velocidade de qgerminacio de sementes secas mantidas a
400 - Al - safyra 1977,
Velocidade de gerrminacio em porcentagem medida a cada

dois mesoq,

Simbolos: 0 neses 3 0O
2 mases @+ &

4 masea ¢ O

Perioddo 6 reses ¢ @
de 8 mases ¢ g

armazenarento 10 meses 1+ =

32 neses ¢ ©

Figura 9h

Gerrninacao e screntes secas armazenadas a 49C, 189C e

anblente, ern condicdes de carpo,

ferminacao en porcentacem medida a cada dols meses .

DMS a 5% & apresentada na fiaqura,
Siibolos: Sermente seca - 40C - Ay ®
it by .

Serente scea - 130 - A2

arbiente - A d

Hemente seca 3
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Concluindo, a melhor condicao de armazenamento para map
ter a germinagao de sementes de limdo cravo & o tratamento Al
(sementes secas artificialmente, enlatadas e armazenadas a 4°C) .

b) CondigOes de campo

As sementes dos tratamentos Al’ A2 e AB tambhém foram
postas para germinar em condicoes de campo (ver Material e M&to-
dos). Os resultados deste experimento sao apresentados na figura
9h. Pela fiqgura pode ser visto que até seis meses a partir da se
cagem artificial, a temperatura de armazenamento nao exerceu in-
fluéncia estatisticamente significativa na germinacao das semen-
tes nos canteiros de semeadura (F nao significativo). Aos oito
meses houve uma pequena dininuigac de germinac@o no  tratamento
A, (semente seca armazenada em condigdes ambientais) com relacio
aos tratamentos Al e Az, diferenca esta que aumenta daf para
frente, sendo estatisticamente siqnificativa.

Comparando-se o0s resultados de germinacao obtidos enm
condigoes de laboratdrie e de campo, atravds das figuras 6b e 9b,
notam-se ligeiras variagoes aos seis e doze meses apds o infcio
do experimento. Aos sels neses, em condig&es de campo, 08 trata-
mentos Al’ A2 e AB nao diferen estatisticamente entre 8l, mas em
mas &

condigoes de laboratdrio o tratamento A, nio difere de A

1 27
superior a A3. Aos doze meses, em condicoes de laboratdrio, Al
{semente seca armazenada a 4°C) & superior a A2 e A3, mas em con
digoes de campo A, nao difere de A,, sendo ambos superiores a Ay
No entanto, verifica-se nos dois experimentos uma tendéncia para
diminuigao de germinagdo com o aumento da temperatura de armaze-
namento das sementes, ou seja, tratamento Al (semente seca -4°C)

superior ao tratamento A2 (semente seca - 189C) e este superior

ac tratamento A3 (semente seca -~ ambiente).




A porcentagem de germinagac nunca foi t3o alta no campo
como fol no laboratdrio. £ bom lembrar que o critério do que se
considera germinacao & diferente nos dois casos: protrusio da ra
dicula em um caso, e aparecinento das folhas acima do solo em
condigdes de campo. Assim, muitas sementes consideradas germina-
das em laboratdrio poderiam ndo ter um desenvolvimento posterior,
e, além disso, as sementes no campo estdo sujeitas a condigoes
climaticas adversas, ataque de rmicroorganismos, predadores,etc,

Outra observacao em relagao ao experimento de campo &
que, com relagao ao efeito da secagem artificial e das temperatuy
ras de armazenamento das serentes no transplante dos "cavalinhog"
para o viveiro, "pegamento" do enxerto e obtengéo da muda, obser
vou-se no viveiro que os resultados foram totalmente normais,nio
diferindo dos resultados com mudas provenientes de sementes freg

Ccas.

1.2~ Determinacao da viabilidade

la determinagdo, pelo teste de tetrazdlio, da infludn-
ola da secagem artificial na viabilidade de sementes de limdo
cravo recém colhidas (antes do armazenarnento) nota-se, pelos re-
sultados na tahela III, que a secagem artificial provocou ligei-
ra queda na viabhilidade das sementes, comprovando assim dados an
teriores ohtidos através de teste de germinacac (figuras 6b e 7b)

A determinagao, pelo teste de tetrazdlio, da infludncia
do tipo de armazenamento na viabilidade de sementes frescas e se
cas de limao cravo & apresentada na tabela IV, 0s resultados da
t?pela 1V mostram que o arnazenamento por dez meses afetou dras-
ticamente a viabilidade de sermentes frescas mantidas em condi~-
¢des ambientals (tratamento B), porém nao afetou a  viabilidade

- de sementes secas mantidas a 4°C emn recipientes hermeticamente
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otn BN ehee  amey  awee

Teste de tetrazdlio em sementes com zero meses

de armazenamento ( recém colhidas ).

H Nomero de | Nimero de
Sementes 5 de
sementes sementes
nuas germinagao
testadas viaveis
i i e ——— iAot =it S
Semente
fresca (B)
100 92 92
{umidade:
24%)
Semente
seca (A,) 100 83 83
{umidade:
6%)




Teste de tetrazdlio em sementes armazenadas

por 10 meses,

Nimero de | Nimero de

Sementes % de

sementes sementes

nuas germinacaoc

testadas viveis

Semente

fresca (B)

i 60 05 8,3
(umidade:
7¢)
Semente
seca (Al)-
60 50 83,3
(umidade:

6%)




fechados (tratanmento Al), comprovando assim os resultados ante-
riores obtidos através de testes de qerminaqﬁo {fiquras 6h e 7b).
Assim, tanto por testes de germinacao como pela raaq%o

com tetrazblio, mostrou-se que o tratamento A sementeg secas

1
artificialmente até cerca de 6% de umidade, enlatadas e armazeng
das a 4°C) & um excelente método para a conservagio da viabilida

de de sementes de limao cravo.

2- Lfeito da Casca e da Pelicula na Germinacho

Jdeste experimento foram utilizadas sementes intactas p
sem casca e nuas (sem casca ¢ sem pelicula). O comportamento de
sementes frescas (imediatamente apds a colheita) e de sementes
secas artificialmente (tratarento Al) fol comparado.

Analisando-se 08 resultados obtidos para sementes fres-
cas nota-se, pela figura 10a, que a casca e a pellcula das senen
tes retardaran a velocidade de germinacido, sendo que a maior in-
fluéncia parece ter side devida A pelicula da semente (a  menor
velocidade de germinacao foi da semente intacta). Alén disso, no
ta-se que o infcio da germinacao ocorreu aos 4, 5 e 7 dias, eque
a germinagao maxima foi alecangada aos 9, 16 e 19 dias, respecti-
vamente para senentes nuas, sen casca e intactas.

Pelos resultados apresentados na figqura 10b, verifica =-
s& que as senentes secas intactas tiveram inicio de germinacao
aos 11 dias, ocorrendo germinacdo mdxima aos 27 dias. As semnen-
tes nuas e sem casca apresentaran, respectivamente, infcio de
germinagac acs 5 e 7 dias e germinacac maxima aos 11 e 20 dias.

Nota-se, entretanto, que apresentaram queda brusca de germinacgao

em comparagao com as serentes intactas, devido a grande incidan-
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Lfeitos da casca e pelicula na germinacgao,

Figura 1l0a

Sementes frescas irediatarmente apds a colheita da safra
1977. fGerrminacao dada en porcentagem.
simbolos: Semente intacta -

Senente sem casca n

Semente nua (sem casca e sem pelicula) e

Figura 10

Sementes secas artificialmente, safra 1977. Germinagao

dada emn porcentagem (nesma idade cue as sementes da figural0a).

strolos: Semente intacta 2

Senente sem gasca a

Seriente nua (sen casca e sen pelicula) o
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cla de fungos e de sementes apodrecidas (que fol maior em semen-
tes nuas do gque nas sem caseal.

Analisando-se conjuntamente os resultados apresentados
nas figuras 1l0a e 10b, verifica-se inicialmente que as sementes
frescas intactas, sem casca e nuas apresentaram velocidade de
germinagao mais alta do que as sementes secas artificialmente P
intactas, sem casca e nﬁas, talvez devido ac fato de que o teor
inicial de umidade das sementes frescas (24%) tenha sido muito
mals elevado que o de sementes secas (6%), necessitando estas de
um periodo mais longo de erbebicdo para o infcio de germinacio.

As sermentes segas 56 casca e nuas apresentaram alta
contaminagﬁc por fungos e apodrecimento nas rapetig&ea do teste
de germinacao, contribuindo para uma drastica gqueda no total de
germinagao, contrastando deste modo com 08 resultados obtidos pa
ra sementes frescas sem casca e nuas. A razao da maior incidén-
cia de fungos nas sementes secas (quando a casca ou pelfcula sio
removidas) permaneceu desconhecida.

As sementes frescas intactas apresentaram total de ger=-
minagao superior ac obtido para sementes secas intactas, compro-
vando assim resultados anteriormente obtidos (figuras 6b e 7b) ,
que mostraram que a secagem artificial afeta ligeiramente, no
infeio, a germinacac de sementes de lim3o cravo.

0O passo seguinte fol tentar esterilizar as sementes a
fim de se evitar o prabiema da incidéncia de fungos aparecido

neste experimento.

3- Efeito da Esterilizacao de Sementes na Germinacio

Foram novamente usadas sementes frescas intactas, ime -



diatamente ap0s a colheita e sementes secag artificialmente (tra
tamento Al) sem casca e sem pelicula (sementes nuas). As Seman«
tes foram previamente tratadas com diferentes solugoes de hipo-
clorito de sddio. No caso de sementes frescas intactas o trata -
mento de hipoclorito foi de tr@s horas. No caso de senentes sa -
cas nuas foi de apenas uma hora (ver Material e Métodos) .

Analisando-se os resultados obtidos com sementes fres-
cas intactas, nota-se, pela figura lla, que naoc houve diferencga
significat;va entre os totais de germinacao dos tratamentos com
hipoclorito e dgua destilada. Ilo entanto, a imersic das semen-
tes por trés horas em hipoclorito de s8dic a 15% foi o tratamen-
to que apresentou o maior total de germinagﬁo, e, além disso, a
auséncia de fungos nas sementes. As sementes que foram tratadas
por trés horas com hipoclorito de sddio a 7% e 10% apresentaram
ligeiras incidéncias de fungos, enquanto que as sementes que fo-
ram imersas por trés horas em aAqua destilada apresentaram alguma
contaminagac por fungos nas varias repeticoes.,

A partir destes dados adotou-se, como metodologia para
esterilizacao de sementes frescas intactas, a imersao das semen-
tes por trés horas em solugao de hipoclorito de s6dio a 15%.

Com relagao a sementes secas nuas, nota-se, pelos resul
tados apresentados na figura 11b, que nao houve diferencas signi
ficativas entre os totais de germinag3o dos tratamentos. Além
disso pode ser visto que a maior germinagéo foi alcancada com sg
mentes que foram imersas por uma hora em &gua destilada, cujo
baixo valor comprovou a baixa germinagéo que ocorreu com semen-—
tes secas nuas, mostrada na figura 10b.

A imersdo de sementes secas nuas em solucdes de hipocle

rito de sddio a 4%, 7%, 10% e 15% durante uma hora reduziu dras-
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isterilizacio das sencntes com hipoclorito de sbdio,

'gura lla

Heitlentes frescas intactas (imediatarente apds a eolhei-
ta ).
Gerrninagao dada e porcentagan, Teste F deu nio signifi

cativo na anflise de varifincia Aos tratamentos.

Simbolos: hipoclorito de s83io 7%.- 3 horas o]
hipoclorito de ddio 10% = 3 horas e
hipoclorito de 8ddio 15% - 3 horas O

&

agua destilada - 3 horas

Figura 11hH

Sernentes secas nuas (Al) da mesma idade das sementes da
fiqura 1la.
Germinagao dada em porcentagem, Teste F deu nao sigynifi

cativo na anadlise de varifincia dos tratamentos.

Simbolos: hipoclorito de addio 4% - 1 hora ©

hipoclorito fde sddio 7% 1 hora e

i

hipoclorito de sd4io 10% - 1 hora o

nh

hipoclorito de s8dio 15% - 1 hora m

Agua destilada - 1 hora O
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ticamente o aparecimento de fungos nas sementes, porém houve um
aumento no nimero de sementes apodrecidas.

Em resumo tenos due, para sementes secas nuas, o trata-
mento das sementes com solugaes de hipocloritc de sodioc a 4%, 7%,
10% e 15% durante uma hora reduz a incidéncia de fungos, mas nio
aumenta a germinacao das Ssenentes,

Uma possivel explicag@o para a baixa germinacdo das se-
mentes sacas nuas seria a reidrataqﬁo raplda que sofrem as semen
tes para dque a casca e a pelicula sejam removidas., A raidratagao
rapida causaria danos & estrutura do embrifio. Nos experimentos a
sequir, fol verificado o efeito da reidratacdo lenta de sementes

antes da remocao da casca e da peliecula,

4- Efeito da Reidratacdo Lenta na Germinacio

Semantes secaé artificialmente (tratamento Al) foram
reidratadas lentamente antes dé remogao da casca e da pelfcula
(sementes nuas).

Analisando-se o0s resultados obtidos com a reidratagao
lenta de sementes verifica-se, pela fiqura 12a, que a absorcaoe
de Bgua pelas sementes em duas reidratagdes realizadas foi seme-~
lhante, ocorrendo o equilibrio entre o teor de umidade das semen
tes e a umidade relativa da ca@mara fria (85%) aos 11 dias apds o
infcio do experimento. Deve-se lembrar que a reidrataqﬁo rapida
consiste em mergulhar a semente,em Aqgua ou em rolo de papel ume-
decido, por 14 horas.

08 resultados de germinacac de sementes de uma das rei-
dratagoes lentas mostram, pela figura 12b, que as sementes intag

tas apresentaram halxa qarmina@éay enquantc as sementes sem cage
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DIGURA- 12

Reidratagdo lenta de sementes secas da safra de 1977,

Figura l2a

tnidade, emn porcentager, medida diariamente.

sinboloss 19 reidratacioc ©

29 reidratagio @

Figura 12hH

Gerninacao de sementes secas reldratadas na 19 reidra -

tacao lenta. Germinagao dada en porcentagem,

(- )
simbolos: Intacta - hipoclorito 15% - 3 horas @
Sen casca - hipoeclorito 4% - 1 hora O
Semente Sem casca - agqua destilada - 1 hora

reldratada Nua - hipocglorito 4% - 1 hora a

thua - aqua destilada - 1 hora
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ca tratadas com hipoclorito de sddio a 4% durante uma hora tive-
ram germinaga@o praticamente nula. Em todos os outros tratamentos
a porcentagem de germinacado foi zero.

Comparando-se os resultados obtidos com sementes reidra
tadas lentamente (figuras 12a e 12b) e sementes secas { figura
11b), nota-se que os varios tratamentos para a esterilizacdo de
sementes secas nuas apresentaram germinagao baixa, enquanto ue
todos os tratarnentos com sermentes nuas provenientes de sementes
reidratadas apresentaram germinagEo zero. Temos, portanto, que a
reidratagao lenta mostrou efeito negativo na germinagao.

Analisando~se os resultados ohtidos com a reidratagﬁo
lenta e a reldratagdo rapida de sementes secas nota-se, pela fi-
gura l3a, que as sementes reidratadas lentamente mostraram germi
nag@o baixa para sementes intactas, quase nula péra sementes sem
casca e zero para senmentes nuas, comprovando resultados antario=
res, conforme figura 12b. As sementes secas que nao foram reidra
tadas lentamente (reidratagao ripida) apresentaran germinagao
normal para sementes intactas, média Para sementes sem casca e
.baixa para sementes ﬁuas (figura 13b), comprovando resultados an
teriores, conforme figura 10b,

Comparando-se os resultados das figuras 13a e 13b, nota
se que a reidratagao lenta das sementes secas fez cair drastica-
mente a germinagao ndc sd de sementes nuas, como também de semen
tes intactas e sem casca. Disto se conclui que a hipdtese levan-
tada de.que a nao germinagﬁo de sementes secas nuas seria devido
a reidratacdo rapida das mesmas nio é valida, pois a reldratacaio
lenta de sementes secas afetou drasticamente a germinagdo. Além
disso temos que, colocando-se sementes intactas com 6% de umida-

de diretamente para germinar em placas de Petri com Agua, obte =



FIGURA-13

Comparagao entre reidratacao lenta e ripida de sementes.

'gura l3a

Germinagao de sementes secas, reidratadas lentamente
Germinacao dada en porcentagen.
gimbolos: ( intacta fe]

Semente reie sem casca o

dratada lentg nua o
-mante \
Figura 1l3h

Germinagao de sementes secas com reidratagdo rapida. Ger

minacan dada en porcentagem,

‘ o .
Simbolos: intacta (3]
Semente com sen casca o
reidratacdo
nua Q

rapida \
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mos um alto resultado de germinagﬁo, enquanto que reidratando-se
lentamente estas sementes até 12,2% de umidade e colocando-as pa

ra germinar, temos uma queda brusca no total de germinagao.

5- Efeito de Luz na Germinacao

Sementes secas artificialmente, safra 1977 ( tratamento
Al) foram utilizadas nesta série de experimentos, Apenas semen -
tes intactas foram utilizadas.

Peios resultados apresentados na figura l4a, nota-se
que as sementes de lim3o cravo germinam indiferentemente sob luz
branca ou escuro, sendo que nao houve diferenga significativa en
tre' 0s totals de germinagdo alcangados nos dois tratamentos, em-
bora a velocidade de germinacao seja inicialmente maior nas se-
mentes sob escuro. E, portanto, uma semente ni3o fotoblistica.
| Com relagao ao efeito de luzes monocromiticas (azul '
verde ou vermelho), luz branca e escuroc na germinagao, nota-se,
pela figura 14b, que as sementes de limdo cravo germinam indife-
rentemente bem sob qualquer um destes tratamentos, pois nao hou-
ve diferencas significativas entre os totais‘de germinacao alecan
¢ados. No enéanto, a luz monocromdtica de 525 nm (verde) acele-
rou ligeiramente a velocidade inicial de germinagao, sem no en-
tanto apresentar um total de germinacao mais elevado que o3 de-
mais tratamentos. Este efeito, entretanto, nao apareceu nas repg
ticoes do experimento. Neste experimento nao se repetiu a dife -

renga na velocidade de germinagdo sob luz branca e sob escuro.

Em resumo, conclui-se que a luz parece nio ter efeito

na germinagao de sementes de lim3o cravo,



ELGURA- 14

-
e

Efeitos de luz na germinagio,

Figqura l4a

Efeito de luz branca e escuro na germinacgao, Germinagao
dada em porcentagem., Teste I deu nac significativo na anflise
de variancia dos tratamentos,

Sementes secas intactas, safra 1977.

Simbolos: luz branca o

escurn O

Figura 14b

Efeito de luz ronocromdtica na germinagdo. Germinagdo
dada em porcentagem, Teste F deu nao significative na anflise
de varifincia dos tratamentos.

Sementes secas intactas, safra 1977.

Simbolos: luz branca
escuro
luz azul (450nm)

luz verde (525nm)

& 0 e ¢ o

luz vermelha (650nm)
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6- Lfeito de Temperatura na GCerminacio

Nos experimentos en que o efeito de temperaturas cons-
tantes ou alternadas foli estudado foram sempre utilizadas semen-
tes secas artificialmente, safra 1977 (tratamento Al)'

A fiqgura l5a mostra gerninacao nula &s temperaturas de
5, 10, 40 e 459C. As temperaturas de 25, 30 e 359C a germinacao
de sementes de limao cravo teve infcio ao redor do dia 7, e atin
giu porcentagens maximas de 90, 84 e 73%, respectivamente, ao re
dor do dia 20 apds a semeadura, sendo nao significativas as dife
rengas encontradas entre estes tratamentos. A germinacao de se-
mentes mantidas a 20 e 15°C foi iniciada mais tarde, nos dias 20
e 25, respectivamente. & temperatura de 20°C a porcentagem maxi-~
ma de gerninagdo fol sermelhante dquelas obtidas a 25, 30 e 35e¢,
mas & temperatura de 15°C aqueles valores nfo foram obtidos atd
o dia 60,

Com relagao a alternfncia de temperaturas, nota-se, pe-
la figura 15b, que a alternfncia de 10 - 25°C foi a finica ue a-
fetou drasticanente tanto a velocidade quanto o total de germing
¢a0, reduzindo arbos. A alternincia de temperéturas nao alterou
o total de germinacao, mas acelerou ligeiramente o infcio de ger
minagao. llos resultados de germinacio deste experimento com  as
outras alternancias de terperatura, nota-se que a alternancia de
20 ~ 30°C fol a que apresentou a mais alta germinacao, e a de
15 - 359C a que apresentou a nais baixa; entretanto, a analise
estatIstica dos resultados finais de germinag¢ao ndo mostrou dife
renca significativa entre as varias alternancias (excluindo-se a
de 10 - 250C),

Dos dados apresentados até agora pode-se tirar as se=
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iffeito de temperatura na germinacao,

Fiqura 1l5a

Ifeito de tenperatura constante na germinacao. Sermontes
secas safra 1977 (tratanento A,).Germinagao dada em porcentagenm.
Teste F nao deu sigqnificativo na andlise de varifineina dos trata

mentos a 25, 30 e 350,

- ¢
sinbolos: 150¢ 0O 4000

2000 ® 450¢

&

2500 O 500
Tanperaturas

300 B 100C

constantes N
350(¢ O
Y

Figura 156

feito de alternadncia de temperatura na germinacao., Se-
nentes secas safra 1977 (tratanento Al). GCerrinacao dada em por
centagem, DMS 5% & apresentada (excluindo 10-252C), Alternancia

de tenperatura 12-12 horas.

Simbolos: 15 - 350¢c O 25 ~ 300C o
Alternadncia 40 = 300C 25 = 35°C s
les 20 - asec D 15 - 2500 v/

Pl - (& T - STo
temperaturas 20 =250 W 10 - 259¢ v




GERMINACAO (%)

(%)

GERMINACAO

FIGURA

IS

20

§ o o SRRV W
O 60 70
DIAS

80

I D.M.S. 5%

DiAs




guintes conclusoes:

1~ A secagem artificial de sementes de limao cravo cau-
sa um decréscimo inicial na porcentagem de germinacdo. A mnelhor
condigdo para manter a gerninagdo & secar as sementes artificial
mente até 6% de umidade, enlatl-las hermeticamente e armazena-
las a 4°C (tratamento Al). A pilor condicdo para manter a germina
cdo & o armazenamento de senentes frescas em condigoes amnbien-
tais (tratamento B). 0s experirentos de campe confirmaram os re-
sultados obtidos em laboratOrio para o tratamento Al.

2- 0 teste de tetrazdlio apresentou, para os tratamen-
tos Al e I, resultados de viahilidade semelhantes aos cbtidos
por testes de germinagao.

3~ A casca e a pelicula atrasaram a germinagdo de semen
tes de limdo cravo. A remogao da casca e da pellcula inibe a ger
minagao da semente seca, mas nac da semente fresca. A esteriliza
¢ao de sementes com hipoclorito de s8dio n3o melhora a germina-
cao de sementes secas nhuas,

4~ A reidratacao lenta das sementes secas artificialmen
te prejudica a germinagac (inclusive de sementes intactas).

5- A semente de limao cravo & indiferente 3 luz para a
germinacao.

6~ Nao hd germinacdo s temperaturas constantes de 5,
10, 40 e 45°C, A alternancia de temperatura de 10 - 259C retar-
dou e inibiu a germinagao. las outras alterndncias de temperatu-

ras utilizadas, a porcentagem de germinacao final foi sempre

alta.



B- Substadncias liormonais Indddenas nas Sementes de Limio Cravo

durante o Armazenamento

1- Eficiéncia do método de extracdo e do bioteste do hipoedti

lo de alface

Heste experimento 200 sementes secas foram extralidas |,
juntamente com 6 ml de acido giberélieo a 1 ppm, de acordo com o
método apresentado em Material e !&todos. A extracio e a purdfi-
cagdo dos extratos foi a realizada normalmente atd a feitura do
bioteste do hipocdtilo de alface. O resultado do bioteste para a
fragao Acida & apresentado na figura 16, onde pode ser visto que
o mdtodo de extracic foi hastante eficlente, e o GA3 aplicado
inicialmente fol claramente detectado no bioteste utilizado (re-

cuperacao em torno de 90% do GA. inicial).

3

Em um experimento o fracao acida foi tratada com ficina
para se verificar se havia giberelinas ligadas. Mao houve aumen-
to do nivel de giberelinas ou do niimero de picos de giberelinas

com o uso de ficina. Portanto, ndo parecem existir giberelinas

ligadas na fracao acida en sepnentes de limio cravo.
g :

2- Verificacao da Presenca de Substancias Hormonais Endbgenas

em Sementes Frescas Armazenadas {(Tratamento H) & Sementes

Ssecas (I'ratamento Aij no Infcio e Fim do Perlodo de Arma-

zenamento de 12 lesesn e 32 tleges

As substincias de crescirento foram examinadas por hio-
testes nas fragoes dcida, hdsica e neutra, ohtidas pelo m&todo

de extragdo descrito en 'aterial e "dtodos.



Eficiéneia do método de extracao e do bioteste do alon-
gamento de hipocdtilo de alface,

Foram extraidas 200 senentes, conforme Material e Méto-
dos, adicionando-se 6 ml de &cido giber&lico a 1 ppm. Foi utili
zada somente a fragao acida,

Solvente usado: isopropanol : amdnea : agua ( 10:1l:l ).
Neste sistema de solvente o Rf do GA, & o Rf 0.5,

Resultados apresentados como porcentagem do controle de

Agua {controle = 100%).
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2.1- Substancias giberelfinicas e inibidores

Ha figura 17 sao mostrados os resultados para as fra-
gaes dcidas de sementes sen arnazenarmento (zero meses de armaze-
namento). O biloteste & o do alongarmento do hinocdtilo de alface.

Ns resultados para as serentes frescas estao na figqura
17a, onde pode ser vista una reqiao onde foi detectada atividade
giberelinica, estatisticarente significativa, entre os Rfs 0,2 e
0,3. A regido entre os €3 0,3 ¢ 0,6 nio foi estatisticamente
significativa. Ha uma zona de inibicac estatisticanente signifi-
cativa entra o Rf 0,6 e o PF 1,0, e uma nao significativa entre
o ponto de aplicacao e o Rf 0,1, !a figura 17> est3o os resulta-
dos para as serentes apds a secagen (tratanento Al). A regiao de
atividade giberellnica estd entre os Rfs 0,1 e 0,5, sendo esta -
tisticanente significativa cntre os Rfg 0,1 e 0,4, A zona de ini
bigao & estatisticamente significativa entre os REs 0,6 e 1,0,

Cormparando~se os resultados obtidos com sementes fres-—
cas e secas, verifica-se pela fiqura 1l7¢ que houve diferengas
significativas entre o ponto de aplicacac e o Rf 0,1 como inibi-
¢ao, e de promocac entre os Rfs 0,1 e 0,2, As sementes secas ti-
veram niveis superiores de promogao, em relagio 3s sementes fres
cas, entre o Rf 0,1 e 0,2. A menor germinacio inicial (ponto ze-
ro} observada (figuras 6b e 7b) entre Sementes frescas e semen-
tes secas (menor em sementes secas) nio pode ser explicada por
estes resultados, ja que detectou-se maior nivel de giberelinas
em sementes secas., Dntretanto, tarmbén foi detectado maior nivel
de inibidores nas sementes secas, mas & diffci] imaginar que
esta pequena diferenca no nivel de inibidores seria a responsa-

vel pela queda de germinagéo nas serentes secas.,

Na figura 18 sao mostrados os resultados (fragdao acida)



ELGURA-17

Fragdo 3cida de sementes com zero meses de armazenamento.
Bicensaio do alongamento do hipocdtilo de alface. Resultados apre

sentados como porcentagem do controle (100%).

Figura 17a

ASemente fresca (tratamento B). O sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre o Rf e o controle de &gqua.

Figura 17b

Senente seca (tratarmento Aj)e O sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre o Rf e o controle de 3gua.

Flgura l7c¢

Semente fresca (tratamento B) e sercnte scca (tratarento
Al)‘ O sinal * mostra teste F significativo a 5% entre as faixas

de Rf correspondentes dos tratamentos B e Ale-

SImbolos: ee—————w— Senente fresca (tratamento B)

wemssemesew  Semente seca (tratamento Al)
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Pracao aclda de senentes com doze reses de armazenamento.
Bicensaio do alonganento do hipocdtilo de alface. Resultados apre

sentados como porcentagen do controle de acua (100%).

Pigqura 18a

Surmonte fresca (trataranto D). O sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre o »f & o controle de &aqua.

pigura 18h

Semente seca {(tratarmento Al). 7 sinal * mostra teste G

simnificativo a 5% entre o °f g o controle de Agua,

Wiqura 18¢

Senonte fresca {tratanento B e serente seca {tratamento

Al). 0 sinal * nostra teste I sicgnificativo a 5% entre as faixas

de f corresprndentes dos tratamentos B oe Al.

STmbolos: mmemm—— SO 0NEe fresca (tratamento B}

sorssmsenaesraeens TN ERA meca (Bratarmento Al)
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para serentes armazenacas por 12 neses {(sementes frescas - trata

)0

mento B ; sementes secas ~ tratamento Al
As sementes do tratanento B (fiqgura l1l8a) mostram uma
inibigao estatisticamente significativa entre o ponto de aplica-
¢3o e o Rf 0,1, e entre os Rfs 0,6 e 1,0, 14 promogdo entre  0s
Rfs 0,1 e 0,6, mas estatisticarente significativa entre os Rfs
0,2 e 0,4.
tta fiqura 18b verifica-se que as sementes secas apresen
taram inibi¢3o entre o ponto de aplimag&o e o RE 0,), e entre oz
Rfs 0,6 e 1,0, e promocao apareceu entre Rfs 0,2 e 0,3, todos es
tatisticamente significativos,
Analisando-se conjuntamente o5 resultados, nota-se na
figura 18c que houve diferenca significativa entre os Rfs 0,7 e
0,8, mostrando que sementes frescas tem um nivel de inibidores é
cidos maior do que as senentes secas. Lembrando que aos 12 meses
‘de armazenamento as sementes frescas (tratamento B) nao mais qger
minam, endqguanto que as sementes secas germinam em torno de 80%
(figura 6b), poderia ser sugerido que uma das causas da queda de
germinagao de sementes frescas durante o armazenamento tenha si-
“do o aumento do nfvel de inibidores acidos entre os Rfs 0,7 e
1,0. As giberelinas, detectadas na fracgao acida, nao parescem eg-
tar envolvidas na queda de gerninacdo.
0s resultados para a fracao neutra de serentes sen arma
Zzenamento {zero meses de armazenamento) dos tratamentos R (semen
tes frescas) e Al (senmentes secas) estao na fiqura 19.
11a promogao nas senentes frescas (figura 1%a) entre o)
ponto de aplicacdo e o Rf 0,6, estatisticamente significativa en

tre o ponto de aplicacao e o & 0,1, ¢ entre o Rf 0,2 & o Rf 0,6,

H& inibigao entre os Rfs 0,6 e 1,0, estatistlicamente significati
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Frncﬁn neukra e sooentens con Zzero reses e arrazonarnen=
to, Pioensnio do alonaenenta Ao hinocdtile de alface, "esultados

apresentados cono porcentacen do controle de Agqua (190%),

Ficura 19a

Sernente froaca (kratarentn B), N sinal * roatra teste P

sienificativeo a 5% entre o Rf » o gontrnle de Ama,

Fioura 19

Sementke saoca (tratarentn All. Y ainel * mostra teste F

sicni ficative A 5% entra n BRf 2 o contrnle 70 Aqua,

Tiemra 19g

terante frosca (tratarentn B) o gsarente seca (tratarmento
hll. “'ninal * nostra teste F asiqnificativeo a 5% entre as fairxas

e f correspondentes Jos traokarentos B e hl.

Sirtoloss —— Coreate fresca (tratarento D)

s Do ionte doca (fratinento hl}
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va entre os Rfs 0,6 ¢ 0,9,
Ma fiqura 19b estdo os resultados para as serentes se-

cas (tratarento A.}. & pronocao estatisticamente siqgnificativa

1
entre o ponto de aplicacao e o 2f 0,4, e inibicao entre og  Rfs
0,5 e 1,0, mas estatisticanente significativa entre os Rfs 0,7 e
0,8, e entre os Rfs 0,% & 1,0.

A figura 19c mostra a comparagao entye sementes frescas
e secas, onde pode ser verificado que houve uma queda eostatisti-
camente sinnificativa de pronogio nara as sementes sccas entre
os Rfs 0,4 ¢ 0,6. Tao foi nostrada diferenga significativa no nl
velld@ inibidores neutros.

Retornando ds fiquras 6b e 7b, que mostram a queda de
gerninagdo devido a secagen artificial, pode-se sugerir a hipdte
se de (que esta queda fol acorpanhada por um decrésciro significa
tivo no nivel de promotores neutros (possivelnente dstores de gi
berelinas) entre os Rfs 0,4 o 0,6 de senentes secas ( tratamento
Al) quando comparadas con sernentes frescas {tratamento B).

0Os resultados para as fracdes neutras de sementes arna-
zenadas por 12 meses sao rostrados na fiqura 20,

Im sementes frescas (tratamento B) houve promocao entre
o ponto de aplicagﬁo @ o RE 0,6, sendo estatisticamente signifi-
cativa entre os Rfs 0,1 e 0,6. Ilouve inibic&o ndo significativa
entre os Nfs 0,6 e 1,0 (figura 20a).

Im sementes secas {tratamento Al) houve promogao entre
o ponto de aplicacac e o Rf 0,6, sendo estatisticanmente signifi-~
cativa entre o ponto de aplicacio e o Rf 0,3, e entre o NRf 0,4 e
o Rf 0,5. A inibicao foi detcctada entre os Rfs 0,8 e 1,0, sendo

estatisticamente significativa entre os Rfs 0,8 e 1,0(figura 20b)

Cormparando~se conjuntamente os resultados, nota-se, pe-
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Pracao neutra de serentes com doze meses de armazenamen-
to. Bioensaio do alonganento do hipocdtilo de alface. Resultados

apresentados como porcentagem do controle de Aqua (100%).

Fiqura 20a

asanoente fresca (tratamento B}, 0 sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre o Pf e o controle de Agua,

Fiqura %ﬂ&

Sernaente scoa {(tratamento Al). 0 ginal®* mostra teste F

aignificativo a 5% entre o Nf & o controle Ae Aqua,

Figura gﬂg

Sernente fresca (tratamento B) e semente seca (tratamento

Al}. 0 sinal * mostra teste F significativo a 5% entre as faixas

de £ correspondentes des tratanentos D e Al.

Simholos: Serente fresca {(tratamento D)

weenmmannias  Sorante seca (tratarnento hl)
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la fiqura 20c, que hA apenas uma diferenca significativa entre o
Rf 0,5 e o Rf 0,6, verificando-se um maior nivel de promotores
neutros en serentes frescas, (ue de acordo com a figura 7b nao
mals gerrminam,. Parece, pols, que esta promogﬁo nada tem a ver com
a germinacao.
1 la fiqgura 21 sao mostrados os resultados para as fracoes
acidas (figura 2la) e nentras (figura 21h) para serentes secas
{tratamento Al) armnazenadas por 32 meses, e que continuaram a
germinar bhem (figura 6h).

a figura 2la (fracao ficida) nota-se aque hé prorocdo en
tre os Rfs 0,1 e 0,3, ¢ entre os Rfis 0,4 e 0,6, mas estatistica=-
mente significativa apenas entre os Rfs 0,4 e 0,5. #& inibicao
estatisticamente significativa entre os Rfs 0,6 e 1,0 & entre o
ponto de aplicaqén e o Rf 0,1. Pela figura 21b (fraq%o nevutra)
verifica-ge cque ha pramogﬁo entre Rfs 0,1 e 0,6, mas estatistica
mente significativa entre os Rfs 0,4 e 0,6, Ha inihig50 entre  a

origem e o 0,1, e entre os Rfs 0,6 ¢ 1,0, nas estatisticanen-

te significativa apenas entrn os Rfs 0,7 e 0,9, De um nmodo geral
ha uma sindlaridade entre as figuras 18b e 2la (fracao Acida, 12
@ 32 neses de armazenamento) e entre as figuras 20h & 21b ( fra-
gﬁo neutra, 12 & 32 mesas de armazenanento),
resumindo, para fracoes acidas e neutras, varios pontos

podem ser considerados.

Para as fragdes Acidas, com relacdao a sermentes frescas,
ternos pelos resultados das figuras 17a e 18a que, conforme aumen
ta o perfodo de armazenamento, hd um aumento no nivel de inibido
res acidos, permanecendo o nivel de promotores praticamente cong

tante.

Para sementes secas, tenos pela an&lise conjunta dos re



g
f
i

i

| docg
'
r
—

Sementes secas {(tratarento Al) com 32 meses de armazena-
mento, DBiocensalo do alongarento do hipoedtilo de alface. Resulta

dos apresentados como porcentagen do controle de adua (100%).
i C g

Piqura 21a

Pracao A&cida de senentes secas., 0 sinal * rostra teste

F spignificativo a 5% entre o "f e o controle de &dqua,

Figura 21h»
s s sciacncit s

I'ragao neutra de senentes secas, O sinal * mostra teste

F gignificativo a 5% entre o Rf e o controle de Aqua,
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sultados das figuras 17b, 18b e 2la, que com © aumento do perio-
do de armazenamento houve ligelra variacac no nivel de inibido-
res acidos.

Para as fragOes neutras, com relagdo As serentes fres-
cas, os resultados das figuras 1%a e 20a mostram niveis de promo
tores praticamente inalterados e nivels de inibidores diminuidos
(0 que parece nao concordar com os resultados de germinagao) .

Com relagao & sermentes secas, verifica-se pelas figuras
19h, 20b e 21b, que os resultados obtidos mostram que até aos 12
meses de armazenamento nao ocorreram grandes variacoes nos ni-
veis de promotores e inibidores, sendo que aos 32 meses ocorreu
um decréscimo no nivel de promotores e um aumento no nivel de

inibidores.

2.2~ Substdncias tipo citocininas

~

A fracao baAsica {(ver Material e Métodos) foi testada pe
lo bioteste para citocininas, nas faixas dos cromatogranas que
deram recagao positiva para o roagente de Uood (especifico  para
purinas e,portanto, tanbén para citocininas). A reacao positiva
ao teste de "lood ficou estabelecida entre o ponto de aplicagdo e
o Rf 0,4, Portanto, esta regido Zfoil dividida en quatro zonas, e
utilizadas para o bioteste de citocininas.,

Os resultados para sepentes frescas (tratamento 3) e se
mentes secas (tratamento Al) sen armazenarento sac mostrados ¢
respectivamente, nas figuras 22a = 22bh, louve prorogac {para ci-
tocininas) entre o ponto de aplicacao e o Rf 0,2, norénm a Promo-
¢ao nao fol estatlsticarmente significativa nem para senentes se-

cas e nem para sementes frescas. A comparacao entre estes dois

tratamentos estd na figura 22¢, que nestra que narece haver um
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Fracdo bAsica de senentes com zero meses de armazenamen-
to., Bicensaio do aumento do peso fresco de cotil&dones de rabane
te. Resultados apresentados como porcentagem do controle de agua

{(ron%y,

Fiﬂura 22a

Semente fresca (tratamento B). Teste F deu nao significa

tivo entre Rfs e controle de Agua.

Flgura 22bh

Semente seca (tratamento Al)° Teste F deu nao significa-

tivo entre 1fs e controle de agua,

Fiqura 220

Sementes frescas {(tratamento B) e sementes secas (trata~
mento Al). Teste F dell nao significativo entre as faixas de  Rf

correspondentes dos tratamentos B e Al.

Simholos: Semente frescas (tratamento B)

CROGUS G BABA AN R HuThe S&mente seca (tratamen‘tﬁ Al)
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nfvel nmaior de citocininas nas sementes frescas (erhora esta di-
ferenca nao seja estatisticarente significativa). Do Rf 0,2 atd
o Rf 0,4 foi encontrada pequena inibicao nos dois extratos, po=~
rém estatisticarmente nao significativa.

Pelas figuras 23a e 23b nota-se que tanto as sementes
frescas como as sementes secas mostraram picos para citocininas
entre o ponto de aplicacac e o Rf 0,2, estatisticamente signifi-
cativos. A analise conjunta dos resultados de serentes frescas e
sementes secas (fiqura 23c) rnostra que,entre o ponto de aplica =~
géo e o Rf 0,1, as sementes secas apresentaram promogﬁo estatige
ticamente superior a das sermentes frescas, de acordo com 08 re-
sultados de germinagao (figuras 6b e 7b). Entretanto, nas semen-
tes armazenadas por 32 meses (tratamento Al)' houve apenas ligei
ra promocao entre o ponto de aplicacao e o Rf 0,1 (como na fiqu~-
ra 23b), porém nac estatisticarente significativa (fiqura 24).

Resumindo para citocininas, alquns pontos podem tamhém
ser considerados.

Com relagao‘a sementes frescas, nota-se pelos resulta -
dos das figuras 22a e 23a que houve um aumento nos niveis de ci-
tocininas durante os 12 neses de armazenamento.

Com relacao a sementes secas, nota-se pelos resultados
das figuras 22b, 23b e 24, que houve um aumento nos niveis de zi
tocininas até aos 12 meses de armazenamento, sendo que aos 32 me
ses parece  ter havido uma queda nestes niveis.

As citocininas parecem ter um papel importante na manu-
tengao da viabilidade de senentes de lim3o cravo, mas elas sozi-
nhas nao a explicam. Talvez a perda da viabilidade esteija, em
parte, relacionada com uma diminuigaoino nivel de citocininas e

um certo aumento no nivel de inibidores acidos nas sementes fre&



i
j
o
tx
e
i
o
Lo

I'ragao basica de senentes com doze neses de armazenamen~
to. Bioensaio do aumento do peso fresco de cotilddones de rabane
te. Resultados apresentados como porcentagem do controle de agua

(100%),

Fiqura 3a

Semente fresca (tratamento B)., O sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre Rf e controle de Aqua.

Fignra 23b

Semente seca {(tratamento Al). 0 sinal * mostra teste F

significativo a 5% entre Rf e controle de Agua,

Figqura 23c¢

Senente fresca (tratamento B) e semente seca (tratamento
Aj). O sinal * mostra teste T significativo a 5% entre as faixas

de Rf correspondentes dos tratarentos B e Al.

SImbolos: ———— Semente fresca (tratarmento B)

smesssermveenenss - Semente seca (tratamento Al)
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Fragao bisica de sementes (tratamento A)) com 32 meses
de armazenamento., Bioensaio do aumento do peso fresco de coti-
lédones de rabanete. Resultados apresentados como porcentagem
do controle de Agua {(100%). O teste F deu nao significativo

entre as faixas de Rf e o controle de &qua.
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cas mantidas em condigoes ambientais (tratamento B).

Em relagao a substi@ncias hormonais end8genas pode-se tji
rar as seguintes conclusoes:

1- Ma fragao dcida com zero meses de armazenamento hé
maior atividade giberelinica no extrato de sementes secas. Um
inibidor de pequena mobillidade no sistema soclvente usado (preseg
te entre a origem e o Rf 0,1 do cromatoqgrama) foi encontrado 50
mente no extrato de sementes frescas,

2- Na fracao neutra com zero meses de armazenamento hi
pouca variagaoc no nivel de inibidores neutros entre sementes se-
cas e frescas. llouve queda de nivel de giberelinas (ésteres) nas
sementes secas,

3- Com 12 meses de armazenamento hé maior nivel de ini-

bidores na fracao dcida de serentes frescas (que n3c mais germi
nam) . Pouca variacao no nivel de giberelinas.

4- Com 12 meses de armazenarmento ha pouca variagao no
nivel de inibidores na fracgac neutra de sementes frescas (cjue nd®
mais germinam), mas hd um aumento no nivel de giberelinas ( &s=-
teres},

5- Sementes frescas ou senentes secas sem armazenamento
apresentan baixo nivel de citocininas.

6- Im sementes arnazenadas por 12 meses ha maior nivel
de citocininas nas senentes secas do que nas sementes frescas (e
estas n3o mais germinam).

7- Com 32 meses de arnazenamento hi citocininas em me-

nor nivel do que com 12 neses de armazenamento, no extrato de se

mentes secas, erbora estas continuem a germinar.
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IV=- DISCUSSED

Apesar da técnica usada para a secagen de sementes ter
sido bhaseada na de Harrington ( 1960 ), com modificagoes que vi-
savam abrandar as condi¢goes por ele utilizadas, a secagem artifi
cial de sementes de lim3o cravo acarretou uma ligeira redugao na
porcentagem final de germinagao. O autor citado recomenda, para
a maioria das espécies, temperatura de até 3I80C para a secagenm
segura de sementes com teor de umidade entre 10 e 18%, e de 43°C
para sementes com teor de umidade abaixo de 10%. A nossa técnica
envolveu a secagem em duas etapas: a) secagem até 10% de umidade
com a temperatura de 35°C e b) secagem até 6% de umidade com a
temperatura de 39°9C, B dificil explicar, com a metodologia utili
zada, a ocorréncia de queda inicial de germinagac em sementes de
limdo cravo apds a secagem artificial. Resultados semelhantes fo
ram obtides por Mungomery et al ( 1966 ), apls a secagem de se-

mentes de tangerina Imperador ( Citrus reticulata Blanco )a 4060C

por 24 horas, obtendo uma queda de germinacgao de 91,5% para
70,5%. No entanto, Barton ( 1961 ) e Harrington ( 1972 a ), es-
tudando a longevidade de sementes de vArias espécies, incluiram
as sementes de algumas espécies de Citrus entre as que nio podem
ser secas, sendo Injuriadas pela secagem. Os dados obtidos no
presente trabalho sobre secagem artificial de sementes de limiao
cravo nao concordam com os dados para Citrus de Barton (1961) e
Harrington (1972 a), mas concordam em parte com os dados de
Mungomery et al (1966).

sequndo Bacchi (1958}, Montenegro e Salibe(1960) ,Barton
(1961) , Ferreira (1969), Chacko e Singh(1970) e Krishna e Shanker

(1378) , o armazenamento aberto de sementes de Citrus sob tempera

tura ambiente & a pior condigdc para armazenamento, ocorrendo ri
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pida queda do poder gerninativeo, o gque concorda com 08 NOS80S da
dos apresentados,

A melhor condicdo de armazenamento para manutencao da
viabilidade de sementes de lirndo cravo foil mante-las a 63 de uri
dade sob temperatura de 4°C. Resultados semelhantes foram obti-
dos por Krishna e Shanker (1978). Entretanto, outros autores (Ba
cchil, 1958, Montenegro e Salibe, 1960, Mungomery et al , 1966
Chacko e Singh, 1970 e Ishuys, 1975 ) afirmem que a melhor condi
¢ao de armazenamento para senantes de Citrus & mante-las com al-
+o teor de unidade sob temperatura de 4 ~ 89C.

Através de experinmento de germinacac em canteiros de 5@
meadura, com sementes dos tratamentos Al, A2 & A3; mostrou-se
que 08 resultados obtidos en condigtes de laboratdrio foram ple-
namente validos tarbeém nestas condigOes. Com relacdo ao fato de
que a porcentagem de germinaciao nos canteiros ter sido sempre me
nor do que em condic¢oes Otimas de laboratdrio, consideramos v
enm consonadncia com Hegart (1973), que o solo nao & un amhiente
ideal para a germinacao ¢ para a emergéncia, podendo ser conside
rado mals ou menos adversco en diferentes épocas. Ns fatores do
solo que afetariam a germinag¢do seriam a temperatura, a umidade,
a aeracao, patdgenos, alénm das propriedades estruturais, tais co
mo resisténcia A penetragao da semente e possibilidade de endure
cimento.

Chacko e Singh (1970) obtiveram, para seraentes de

Citrus karna, resultados de viabilidade, atrav@s de teste de tew-

trazdlio, (ue foram 11% mais altos que os cobtidos por teste de
germinagﬁ@. Jo entanto, Rolstacher e Maver (1961) obtiveram, com
semantes de Cltrus, boa correlacac entre os resultados de  teste

de gerninacao con os obtidos por teste de tetrazdlio. Pelos nos-




308 resultados consequimos boa similaridade entre o teste de te=-
trazdlio e o teste de germinacdo; além disso, foram determinados,
pelo teste de tetrazdlio, os efeitos da secagem artificial e das
condicOes de armazenamento na viabilidade de sementes de lim3do
cravo, resultados estes que foram quase idéntigcos aos obtidos
por testes de germinacio.

A casca e a pelicula de sementes de limao cravo atrasa-
ram a germinag¢ao, sendo que a remogao da casca induziu aumento
na velocidade de germinagao, aumento este que foi muito maior
com a remogao conjunta da casca e da pelicula. Resultados seme -
lhantes foram obtidos por Cohen (1956) com sementes de laranija

azeda (Citrus aurantium L.), por Mungomery et al (1966) com se-

mentes de limdo rugoso (Citrus limon L.Burm.) e por Zabala e

Guardiola (1976), com sementes de Citrange Troyer ( Poncirus

trifoliata X Citrus sinensis).

A secagem artificial de sementes de limao cravo condu-
ziu a um atraso na germinacao, em comparagac com as sementes nao
tratadas (sementes frescas), talvez devido i necessidade de um
tempo maior para a embebigao. Resultados semelhantes foram obti-
dos por Mungomery et al (1966) com sementes de tangerina Impera-
dor, nas quais a secagem a 40°C por 24 horas e o tratamento com
fungicida aumentaram o tempo necessario para a obtencac da por -
centagem maxima de germinacio de 12 para 15 dias.

Com rela¢ao a sementes secas, a remogao da casca e da
pelicula conduziu a quedas dristicas na germinagao, apesar de um
relativo aumento na velocidade inicial. Devido a grande contami-
nagao por fungos e sementes apodrecidas nos testes de germinagao
com sementes sem casca e nuas, tentou-se, com a esterilizagéo de

sementes nuas com solugdes de hipoclorito de sddio, a eliminacao
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da incidéncia de fungos, o que fol consequido, porém sem elimi-
nar o problema de sementes apodrecidas e queda de germinaq&o.
Pensou~-se, a seguir, que este problema seria devido a reidrata -
gao rapida de sementes secas na germinag3o. Baseado nisto tentou
se a reidratagao lenta destas sementes, porém os resultados fo=-
ram negativos, e agravados pelo fato de que também as sementes
secas intactas tiveram a sua germinagao final drasticamente afe
tada. Todos estes problemas ficaram sem solugdo atéd o fim do pre
sente trabalho, e também sem explicag¢bes atravds da literatura.

O acido giberélico pode ser de importancia na determina
gdo da germinagao de sementes na natureza, devido a sua presenca
e também de outras giberelinas em sementes de Phaseolus, alface
e outras (Phinney e West, 1960). HA algquma evidénecia indicando
gue o nivel de giberelinas muda durante os diferentes estdgios
de germinagdo, e durante a maturagdo e pds maturacao de sementes
(Mayer e Poljakoff-Mayber, 1975). No entanto, em qualquer discus
sao sobre a implicacdo de giberelina na germinacdo, deve ser fei
ta uma distingac nitida entre os efeitos de compostos aplicados
e a influéncia da variagao dos niveis endbgenos do hormdnio. Os
efeitos de giberelinas aplicadas exogenamente em sementes podem
nao estar relacionados com os processos de desenvolvimento nor-
mal ( Jones e Stoddart, 1977).

0s niveis de giberelinas em sementes maduras sao baixos
guando comparados com os primeiros estagios de desenvolvimento
da semente. Corcoran e Phinney (1962) verificaram que, em semen-

tes maduras de Phaseolus vulgaris e Lupinus succulentus, a ativi

dade de giberelina nao & detectivel, enquanto que na metade do

processo de maturagao a atividade &€ muito alta. No entanto, esta

aparente perda em atividade com a maturag&o progressiva pode naoc
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ser tao drastica. Durley, Mac Millan e Pryce(1971) mostraram, em

sementes de Phaseolus multiflorus, que os primeiros estlgios da

maturagao sao caracterizados pela predominadncia de estruturas mo
leculares altamente ativas, tais como GAl' enquanto que sementes
maduras contém principalmente GAB’ que é biologicamente inativo,
Logo, a aparente auséncia de atividade tipo giberelina,medida em
bioteste, em sementes maduras pode ser consequencia da acumula -
¢ao de moléculas biologicamente inativas. Comportamento semelhan
te foi mostrado para sementes de ervilha em maturagdo (Frydman,
Gaskin e MacMillan, 1974) , para sementes de cevada ( Groat e
Briggs, 1969) e para sementes de outras gramineas (Stoddart ’
1965). Parece evidente, portanto, que sementes completamente for
madas geralmente contém quantidades muito baixas de giberelinas
livres e, quando estes compostos ocorrem, acham-se pPresentes emn
moléculas hbiclogicamente inativas (Jones e Stoddart f197T).

Pelos resultados obtidos neste trabalho atravé@s das fra
goes Acidas e neutras, parece que as giberelinas nao estao envol
vidas com a germinaggo de sementes de limio cravo, visté dque os
niveis determinados em sernentes frescas e secas artificialmente,
durante o periodo de armazenamento, nao apresentaram variagoes
conclusivas entre as sementes que germinavam e as gque n3o mais
germinavam,

Baseado nos dados de Corcoran e Phinney (1962), poder-
se~ia concluir que o fato de que giberelinas biologicamente ati-
vas nao parecem estar envolvidas na germinacao de sementesg de 1i
maoc cravo pode estar restrito Somente aos eventos iniciais de
germinagao, devido a metodologia de extragdo e deteccao utiliza-
da neste trabalho. Talvez as sementes maduras de limao cravo a-

presentem formas biologicamente inativas de giberelinas e que,
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durante a germinacdo, sejam convertidas em formss biologicamente
ativas, mas nao podemos comparar o8 nossos dados com a literatu-
ra existente.

Pela literatura verificamos gue o8 sestudos sobre afeiw-
tos de giberelinas em sementes de Citrus foram desenvolvidos a
partir de aplicagOes exdgenas do hormdnio, de acordo com os expg
rimentos de Burns e Cogglins (1969}, Button et al ( 1973 ) .
Srivastava e Singh (1971), Shant e Rao {(1275) e Eshuys (1976) ,
nao havendo, portanto, dados referentes a mudancas nos niveis en
ddgenos de giberelinas em comparagac com os resultados de germi-
nacaoc apds diversas condicdes de armazenamento.

Pelos resultados obtidos de bilotestes usando as fracOes
dcidas, baslcas e neutras de sementes frescas e secas de limao
cravo, poder-se-ia dizer que a germina¢io parece estar relaciona
da com 05 niveis enddgenos de inibidores &cidos e de citocininas.

Em geral, a atividade cltocininica & alta em frutos e
sementes em desenvelvimento, mas com a maturagaoc os niveis caem,
tornando-se diflcil detectd~la ( Gazit e RBlumenfeld , 1970 7
Sandstedt, 1971). Este decréscimo em atividade pode ser devido &
quebra das cltoclninas ocu aumento do nivel de inibidores,que vao
afetar a sensibilidade do bioteste utilizado. Por ouvtro lado, a
perda de atividade detectivel pode ser devida & conversao de ri-
bonucleosideos e bases ativas de cltocininas em ribonucleotf{deos
biologlcamente inativos. Isto ocorre em frutos de tomate duran-
te a maturagio, onde a maloria da atividade citocininica ocorre
em sementes (Abdel Rahman, Doss e Howell, 197%). Logo,parece pog
sivel que durante o desenvolvimento, as citocininas ativas con-

vertam-se em ribonucleotideos inativos, que sAo armazenados até

os primeiros estldgios da germinacdo {Thomas, 1977).
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Khan (1971), apos anflise do envolvimento de hormdnios
na,germinagéo de sementes, propos um modelo em gque giberelinas
tem um papel principal na germinag%o, enquanto gue cltocininas e
inibidores sao essencialmente permissivos e preventivos. Deste
modo, processos germinativos mediados por giberelinas podem nao
ocorrer na presenga de inibidores de germinagao, a menos que ha-
ja citocinina suficiente para se sobrepor aos efeitos inibitd-
rios daqueles. MNeste modelo proposto esta interagdo citocininas/
inibidores tem um importante papel em controlay os efeitos das
giberelinas.

Baseado na literatura, pode-se dizer gque a nossa conclu
sao de que a germinagac de sementes de limdc cravo pode estar re
lacionada com os niveis enddgenos de citocininas e inibidores a-
cldos parece ser bem coerente. Além disso este fato poderia ex-
plicar também a possivel ndo participagaoc das giberelinas no prg
cesso de gexminag%a, talvez porque estas dependam da interagéa
citocininas/inibidores acidos, de tal modo que para ocorrer a
germinagao, as citocininas devem scbrepujar os efeitos dos inibji
dores acidos, para que as giberelinas possam atuar efetivamente.

Com relagdo aos efeitos do armazenamento de sementes na
germinag%o, talvez o principal efeito seja de gue, ocom balxas
temperaturas e baixa umidade nas sementes, a quebra das citocini
nas seja retardada, prolongando a germinaqée devide a manutengao
da interagdo citocininas/inibidores &cidos no sentido da promo-

cdo de germinagao,
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V-~ RESUMO

Foram estudados os efeitos da secagem artificial e de
diversas condigSes de armazenamento na germinagio e manutengao

de viabilidade de sementes de limao cravo (Citrus reticulata var

austera Hib. -~ Swingle), respectivamente, A influencia de fato-
res ambientais (temperatura e luz) e dos tegumentos das sementes

na germinagao foi analisada, bem comoc as relagGes entre as mudan

¢as de nlveis hormonais enddgenos nas diferentes fases do armaze
namento com a manutengao ou a queda da viabilidade das sementes,

A secagem artificial de sementes causou um pequeno de-
créscimo inicial de germinagdo, mas estatisticamente diferente
quando comparado com as sementes frescas. Entretanto, com a evo-
lugdo do perfodo de armazenamento, as sementes secas mantiveram
a mesma porcentagem de germinacac (em torno de 80%), enquanto
que as sementes frescas perderam rapidamente o poder germinati -
vo, que atingiu zero aocs 8 meses., Estes resultados foram corrobo
rados por testes de tetrazdlio.

Através de testes de germinacio em condigdes de labora-
tdrio mostrou-se que a secagem das senmentes até 6% de umidade P
sequida de enlatamento hermético e conservagao sob  temperatura
de 4°C foi a melhor das condicgdes de armazenamento testadas, re-
sultado este confirmado posteriormente em condigoes de campo e
em testes de tetrazdlio.

Sob temperaturas constantes de 5, 10, 40 e 45°C n3o ocor
reu a germinagao de sementes. Temperaturas constaates de 15 e de
209C atrasaram o processo germinativo, endquanto que temperaturas

de 25, 30 e 35°C induziram elevadas porcentagens de , germinagao.,

A alterndncia de temperaturas aparentemente nao produziu melho-
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reg resultados do que as temperaturas constantes, com excegéo da
alternfncia de 10-259C, que retardou e inibiu a germinagao.

As sementes de limao cravo mostraram-se indiferentes &
luz branca, luzes monocromaticas e auséncia de luz para a germi-
nagao.

A remogao da casca e da pelicula acelerou a germinagao
de sementes frescas, e inibiu a de sementes secas. A reidratacio
lenta das sementes secas antes da embebigao provocou uma  maior
redugao na porcentagem de garminaq%g de sementes sSem casca 8
nuas, e afetou também a gernminacao de sementes intactas.

Finalmente, os resultados mostraram gue a queda ou a mg
nutengao de viabilidade das sementes durante o armazenamento apa
rentemente ndc estao relacionadas com 08 niveis endOgenos de gi-
berelinas. Propoe-se uma possivel interagdo entre citocininas e
inibidores &cidos como responsavel pelo controle da germinagao

apbs os perfodos de armazenamento.,




VI- SUMMARY

Germination and wviability maintenance of limao cravo

(Citrus reticulata var. austera Ilib. - Swingle) seeds under

artificial drying and several storage conditions, respectively,
were studied. Environmental factors as temperature and light,
and presence / absence of seed coats ( testa and tegmen ) were
analysed as to their influences on seed germination as well as
the relationships between hormonal level changes throughout the
several storage periods studied and seed viability losses.

Artificial drying induced a slight but significant
initial drop in germinability as compared with fresh seeds,
However, dried seeds were able to maintain high germination
percentages ( about 80% ) throughout the storage period while
fresh seeds had their germination percentages drastically
reduced, reaching zero after 8 months storage. These results
have been corrobhorated by tetrazolium tests.

The best storage conditions were found to be those in
which seed were dried to 6% moisture coﬁtent,hermetically sealed
in cans and subsequently stored at 49C, These findings wera
later confirmed by tetrazolium tests and field trials.

o seed germination at constant temperatures of 5, 10,
40 and 45°C was observed.On the other hand constant temperatures
of 25, 30 and 35°C induced high germination percentages while
seed germination was delayved at constant temperatures of 15 and
209C. Alternating temperatures have not apparently produced
better germination results than constant temperatures, however
seed germination was delayed and inhibited at 10 - 25 o¢

alternation.
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Limao cravo seed germination was unresponsive to white
or monochromatic light, as well as to darkness.

Testa and / or tegmen removal enhanced and inhibited
fresh and dry seed germination, respectively. Slow rehydration
of dried seeds prior to imhibition further reduced germination
percentage, both in intact seeds or in those where the testa
and / or tegmen were subsequently removed.

Finally, the results have apparently demonstrated the
absence of relationship betveen seed gliablility loss ox
maintenance with gibberellin endogenous levels. A possible
interation between cytokinins and acidic inhibitors has been
proposed to account for germination control after several

storage conditions.
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