PAULO SERGIO DE FIGUEIREDO
. . I "
Fote smwein %Vﬁﬂ%wxw, CAANS [l oAt Amwa<ﬁ%¢&\LtW@%ﬂa i K b

NSy ﬁm%&N%JLMdWA‘Fﬁﬁ/%ﬁW&W S%Mymm ﬂdmgmgﬁmaxﬂjfhm
@ D ¢ Ao 3%%Xm&w Covnn g by T2 %w&mﬂ Aisisa
fﬁffiﬁﬂlbmmmﬁh quyﬁwﬁfa A A
(772 /M

GERMINAGCAO DE SEMENTES IMATURAS DE PHASEOLUS VULGARIS L. CV.

GOIANOC PRECOCE

Tese apresentada ao Instituto de
Biologia da Universidade Esta—
dual de Campinas para a obtencao
do titulo de Mestre em Ciéncias
Bioldgicas na 3drea de Biologia

Vegetal.

ORIENTADORA : Dra. Maria de Fitima Aleixo Pereira
CAMPINAS
1984

ONICAMP
BIBLIOTEC A (T804




AGRADECIMENTOS

A Dra. Maria de Fatima Aleixo Pereira, pela sua orientagﬁo, a-

mizade e dedicagao durante todo o transcorrer deste trabalho.

Aos Profs. Dr. Ivany F. M. Valio, Dr. Gil M. Felippe e Dr. La

daslav Sodek, pelas sugestoes dadas.

A Fundagdo de Amparo 3 Pesquisa do Estado de S3o Paulo, pelo
auxilio financeiro, sem oqual nao seria possivel a realiza -
¢ao deste trabalho.e ao Instituto Agrondmico de Campinas pe-

lo fornecimento de sementes.

A Maria Piedade pela valiosa ajuda e a todos os amigos que di
reta ou indiretamente colaboraram para a realizagao deste tra-

balho




Acido giberélico

6-Benzilaminopurina

Acido abscisico

ABREVIATURAS

----------------------------------

--------------------------------------

ii




InDICE

I = INTRODUGAD v i tnttt ittt st e s ene e e s
II- MATERIAL E METODOS ...iininennnnnnenenennnnnnn. cos
1. Material biol0gicO .veverennennnnnn.. Ceeiaeaae .
2. Metodo geral de crescimento de plantas ,........
3. Curvas de crescimento de frutos e sementes .....
4. Caracterizagao de classes de desenvolvimento de
de sementes ..... . teeresseans .
4.1. Determinagio da pigmentacio ...............
4.2.Determinagao dp teor de umidade ........... .

5. Método de dessecacio de sementes ....... e .
6. Método geral de germinaco euue.uweeeeseneessns..
7. Calculo do tempo médio de germinacio ..... ceeenn
8. Analise de substincias de crescimento ......... .
8.1. Extragao e fracionamento .............. .
8.2. Extragao de &acido abscisico .v.evevenenn...
8.3. Cromatografia de camada delgada ...........
8.4. Cromatografia em pPapel ..ottt it i,
8.5, BiOteSteS tiivriiiiiinniniiinn ., .o
8.5.1. Alongamento do hipocdtilo de alface.

8.5.2. Aumento do peso fresco de cotilddo-

nes de rabanete ....... i i,

8.5.3. Germinagdo de sementes de alface ...

8.6. Determinagao guimica de citocininas .......
8.7. Determinacao de acido abscisico através da

fluorescéncia em luz ultra-vicleta

oooooooo

10
10
10

10

10
11
11
11
13
13
14
14
14
16
16
16

18

19

19

20

20

iii




8.8. Determinagao do acido abscisico por espec-

troscopia ...ee00... R

9. Efeito de reguladores de crescimento ..... e

9.1. Efeito € GA3 veivirrnvennnnnnnonnnnnnnnen ‘e

9.2. Efeito de 6BA ...ieiiinennnnn teese et nana .

9.3. Efeito de ABA titiiiennrrienennnnennennenes ..

10. Atividade amilolitica durante a embebicdo ......

11. Efeito de 6BA sobre a atividade amilolitica ....

12. Efeito da maturidade da semente na capacidade re

produtiva das plantas ..c.iuiiiiennernneecnsnonnnns

13. Analise estatistica ...... e eaiie et eee e,

IIT - Resultados ....ivvnevnnnnn Chreteenrsecatrasaesnan
1. Caracterizagao dos estadios de desenvolvimento

de Sementes ...uiiiriiinitsennreneeeneonnsnnnas .

2. Curvas de crescimento de frutos e sementes .....
3. Germinagao de sementes recém-~colhidas ou secas

artificialmente nos diferentes estadios de desen

VOLVImMENto t.iitiiiininteinnnneesenennnnnaas ceaes

4. Andlise de substincias enddgenas em sementes re-

cém-colhidas ou secas artificialmente, em dife -
rentes estidios de desenvolvimento .......e.o....
4.1. Substancias promotoras e inibidoras detecta
das na fragao 8cida ...eeiieevinnanannn. .
4.2. Atividade citocininica ..veeeevereennnnnnn
4.3. Substincias de crescimento detectadas na
fragao NEULYa «vveeiiiiiennensrennnnnnnnns

4.4. Nivel enddgeno de giberelinas e citocini -

21
21
21
21
22
22

23

23

24

26

26

26

33

35

35

46

>0

56

iv




4.5. Nivel endbgeno de ABA ......... cees e -
4.5.1. Determinagdo de ABA por espectrosco-

pia em luz ultra~violeta ...........

4.5.2. Determinag@o de ABA através do bio -

teste da inibigao da germinagdo de

sementes de alface ..vviriiiennnnnnn
5. Efeito de reguladores de crescimento na germina=-
CA0 de Sementes IMALULES v euevevennneennnennnns
5.1. Efeito de GA3 ..vvvvrnnrnnncnnn srecemansa .
5.2, Efeito de BBA iiiiriinienrenennennnnans .
5.3. Bfeito de ABA ...... et aar e et
6. Atividade amilolitica em sementes, em diferentes
estddios de desenvolvimento, durante a embebicao
7. Zfeito de 6BA sobre a atividade amilolitica ....
8. Capacidade reprodutiva de plantas provenientes
de sementes IMatUrasS .ueeeeseneeseeeeneennss R
IV - DISCUSSAD .......... Chteess e nt et te e .
V _RESUMO .............. L N B I A ] L L e I I )
VI = BIBLIOGRAFIA v tiitnnttcetenneenensoeoneneneennnnas

58

60

60

63
63
67

67

67

74

74

82

94

96




I. INTRODUCAO

Normalmente a semente & o resultado da reproducido sexuada
de plantas superiores e tambémum drgic de dispersdoc. O desenvol-
vimento da semente, portanto, pode ser visto como uma preparacao
para a sobrevivéncia da espécie através da dispersio e subsequen
te germinagac. A semente & um propigulo mais complexo do que o e
quivalente esporo de plantas inferiores e um consideravel desen-
volvimento do Ovulo fertilizado, garantido pela planta-mae, deve
ocorrer antes de sua separagao (Boulter, 1981).

Funcionalmente, trés fases podem ser identificadas no de-
senvolvimento das sementes, Inicialmente, divisdes celulares au-
mentam o tecido vegetativo mas em lugar de continuar o desenvol-
vimento da plantula, ocorrem mudan¢as destinadas a assegurar a
sobrevivéncia da semente como uma entidade autOnoma. Isto se 4da
através do acimulo de material de reserva nos cotilédones que ,
na maioria do legumes, funcionam primariamente como um tecido de
éstocagem. Esta preparacao para a subsequente germinagao e cres-
cimento durante a segunda fase de desenvolvimento, & fundamental
uma vez que em sementes maduras a absorcao de nitrogénio, mine -
rais e a capacidade fotossintética sao baixas. Na terceira fase
ha uma drastica redugdo na atividade metabdlica acompanhada pela
desidratagao da semente. A maior parte do mecanismo metabdlico ge
ral das células deve sobreviver ao processc de desidratagao des
de que enzimas ativas tém sido extraidas de sementes maduras. No
entanto, a extensao na qual sementes maduras contém o mecanismo
metabOolico necessario para a mobilizagdo das reservas e que par-
te dos componentes deste mecanismo & sintetizada durante a embe-

bicdao n3o estd ainda esclarecido {Boulter, 1981);




A germinacao precoce deve ser dependente, em parte, da ma-
ciga incorporagao de nutrientes durante a embriogénese. Contudo ,
relacionando reserva de nutrientes com germinagido, deve-se consi-
derar que a maioria das espécies estudadas s3o agronomicamente im
portantes e tém sido selecionadas artificialmente atraves dos a -
nos. Entao as reservas nutricionais de sementes nos dias atuails ,
pode nao refletir a necessidade real para a germinagao e estabele
cimento da plédntula na natureza, mas sim a pressac seletiva feita
pelo homem na busca de sementes nutricionalmente mais benéficas.

Uma analise da literatura mostra que sementes de legumino-
sas como feijao e ervilha, apresentam um padrio difuxico de cres-
cimento que consiste de duas fases de crescimento rapido separa -
das por uma fase de crescimento lento (Bisson e Jones, 1932; Carr
e Skene, 1960; Burrows e Carr, 1970; Walbot et al., 1972).

Na primeira fase o crescimento & exponencial e o peso fres
Co e seco aumentam aproximadamente na mesma taxa relativa. Na se-
gunda fase, durando poucos dias, o crescimento quer em compr imen-
.to, peso fresco ou seco, € mais lento sendo gue, na terceira fase
0 crescimento & inicialmente t3o rapido como na primeira fase, mas
rapidamente declina até zero{(Carr e Skene, 1960).

A primeira fase de crescimento se caracteriza por intensa
divisao celular, periodo no qual o embriio cresce mais rapidamen-
te que as demais estruturas da semente. Quando o embrilo ocupa to
do o espago no interior do saco embrionario, inicia-se a segunda
fase de crescimento (fase de crescimento lento), sendo a terceira
fase, o resultado do crescimento em expansio celular (Skene, 1970,

No inlcio da fase lenta, pfofundas modificagbes sdo inicia
das no metabolismo de frutos e sementes conduzindo &s mudancas as

sociadas com a maturagao, tal como a gqueda no nivel de sacarcse




em sementes de ervilha e do conteldo de Agua em vagens de feijao

(Carr e Skene, 1960), Durante o crescimento em expansao, observa
se a maior deposigao de reservas como amido e proteinas (Dure,

1975). Este periodo de méxima sintese de reservas que &, prova -

-velmente, o resultado da ativacdo de todo um mecanismo voltado pa
ra a sintese e deposigido de material de reserva, em principio ,

termina antes da maturacao da semente e coincide com o inicio do

processo de desidratacao, sendo provavel gue este processo desen
penhe uma fun¢ao importante na parada de eventos de sintese e tal
vez na ativagaoc de processos para a subsequente mobilizagao de

reservas (Bewley e Black, 1978).

E geralmente aceito gue o ponto de maximo peso de materia
seca, corresponde ao estadio de desenvolvimento no qual as semen
tes exibem o maximo poder germinativo sendo, por isso, denomina-
do ponto de maturidade fisioldgica (Obendorf et al., 1980).

As mudangas, estruturais e bioguimicas, necessirias para
o embriao sobreviver como uma planta independente sio estabeleci
das durante o desenvolvimento, enquanto o embrifio est3 ainda i-
maturo. Estas modificagOes, no entanto, nio sio expressas imedia
tamente na forma de germinagao. Em vez disto, o embrifo torna-se
resistente a dessecagao e entra num periodo de dorméncia no qual
o contelido de Agua & reduzido de cerca de 80% para 10% (Walbot et
al.,1972). No entanto, tem sido demonstrado que a desidratacao ,
naoc € um pré-requisito para a germinag¢ao, dado gque algumas espd-
cies de embrices e sementes destacados da planta-mae, em diferen
tes estadios de desenvolvimento, s3o capazes de germinar (Obendorf

et al., 1980; Sanklla e Chawan, 1980; Adams e Rinne, 1980; Walbot
et al.,1972; Onckelen et al., 1980). Aparentemente a capacidade e

a velocidade de germinagao aumentam i medida gue a semente avan-




¢a em direcao a maturidade (Adams e Rinne, 1980; Obendorf et al.,
1980).

Un dos aspectos mais interessantes e menos entendido da
fisiologia de sementes & a extensa reversio no metabolismo que o
corre em tecidos de reserva, durante a germinagao e crescimento
da pléntula. CBlulas que foram locais de sIintese de carboidratos,
lipidios e proteinas durante a embriogénese, tornam~se os sitios
de degradacgao e mobilizagao destas reservas. O mecanismo de in ~
terrupgao dos processos de sintese e inicio dos eventos relacio-
nados com a germinagao e crescimento, sdo ainda desconhecidos !
(Bewley e Black, 1978).

A flutuagao nas concentragdes enddgenas de hormdnios  de
plantas durante o desenvolvimento e maturagao de sementes assim
como durante a germinagao, & uma indicacio de que estas substin-
cias podem estar envolvidas com a regulacao destes processos
(Carr e Skene, 1960; Corcoran e Phynney, 1962; Skene , 1970) ;
Burrows e Carr, 1970; Browning, 1980).
| Fisioldgicamente estes horménios podem estar relacionados
com o desenvolvimento das sementes ou podem, entre outras coisas,
estar sendo acumulados para a sua subsequente participagao no
controle da germinacdo e crescimento da plantula (Bewley e Black,
1978} .

Ur nimero relativamente grande de trabalhos tem sido fei
to na tentativa de relacionar variacdes nos niveis hormonais en-
dogenos com o controle do desenvolvimento das sementes. Enm semen
tes de feijao, a atividade giberelinica maxima foi detectada du-
rante as fases de taxa maxima de crescimento das sementes (Carr
e Skene, 1960). Correlagdo positiva entre atividade giberelinica

e crescimento de sementes, foi observada tamb&m por outros auto-




res em Lupinus succulentus, Echinocystes macrocarpa e Phaseolus

vulgaris (Corcoran e Phynney, 1962).

Um papel importante foi atribuido 3s citocininas no de-
senvolvimento de embrices de ervilha , ~ tendo . sido encontra-
da uma correlagdo entre a atividade citocininica e o miximo vo
lume do endosperma. Niveis altos de citocininas coincidiram com
© maximo volume do endosperma e com os dois periocdos de cresci-
mento"répido do embriao (Burrows e Carr, 1970; Browning, 1980).

O &cido abseisico, cuja presenga em sementes em desenvol
vimento também tem sido constatada (Onckelen et al., 1980; King,
1975; Quebedeaux, 1976; Browning, 1980; Mcwha, 1975}, pode, da
mesma forma, estar envolvido com a regulagao do desenvolvimento
da semente. Segundo Browning (1980), altos niveis de ABA em se-
mentes de ervilha estao associados com uma inibicao do cresci -
mento da semente,

De um modo geral, altos niveis de hormdnios livres estio
presentes nos estaddios iniciais de desenvolvimento, ocorrendo u
ma queda gradual durante a maturacdo atingindo niveis muitas vé
zes nao detectidveis em sementes maduras (Durley et al,, 1971;
Morris, 1977; Onckelen, 1980; Burrows e Carr, 1970). Como estes
hormdénios estdo presentes durante o desenvolvimento e sementes
adquirem a capacidade de germinar durante este periodeo, & possi
vel que a presencga destas substincias esteja relacionada com a
aquisicao do poder germinativo.

O envelvimento de horméniocs na germinacao de sementes tem
sido defendido por vi@rios autores. Giberelinas, citocininas e a
cido absclsico sdo substancias conhecidas como capazes de con -
trolar a dorméncia e, portanto, seus efeitos sobre o metabolismo

durante a germinagdo té&m sido estudados (Mayer e Poljakoff-Mayber ,

1978).




0 possivel envolvimento de giberelinas no processo da ger
minagdo na natureza & sugerido pela deteccio, em sementes de fei-
jao, alface e muitas outras espécies de substincias giberelini -
cas (Phynney e West, 1960). Existem algumas evid&ncias gque indi-
cam gue 0s niveis destas substédncias mudam durante a germinacao
de sementes (Dale e Fellipe, 1967). Durante a maturagao de fru-
tos e sementes, algumas giberelinas passam da forma livre para
a forma conjugada e este processo pode ser revertido durante a
germinagao (Lang, 1970).

Promogao da germinagdo decorrente da aplicacio de GA3
tem sido observada por exemplo em Arabidopsis, Kalanchoe e Sal-
sola volkensu (Mayer e Poljakoff-Mayber, 1975).

Citociniﬁas saoc também conhecidas por estimular a germina
¢ao em varias espécies (Miller, 1958; Reynolds e Thompson, 1973;
valio, 1976). As citocininas s3o ativamente metabolizadas duran-—
te a germinagao de sementes. Um grande niimero de derivados de ci
netina, como a 6-benziladenina, tem efeito promotor na germinacao
éendo gue zeatina, uma citocinina natural, atua do mesmoe  modo
que a cinetina{Mayer e Poljakoff-Mayber, 1975).

Em sementes maduras, niveis relativamente altos de ABA
tém sido encontrados em algumas espécies e sua ocorréncia tem si
do relacionada com dorméncia e inibig&o de qerminagéo {rddicott
e Lyon, 1969; Dure, 1975; Milborrow e Robinson, 1973; Rudnicki,
1569; Webb e Wareing, 1972; Wilhans et al,,1973; Quebedeaux,1976).
King (1976), trabalhando com sementes de trigo, postulou gue o a
climulo de ABA durante o desenvolvimento das sementes previne a
germinagao precoce. Sugestdo id8ntica sobre o papel do ABA | foil
feita para sementes de feijdo (Onckelen et al,,1980), algodao

{Ihle e Dure, 1972), e ervilha(Esuwens e Schwabe, 1975).




Alguns autores t&m ainda sugerido a hipdtese de um balan-
¢o hormonal no controle da germinagao. Khan (1971), Propos um mo
delo no gual giberelinas teriam um papel principal na germinacao
enquanto que citocininas e inibidores seriam essencialmente per-
missivos e preventivos. Neste modelo, a interagéo citocininas/i-
nibidores teria um papel no controle dos efeitos de giberelinas.

Também para sementes imaturas tem sido propostos modelos
que envolvem a hipotese de um balange hormonal no controle da
germinacao. A capacidade de germinacao de sementes imaturas de
ervilha, estaria relacionada com os niveis enddgenos de ABA, gi
berelinas e auxinas. Ocorre uma promogao da germinagao de semen
tes em desenvolvimento, relacionada com a diminuigaoc nos niveis
enddgenos de ABA, decréscimo na razao ABA/GA3 e no nivel de au-
xina (Eeuwens e Schwabe, 1975).

Durante a germinagao das sementes, as reservas s3o hidro
iizadas € O0s produtos translocados para o eixo embrionario. Uma
das formas pela qual as substancias hormonais poderiam estar en
volvidadasna germinagdo seria regulando a sintese ou a libera -
¢ao de enzimas necessirias para a mobilizacao de reservas.

Os estudos feitos em relacao & mobilizacaoc de reservasem
sementes, que nao de cereais, relacionam o papel do embriao com a
hidrdlise das reservas atuando no consumo dessas reservas, man-—
tendo as concentragbes abaixo de um nivel critico (Yomo e Varner,
1973}, ou fornecendo hormdnios gque regulam a atividade hidroli-
tica. Muitas evidéncias sugerem dque a atividade hidrolitica eg-
t& sob controle hormonal (Young et al., 1960; Scala et al., 1969;
Metivier e Paulilo, 1980; Onckelen et al., 1980).

A hidrolise do amido, um dos principais componentes do
material de reserva de sementes, se da principalmente atravesda

agao de «-amilase (Swain e Dekker, 1966).




Em cereais, particularmente em cevada, © controle hormo -
nal da degradacao das reservas & bem conhecido, onde as gibere -
linas produzidas no embriio e escutelo estimulam a sintese ou 1i
beracao de enzimas na camada da aleurona, as quais vao ao endos-
perma e hidrolizam as reservas. Entretanto em outros cereais co-
mo em trigo, parece haver uma agao conjunta entre giberelinas e
citocininas no controle da degradacio das reservas da grao
(Eastwood et al.,1969).

Para dicotileddneas o volume de trabalho sobre o controle
da degradagcac das reservas & bem menor e bem menos detalhado do
que para cereais. Entretanto, existem algumas indicagbes de que
citocininas estariam envolvidas na hidrolise do amido (Gepstain
e Ilan, 1970; Locker e Ilan, 1975; Metivier e Paulilo, 1980).

Também para o acido abscisico ao gual se tem atribuido a
prevencao da germinagdo precoce, foi sugerida uma inibicdo da a-
tividade da &- amilase previnindo a hidrdlise prematura do amido
‘(King, 1376; Onckelen et al.,1980).

E razodvel supor gue sementes que ainda nao adquiriram a
quantidade maxima de reservas originem plantulas menos vigorosas
do que plantulas provenientes de sementes maduras, e que esta de
ficiéncia inicial tenha influéncia sobre a capacidade reproduti=-
va. Adams e Rinne (1980), observaram gue sementes de soja imatu-
ras originaram plantas cujo desenvolvimento geral mostrou-se com
parével ao de plantas provenientes de sementes maduras. Aldnm dis
to, 0 peso seco e a capacidade de germinagﬁo de sementes prove -
nientes destas plantas, n3o sofreram infludncia do grau de maturi=-
dade da semente de origem. No entanto, faltam avaliacCes maispre
cisas sobre a infliuéncia do grau de maturidade da semente na ca-

pacidade reprodutiva de plantas que elas originam.




O objetivo deste trabalho foi o de verificar quando as se

mentes de Phaseolus vulgaris cultivar Goiano Precoce, durante o

desenvolvimento, adquirem a capacidade de germinar. Determinar a
possivel existénecia de barreiras fisiolbgicas para que o proces-
80 se complete, verificando o envolvimento de substancias hormo-
nais na aguisigao do poder germinativo. Acompanhar o desenvolvi-
mento de plantas provenientes de sementes imaturas em diferentes
estaddios de desenvolvimento, avaliando parametros indicativos da
capacidade reprodutiva, na tentativa de estabelecer uma relacgao

entre maturidade da semente e capacidade reprodutiva das plantas

que elas originam.




1. MATERIAIS E METODOS

1. Material bioldgico

Foram utilizadas sementes de Phaseolus vulgaris cultivar

Goiano Precoce, cedidas pelo Instituto Agrondmico de Campinas.

2. Metodo geral de crescimento de plantas

As plantas de Phaseolus vulgaris cresceram em vasos, com

capacidade de 2 litros, com terra, em casa de vegetacao ou em
canteiros, em condigbes naturais de luz e temperatura. As flo-
res foram marcadas no dia da antese para conhecimento de sua i-

dade cronoldgica.
3. Curvas de crescimento de frutos e sementes

A cada 3 dias, amostras de 20 vagens foram utilizadas pa-
ra medidas de comprimento de vagens, comprimento de sementes ,
de cotiledones, peso fresco e peso seco de sementes.
O comprimento de sementes e cotil@dones foi medido com au-
%x1lio de lupa.
Peso seco foi determinado apds secagem das sementes por

48 horas em estufa a 80°C

4. Caracterizagaoc de classes de desenvolvimento de sementes
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Para a determinacao das classes de desenvolvimento foram
retiradas amostras de 30 vagens em intervalos de 2 dias a par -
tir da antese. Nestas amostras foram observadas caracteristicas
como coloragao de frutos e sementes, comprimento, estado de hi-
dratagao e presenga de pigmentac3o nas sementes. Estes caracte-
res foram utilizados para agrupar as sementes em estidios de de
senvolvimento fisiolbgico sucessivos desde a sua formagao até a

maturacao.

4.1. Determinacao da pigmentacao

A pigmentacao observada no halo das sementes (regiao ao

redor do hilo) foi identificada pelo método de alteracao de pH

(Johansen, 1940).

4.2. Determinacdo do teor de umidade

O teor de umidade das sementes em cada estadio de desen-

volvimento, foi determinado apds a secagem das sementes em estu

fa a 80°% por 48 horas. Foram usadas amostras de 30 sementes em

cada estadio de desenvolvimento e as porcentagens de agua deter

minadas em relagac ao peso fresco.

5. Método de dessecacdo de sementes

Sementes imaturas foram colocadas para secar até que a -
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tingissem o teor de umidade gue se observou em sementes maduras
(classe 9). Para isso, sementes recém-colhidas nos estadios de
desenvolvimento correspondentes as classes de 1l a 8, foram colo
cadas para secar em dessecador com solugao de dcido sulfliricode
densidade 1.57, que estabelece atmosfera ambiente de 10% de umi
dade relativa a 20°% (Bacci e Franco, 1959).. As sementes perma=-
neceram no dessecador de 48 a 72 horas para que atingig =
sem o teor de umidade da classe considerada padrio. O peso mé

dio a ser atingido por sementes de cada classe, correspondente

ao teor de umidade da classe padrdo, foi calculado de acordo o

o método a seguir:

Determinacao do teor de umidade de sementes na classe 9

pr = 362,84
Ps, = 299,60 PE, - Ps
Pap = 63,24 P

Determinacao do peso a ser atingido pelas sementes de cada

classe para se obter 17,4% de umidade

PSp _ PSn

= L) 2 e B v S v T
Pap Pa'p Fa'n

AP = Pay - Pa',

12
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Pf - Peso fresco da semente

Ps - Peso seco da semente

P - classe padrio

n - n? da classe

Pa -~ Peso da agua da semenﬁe

Pa' - peso da agua que deve ser mantida na semente para se ob -~
ter 17,4% de U.R.

AF - Peso da agua que deve ser evaporada

P - Peso da semente com 17,4% de U.R,

6. Metodo geral de germinacio

As sementes foram colocadas para germinar em placas de Pe
tri de 9 cm de di&metro, com duas folhas de papel de filtro ume-
decidas com 4 ml de agua destilada, ou com a solugao a ser testa
da- As sementes foram mantidas em cimaras de crescimento a 25°C
e luz continua proveniente de lampadas fluorescentes (328Jyw.cﬁ2L
Foram utilizadas 4 repeticdes de 20 sementes em cada tratamento.
A contagem de sementes germinadas foi feita diariamente, conside

rando-se como germinagao a protrusdo da radicula.
7. Calculo do tempo médio de germinacao
A estimativa da velocidade de germinagao de sementes foi

feita através do cilculo do tempo médio de germinagao (Labouriau,

1967), de acordo com a seguinte expressio:
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onde:

ty
tg
tp

Pi

G =

8.

tempo de germinacao
= tempo méximo de germinagio

= tempo minimo de germinac3o
g %

porcentagem de germinacao no tempo ti
capacidade de germinagdo (maxima porcentagem de germinagao a-

tingida)

Andlise de substincias de crescimento

8.1. Extragao e fracionamento

Para extragdo e fracionamento do extrato, utilizou-se o

método descrito por Usberti (1979} . Cinco gramas de sementes (pe

50

fresco) recém-colhidas ou submetidas a dessecagao artificial,

foram triturads em homogeneizador "Virtis 45" com 50 ml de meta-

nol 80%. O extrato assim obtido foi mantido em refrigerador por

24

horas. Em seguida foi filtrado e ao residuo foram acrescenta-

dos 50 ml de metanol 80%, wvoltando ao refrigerador por 24 horas.

Apos este periodo, o residuo foi novamente filtrado e este junta

do

ao filtrado anterior. Apds a remogao do metanol por evapora -

¢ao, em evaporador rotatdrio sob pressao reduzida e temperatura

de

36 °C » brocedeu-se ao fracionamento do extrato aguoso bruto ,

para a obtengao das fracOes Acida, basica e neutra, de acordocom

0 esguema 1.

8.2. Extragado de dcido abscisico




15

Esquema 1 - Extragao e fracionamento de substincias promotoras

e inibidoras

Extrato bruto aguoso

l

Acidificar a pH 3 com HC1

l

Extrair 3 vezes com igual volume de acetato de etila

Fragao orgdnica I Fragao aguosa I
L]
Extrair 3 vezes com igual pH 7 com NaHCO3 solido
volume de NaHCO3 a o%
| v
' Extrair 3 vezes com n-
Fracao neutra Fragao aqguosa II butanol i
PH 3 com HC1 Fracao basica Fracao aquosa
l (Descartada)

Extrair 3 vezes
com igual volu-

me de acetato de

etila l
Fracao acida Fragaoc aguosa

{descartada)




0 método de extragd@o utilizado para o dcido abscisico se
guiu o citado por Kefeli (1978). Dez gramas de sementes {peso
fresco) recém colhidas ou secas artificialmente, foram macera -
das em homogeneizador "Virtis 45" com 100 ml de metanol 80%. O
método utilizado para a obtemqéc do extrato bruto aguoso seguin
o citado no item 8.1. ApOs a obtengdo este extrato procedeu-se

ao fracionamento de acordo com o esguema 2.

8.3. Cromatografia de camada delgada

As fracoes acidas, basicas e neutras obtidas pelo método
descrito no esquema 1, foram cromatografadas sobre placas de
vidro de 20x20 cm, com uma camada de 0,5 mm de suspensao de gi-
licagel G é agua na proporgdo de 1:2(g de silica/ml de Agua éég
tilada), com ativacgdao por 1 hora & 100 C. Os cromatogramas fo-
ram desenvolvidos, num percurso de 15 cm, com isopropanol- amd-

nea-agua 10:1:1 v/v/v, gue foi o sistema de solventes utilizado.
8.4. Cromatografia em papel

A fragao em metanol 80% (vide esquema 2) do extrato fei-
to péra detectar acido abscisico foi cromatografada em papel de
cromatografia Wattman 3 MM. Os cromatogramas foram desenvolvi -
dos em cubas de vidro. A cromatografia foi descendente num per-
curso de 15 cm. O solvente usado foi isopropanol-amdnea-dgua na

proporgao de 10:1:1 v/v/v.

8.5. Biotestes

Para a execugao dos biotestes os cromatogramas foram di-
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Esquema 2 - Bxtracao e fracionamento de ARA

EXTRATO AQUOSO

Y
Acidificagao com HCL 1M atd pH 3

v
Extragdo com &ter por 24 horas

l l

Fracao orgénica Fragao aquosa

{descartada)

Extrair 3 vezes com igual volume de NaH2C03 4%
Fragao aquosa Fragao orginica
(descartada)

Acidificagao com HCl concentrado at@ pH 3

Extrair 3 vezes com igual volume de &ter

Fragao organica Fracac aguosa

{(descartada)

Evaporagao do &ter, ecluigdo do residuo seco em metanol 802
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vididos em 10 faixas transversais, correspondentes a 10 faixas
de Rf, entre o ponto de aplicacac e a frente. Estas faixas fo-
ram divididas em quatro partes correspondentes a quatro repeti
¢Oes para cada faixa entre Rfs. No caso de cromatografia de ca
mada delgada, de cada uma das xepetigaes fei removida a silica
e colocada ao acaso em cubetas de forma de plastico para gelo.
Em cada cubeta foram colocadas duas folhas de papel de filtrou
medecidas com 1,5 ml de agua destilada. Como controle utilizou-
se guantidade de silica correspondente 3 usada nos tratamentos
provenientes de placas percorridas sb pelo solvente.

No caso de cromatografia em papel, cada uma das repeti-
¢oes foi recortada e distribulda de forma homogénea em placas
de Petri de 5 cm de di&metro cobertas posteriormente com uma
folha de papel de filtro umedecida com 2 ml de Zgua destilada.
Como controle utilizou-se papel recortado proveniente de croma

tograma percorrido sd pelo solvente.
8.5.1. Alongamento do hipocdtilo de alface

Este bioteste foi realizado de acordo com a descriciode
Frankland e Wareing (1960), para deteccdo de substdncias gibe-
relinicas. Foram utilizadas sementes de alface da cultivar "Grand
Rapids", postas para germinar em placas de Petri a 25 °C por 24
horas, sob luz continua. Apds este periodo, foram selecionadas
as plantulas pela homogeneidade do comprimento da radicula @
colocadas em grupos de 4 em cubetas de gelo.

Como padrao foram usadas solugoes de GA3 nas concentra-

> 6M = 167M. As formas de gelo foram colocadas em

¢oes de 10°M, 10
bandejas com &gua, tampadas herméticamente com vidro transpa -

rente. Este sistema fol mantido em clmaras de crescimento a 25%
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e luz continua por 72 horas. ApOs este pericdo, foram medidos os
hipocotilos das plantulas. Os resultados foram expressos em por-

centagem do controle.
8.5.2. Aumento do peso fresco de cotilddones de rabanete

As fragOGes basicas foram biotestadas segundo o método de
Letham (1968), para detecg3o de substincias citocininicas. Se ~
mentes de rabanete cv. Redondo Escarlate Precoce (IAC 3271), fo
ram colocadas para germinar em escuro a 25 C durante 30 horas .
ApOs este periodo foi retirado o cotilédone interno de cada plén
tula. Os cotilédones mais uniformes foram transferidos para as
cubetas das formas de gelo, sendo 3 cotilédones por cubeta. As
formas de gelo foram colocadas em bandejas com Zgua, tampadas
com vidro transparente e matidas em camaras de crescimento a
25 C e luz continua por 72 horas.

Como padrao utilizou~se 6BA nas concentragoes de 155, 10°

e 157M. Os resultados foram expressos em porcentagem do controle.
8.5.3. Germinagdo de sementes de alface

O extrato obtido para a detec¢do e guantificagio de Acido
abscisico foi bictestado pelo bicteste da inibicao da germina -
gao de sementes de alface (Webb e Wareing, 1972).

Sementes da cultivar "Grand Rapids" foram colocadas para
germinar em placas de Petri de 5 cm de didmetro, contendo o pa-
pel de cromatograma correspondente a 1 repeticao de cada fai-
¥a entre Rfs, com uma folha de papel de filtro umedecida com 2
ml de dgua destilada.Forem utilizadas cuatro repeticoes de 25 sementes.

As placas foram colocadas em bandejas com agua, tampadas com vidro transpa-
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rente e transferidas para camaras de germinacdo a 25 C e luz con
tinua, por 24 horas. BApds este periodo foi contado o nimero  de
sementes germinadas.

Como padrao utilizou-se ABA nas concentracdes de 0, 2,5.

6 5

g® . 7,5.166 e 10°M. Os resultados foram expressos em e-

10°, 5.10

guivalentes de ARA (ug/mil.sementél).
8.6. Determinacao quimica de citocininas

Para detecgao quimica de citocininas nas fracbes basicas,
usou-se o reagente de Wood que desenvolve cor azul em presencade
substancias purinicas (Wood, 1955),

A técnica usada foi nebulizar com o reagente de Wood um
cromatograma correspondente, tanto no tamanho da faixa de aplica
¢ao como no volume de extrato aplicado e no sistema de solventes
usado, a uma repetigac de cada faixa entre Rfs utilizada no bio-
teste. Somente as faixas com reacgido positiva (cor azul) foram

biotestadas.

8.7. Determinagao de acido abscisico através da fluorescéncia em

luz ultra-vicleta

Os cromatogramas obtidos de acordo com o item 8.4., foram
observados sob luz ultra-violeta. Nesta condi¢ao , ARA apresen-
ta fluorescencia (RKefeli, 1978). Somente a faixa de cromatograma
que apresentou fluorescéncia foi biotestada ou submetida a anéli

se espectrofotométrica.

8.8. Determinacic do acido abscisico por espectroscopia
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Para a gquantificagao de ABA por espectroscopia ( Kefeli,
1978), dos cromatogramas obtidos de acordo com o item 8.4., as
faixas que apresentaram fluorescéncia foram divididas em 4 par~
tes correspondentes a 4 repetigdes. Trés repetigées.de cada fai
xa foram eluidas em solugdo metandlica de dcido acético a 1% du
rante 24 horas em refrigerador a 5 C.

A absorbancia das solugoes foi lida em espectrofotdmetro
"Varian" a 230 nm, comprimento de onda no gual se observou o pi
co de absorbéncia da solugdo padrao de ABA. Os valores obtidos
foram comparados com uma curva padrao de ABA nas concentragoes
dge 0, 18%, 2.15%, 4.15%, 6.15%, 8.16°% e 164 ae apa. os resulta

dos foram expressos em eguivalentes de ABA (ug/mil.sementél).

9. Efeito de reguladores de crescimento

9.1. Efeito de Ga

Sementes recem-colhidas ou submetidas 3 dessecagio arti-
ficial nos estidios de desenvolvimento correspondentes as clas-
ses 3,4 e 5, foram colocadas para germinar na presenca de solu-
¢oes de GA3 nas concentracdes de 154, 3,164 e 6.164M, de acordo

com o método geral de germinacao.

9.2. ¥Tfeito de 6BA

Sementes recém-colhidas ou secas artificialmente nos es-—
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tddios de desenvolvimento correspondentes as classes 3,4 e 5
Toram colocadas para germinar de acordo com o método geral de
germinagao, na presenca de solugoes de 6BA nas concentracdesde

10°M e 15%m.

9.3. Efeito de ABA

Sementes recém-colhidas ou secas artificialmente nos es
tadios de desenvolvimento correspondentes 3s classes 5 e 6, fo
ram colocadas para germinar, de acordo com o método geral de ger
minagao, na presenga de solucdes de ABA nas concentracoes  de

4

164,3.15% e 6.15%.

10. atividade amilolitica durante a embebicio

A determinagao da atividade amilolitica foi feita medin
‘do~se 0 aparecimento de maltose em funcio do tempo de embebi -
cao, segundo o método de Bernfeld (1955). Sementes recem-colhi
das nos estadios de desenvolvimento correspondentes as classes
3;4,5 e 9 depois de divididas em grupos de 5 sementes e obti -
das as medidas de peso fresco, foram colocadas para embeber em
placas de Petri de 9 cm de d¢iametro, com duas folhas de papel
de filtro umedecidas com 4 ml de Bgua destilada, em cémaras de
germinacgao a 25°C e luz continua. A intervalos de tempo previa
mente determinados, amostras de 5 sementes foram maceradas em
solugeo tampdo fosfato de potissio a 0.02M de pH 5.5 (2 ml de
tampéo/semente}7 a temperatura ambiente.

0 extrato obtido foi centrifugado por 10 minutos a 2500
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g e 0,5 ml do sobrenadante foi incubado em tubo de ensaio con -
tendo 1 ml de amido (94 de fécula de mandioca e amido de milho
~ ARROZINA da IDISA - em 100 ml de tampdo fosfato de potissio de
pH 5,5) a temperatura de 30 C, em banho-maria por 20 minutos.
A reagao foi terminada com 2 ml de solucho de aAcido 3,5- dini
trossalicilico (1 g de &cido 3,5-dinitrossalicilico em 20 ml de
NaOH 2M; 30 g de tartarato de potissio e s5dio em 50 ml de &-
gua destilada). Apds o término da reacdo, os tubcs de ensaio fo-
ram aquecidos a temperatura de 100 C, em banho-maria por 10 minu
tos.

A absorbancia da solugao depois de diluida em Agua desti
lada (0,4 ml de solugao em 9,6 ml de agua destilada) foi lida
em espectrofotimetro "Varian" a 490 nm, e os valores comparados
com cs de uma curva padrao de maltose em concentragoes de 0 a

4,5 pg/ml.

11. Efeito de 6BA sobre a atividade amilolitica

Sementes recém~colhidas nos estddios de desenvolvimento
correspondentes ds classes 3 e 4 foram colocadas para germinar,
segundo o método geral de germinacio, na presenga de sclucao de
6BA (153,164M). Uma amostra de 5 sementes foi retirada a inter-
valos de tempo pré-determinados durante a embebicao, sendo medi
da a atividade amilolitica de acordo com o método descrito ante-

riormente (ltem 10).

12. Efeito da maturidade da semente na capacidade reprodutiva

das plantas
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Sementes nos estadios de desenvolvimento correspondentes
as classes 5,6,7,8 e 9, apds a germinacao, foram colocadas em
vasos (2 sementes/vaso} com terra, em casa de vegetacao, em con
digGes naturais de luz e temperatura. Foram usadas 20 plantas o
riundas de sementes em cada estidio de desenvolvimento. Nestas
plantas foram avaliados pardmetros como: n9 de dias para a flo=-

ragao, n9 de flores por planta, n?® de vagens maduras por plants,

n® de sementes/vagem, n? total de sementes por planta e peso fres

co médio de sementes produzidas por plantas provenientes de se

mentes imaturas em cada estddio de desenvolvimento.

13. Analise estatistica

Nos biotestes para detecgao de substincias enddgenas, o
delineamento estatistico usado foi o teste F, para analisar as
diferengas entre cada faixa entre Rfs de cada cromatograma. Na
dosagem de ABA por espectroscopia, bioteste de germinacao de se
mentes de alface e germinagao de sementes nos diferentes estd -
dios de desenvolvimento, utilizou~se uma analise de variénciafg
torial.

Quando se analisaram, por anilise de variancia, experi -
mentos com mais de um tratamento, em seguida ao teste de F cal=-
culou-se a DMS (diferenca minima significativa) a 5% pelo teste
de Tukey (Snedecor, 1862), sendo representada por barras verti=-
cais

Os cados de germinagio foram transformados em valor an -
gular = arco senoVp, onde p corresponde a proporgao de sementes

germinadas, e esses valores foram untilizados para a analise esta
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tistica subsequente.

Para melhor interpretagac dos resultados obtidos com re-
lacao a capacidade reprodutiva de plantas provenientes de semen
tes em diferentes estadios de desenvolvimento, foi feita a ani-
lise de varidncia considerando-se a curva de regressao linear a
justada de acordo com Comes (1960), nos sub-itens n? de flores

e n? de vagens/planta
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III. RESULTADOCS

1. Caracterizagao dos estadios de desenvolvimento de sementes

Para se estudar o comportamento de sementes imaturas com
relagao a capacidade de germinagao, foi necessario agrupar as se
mentes em classes de desenvolvimento,de acordo com indices de i-
dade fisioldgica, que caracterizassem o maior nlmero possivel de
fases pelas quais passam as sementes durante o desenvolvimento.

Foram distinguidas nove classes, ou nove diferentes esti-
dios de desenvolvimento, sendo que as primeiras qgquatro foram ca-—
racterizadas principalmente pelo comprimento das sementes e as
posteriores por outras caracteristicas morfoldgicas (tabela 1).

C pigmento preééﬁfe ﬁé halo das sementes, a partir da
classe 6, foi identificado como antocianina.

As sementes nas guatro primeiras classes de desenvolvimen
Lo apresentam os mais altos teores de umidade sendo observado a-
parentemente, aprtir destas, uma redugao gradativa até a classe
7. Nas classes 8 e 9, que correspondem a fase final de desenvol-
vimento, o teor de umidade das sementes & reduzido drasticamente

atingindo 17,4% em sementes maduras na classe 9 {(tabela 2).

2. Curvas de crescimento de frutos e sementes

Foram elaboradas as curvas de crescimento de sementes e
frutoes, nas quais pode-se relacionar os diferentes estidios de
desenvolvimento com as fases de crescimento pelas quais passam

as sementes, até atingir a maturidade.
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TABELA 1 - Caracterizagdo das classes de desenvolvimento de sementes

de Phaseolus vulgaris

27

COMPRIMENTO
CLASSES DE VAGENS SEMENTES
SEMENTES (mm)

1 0 - 3 verdes = frescas verdes e frescas, brilhan-

tes

2 3 e § verdes e frescas verdes e frescas, brilhan-

tes

3 6 e G verdes - e frescas verdes e frescas, brilhan-

tes

4 9. =13 verde-palidas (esbran verde~palidas brithantes |
qulgadas) Coloragao verde acentuada

assemelhando~se & listras

5 13 —16 verde-palidas notan- Mais esbranguicadas, sem
do~-se saliéncias pro brilho, coloragao homogé-~
vocadas pelas semen~ nea verde-palida.
tes.

6 13 —— 16 verde-palidas, algu- A majoria totalmente es-
mas ligeiramente ama branguicada, lisas, sem
reladas. brilho. Halo com pigmenta

¢ao (antocianina) roxa cla
ra

7 12— 16 A maioria completa - Brancas com inicio de a-

- mente amarelada. Ing marelecimento, lisas, bri
cio de dessecagao lhantes,inicio de desseca

gao. Halo com pigmentacao

(antocianina) roxa escura

3 10 —womem 13 Secas, quebradigas , 2Amareladas, dessecagao e-
amareladas. vidente, mais lisas, Halo

com pigmentacZo amarela e
antocianina adjacente.

9 Il A Amarelas , secas e Amareladas, lisas, secas,

quebradicas

brilhantes, Halo com pig
mentagao amarela mais for
te e antocianina adjacen~

 te acinzentada.
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TABELA 2 - Peso e teor de umidade das sementes de Phaseolus vulgaris

cv. Goiano Precoce

CLASSES PESO FRESCO I.C. PESO SECO I.C. TEOR DE UMIDADE (%)
(mg) (mg)
1 1,24 - 0,80 6,27 0,12 78
2 8,12 3,26 1,13 0,51 86
3 91,40 17,8 15,49 4,80 83
4 240,30 12,70 62,32 10,0 74
5 576,00 21,3 186,30 14,3 68
6 685,50 39,0 280,30 28,1 59
7 712,54 38,2 328,45 26,2 53,9
8 438,54 41,4 330,96 24,6 24,5
A 9 362,84 24,7 229,60 17,9 17,4

T.C. - Intervalo de confianca



A curva de crescimento em comprimento de vagens & sigmdi
de, O comprimento aumenta exponencialmente do dia 4 até o dia
14, atingindo seu maximo ao redor de 15 dias apds a Antese. A
partir dal, o comprimento permanece constante ate o final do
processo de desenvolvimento {(figura 1).

Na figura 2 observa-se gue o crescimento de sementes e
cotilédones, em comprimento, apresenta um padr3oc nitidamente dai
duxico, com duas fases de crescimento rapido separadas por uma
fase de crescimento lento. No inicio da primeira fase, o crescil
mento de cotilédones & mais rapido que o da semente como um to-
do, ocupando, a partir do 189 dia, todo o espago no interior da
testa. As sementes nos estaddios de desenvolvimento corresponden
tes as classes 1,2,3 e 4 se encontram nesta 19 fase de cresci -
mento.

Na segunda fase, entre 24 e 27 dias, observa-se uma gue-
da na taxa de crescimento de sementes e cotilédones gue corres-
Iponde a fase lenta de crescimento. Na terceira fase, gue se ini
cia 27 dias apds a &ntese, o crescimento & rapido, sendo que se
mentes e cotiledones atingem com 30 dias seu maximo compr imento.
Sementes no estadio de desenvolvimento correspondente a classe 5
ce encontram nestas fases de crescimento. |

A partir dail, observa-se uma redugao no comprimento que
corresponde ao periodo de desidratacio das sementes. Esta redu-
¢ao no comprimento & lenta no inicio (classe 6) e mais intensa,
a partir do dia 36 (classe 7). Sementes nos estidios de desen -
volvimento a partir da classe 6 ja atingiram, portanto, seu ma-
ximo comprimento.

Na figura 3 observa-se gue as mudangas em peso fresco

das sementes durante o seu desenvolvinento, exibem 0 mesmo mode
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Figura 1 - Crescimento de vagens de Phaseolus vulgaris cv.

Goiano Precoce em comprimento

Barras verticais representam o intervalo de confi

anca da media
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Figura 2 - Crescimento de sementes e cotilddones de Phaseolus

vulgaris cv. Goiano Precoce em comprimento
O sementes /\ cotilddone maior V cotilédone menor
Barras verticais representam o intervalo de confian

¢a das médias de camprimento da semente e do cotiladone maior




Figura 3 - Curvas de crescimento de sementes de Phaseolus

vulgaris cv. Goiano Precoce em peso

O peso fresco TAN peso seco

Barras verticais representam o intervalo de

confianca da média
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lo diduxico observado para o crescimento em comprimento. Este pa
drdo nao se repete na curva de crescimento em peso seco, onde o
padrao de crescimento & sigméide.

Os maximos pesos fresco e seco sao atingidos com 30 dias
apds a antese, significando que somente a partir da classe 6 as
sementes atingem seu mAximo peso seco. A partir dail, as sementes
entram num processo de desidratacac gradativo gque se comple -
ta no final do processo de desenvolvimento ao redor de 40 di~-
as. Sementes ai, se encontram no estadio de desenvolvimento cor-—

respondente 3 classe 9.

3. Germinagdo de sementes recém-colhidas ou secas artificialmen

te nos diferentes estadios de desenvolvimento

A tabela 3 mostra que sementes recém-colhidas ou submeti
das a dessecacao artificial, n3do germinam nas trés - primeiras
classes de desenvolvimento. Sementes recém-colhidas comegam a
germinar a partir da classe 5, sendo que o poder germinativo
nesta classe, e estatisticamente inferior ao de sementes madu -
ras. Aparentemente, a capacidade de germinacao de sementesg recém
colhidas aumenta 3 medida que a semente avanca em direcao a ma-
turidade.

Sementes secas comegam a germinar, embora com capacidade
de germinacido bastante reduzida, a partir da classe 4. A  partir

da classe 5 & até o final do processo de d@senvolvimento, a capa

cidade de germinacio destas sementes a maxima (tabela 3)

Comparando-se a capacidade de germinacao entre sementes
recem~colhidas e secas artificialmente, pode~sa observar gque se-

mentes secas tem capacidade de germinagao estatisticamente supe-
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Tabela 3 - Porcentagem de germina¢ao de sementes de Phaseolus

vulgaris cv. Goiano Precoce

Classes 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sementes

recgm-| 0% o8 o3 1,38 93P g 3P gs@D 93,87 100?

colhidas

Sementes Od Od Od 16,3c 962 992 992  ggd 1002
secas

Valores acompanhados pela mesma letra nao sao significativos

pelo teste de Tukey com pg 5%.
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rior a de sementes recém-colhidas nas classes 4 e 5, atingindo,
ja na classe 5, a capacidade mixima de germinacao (tabela 3).

Na figura 4 pode-se observar que sementes imaturas se-
cas artificialmente germinam mais rapidamente do gue sementes i
maturas recém-colhidas, embora a porcentagem final de germina -
cao atingida seja diferente apenas atd® a classe 5.

A determinagao do tempo médio de germinacio mostra que
a velocidade de germinag¢ao de sementes imaturas secas & maior P

que a de sementes rec&m-colhidas, em todos os estadios de desen

volvimento. Em sementes recém-colhidas, observam-se 3 faixas de
tempo medio de germinagao. Sementes nas classes 4 e 5, germinam
mais lentamente. A velocidade de germinagao aumenta sensivelmen
te em sementes nas classes 6,7 e 8, observando~-se ainda um 1i -
geiro aumento em sementes na classe 9. Em sementes secas, a ger
minagaoc & inicialmente lenta na classe 4, aumentando dristica -

mente e permanecendo constante nas demais classes (tabela 4).

4. Analise de substéncias enddgenas em sementes recém~colhidas
ou secas artificialmente, em diferentes estadios de desen -

volvimento

4.1. sSubsténcias promotoras e inibidoras detectadas na.fragéo a

cida

Foram analisadas sementes nos estiddics de desenvolvimento
onde se supbs um possivel envolvimento de reguladores de cresci-

mento no controle da germinacio e nos quais foram cbservadas di-

ferengas com relagao a capacidade e/ou velocidade de germinacao das sementes.




A R
90 907
A—D—D—A—N
O
501 50 I I I I/[
O
/
——, O
0 0! @—@—0—0
o 4] T T ¥ T T T ] T . 3
5 0 1 2 3 4 5 ¢ 0 1 2 3 4 5 ¢
iy
o dias dias
4]
Ho0, © 90 P
@
~ AN—DN—N—N AN—D—N— A
N
O O-—0—0
o
o~ [ /T 1 1
50 50 .
o d
z O Ao
o
N I I
oy
= 0! @—@—0 0! g—e—C
H 13 ¥ 3 ¥ ¥ ¥ i 1
= 0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
e dias dias
= E F
W90 90 1
AN—N—D—A\ O—Q-——0
A/ O‘/O 5
N [ /T 11 s o~
/ O
04 €—8—0 04 O—O
0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
dias dias
Figura 4 - Germinégéo de sementes imaturas de Eﬁgggelug vulga -
£§§ Cv. Golano Precoce
~ classe 4 C - classe 6 E - classe 8§
- classe § D - classe 7 F -~ classe 9
- sementes recém-colhidas Zl-Sementes sSecas

& - valores coincidentes

artificialmente

Barras verticais representam a DMS Tukey P 0%

36




Tabela 4 - Tempo médio de germinagao de sementes de Phaseolus
vulgaris cv. Goiano Precoce nos diferentes esta-

dios de desenvolvimemto

Classes 4 5 6 7 8 9
Sementes
recém- 3,0 2,7 1,7 1,6 1,6 1,0
colhidas
Sementes |, 4 0,9 0,9 1,1 0,9 1,0
secas




Nas figuras 5,6,7,8 e 9, sac mostrados os resultados do
bioteste do hipocdtilo de alface para as fracdes acidas de se -
mentes recem-colhidas imaturas, nas classes de desenvolvimento,
3,4,5,6 e 7 respectivamente, assim como as correspondentes cur-
vas padrao. |

Na classe 3 observam-se duas regices onde foi detectada
atividade giberelinica estatIsticamente significativa. Uma na
faixa entre os Rfs 0,2 e 0,3 e outra na faixa entre os Rfs 0,4
e 0,7 (figura 5). Na classe 4 detectou-se uma unica faixa de a-
tividade giberelinica entre os Rfs 0,4 e 0,6. Observa-se uma i-
nibigao do crescimento do hipocdtilo de alface, estatisticamen-
te significativa, na faixa entre os Rfs 0,7 ¢ 0,8 (figura 6). Na
classe 5, observa-se igualmente apenas uma regiao com atividade
giberelinica estatIsticamente significativa, localizada na fai
*a entre os Rfs 0,4 e 0,7 (figura 7). Na classe 6, nio se obser
va promogao do alongamento do hipocdtilo de alface significati-

va, sendo notadas duas regices com atividade inibidora, locali-

zadas respectivamente nas faixas entre os Rfs 0,1 e 0,5 e Rfs0,6

e 0,7 (figura 8). Finalmente na classe 7, sao detectadas duasrg
gices com atividade estatIsticamente significativa. Uma com ati
vidade inibidora na faixa entre os Rfs 0,2 e 0,5 e outra com a-
tividade giberelinica na faixa entre os Rfs 0,6 e 0,8 (figura9).

Os recsultados dos biotestes das fragoes acidas com ex -
tratos provenientes de sementes secas artificialmente nas clas-
ses 3,4 e 5 assim como as correspondentes curvas padrao, estao
apresentadas nas figuras 10,11 e 12 respectivamente.

Na classe 3 observa-se uma regifo com atividade gibere-

iinica, estatIsticamente significativa, na faixa entre os Rfs

0,4 e 0,6 (figura 10). Na classe 2 nota-se que a atividade gi-
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berelinica estatisticamente significativa, estd localizada na
faixa entre os Rfs 0,4 e 0,6 ¢ a atividade inibidora, estatis-
ticamente significativa, na faixa entre os Rfs 0,7 e 0,8 (£igu
ra 11). Na classe 5 observa-se resultadc semelhante com a re ~
gido de atividade giberelinica, estatisticamente significativa,
localizada na faixa entre os Rfs 0,3 e 0,6 e a regiao com ati-~

vidade inibidora na faixa entre os Rfs 0,6 e 0,7 (figura 12).

4.2. Atividade citocininica

Foram anallzadas sementes nos estadios de desenvolvimen
to onde se supds um possivel envolvimento de reguladores de
crescimento no controle da germinagao e nos quais foram obser-
vados diferengas com relacao a capacidade e/ou velocidade de
germinagao de sementes imaturas.

Cs resultados do bioteste das faixas com resposta posi-
tiva no teste de Wood com extratos provenientes de sementes i~
maturas recém-colhidas nas classes de desenvolvimento 3,4,5 ,6
e 7 assim como a curva padrido correspondente estio apresenta-
dos nas figuras 13 e 14.

Na classe 3 observam-se duas regides com atividade cito
cininica, estatisticamente significativas, na faixa entre 08
Rfs 0,3 e 0,5 e Rfs 0,5 e 0,6 (figura 13a). A curva padrac re-
ferente aos biotestes realizados para sementes recém—-colhidas
mostra a linearidade na faixa decxmcaﬁzagEesiﬁﬁmada (figura 13b).

Na classe 4, somente uma regido com atividade citocini~
nica, estatisticamente significativa, foi detectada, compreen
dida na faixa entre os Rfs 0,6 e 0,8 (figura 14a). Nos extra -

tcs de sementes nas demais classes de desenvolvimento analisa-—

das, classes 5,6 e 7, nao se observa atividade citocininica cs
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Figura 14. Atividade citocininica detectada na fragao
basica de extrato de sementes recém-colhi-

das de Phaseolus vulgaris cv. Golano Preco

ce

a — classe 4 b -~ classe 5

Bioteste do peso fresco de cotilédones de
fabanete

Areas hachuradas indicam diferengas significativas

a b%
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tatisticamente significativa (figuras 14b, 15a e 15b respectiva
mente) .

Cs resultados do bioteste das fragOCes basicas com extra-—
tos provenientes de sementes imaturas secas artificialmente nas
classes de desenvolvimento 3,4 e 5, estdo apresentados nas figu
ras l6a,b e ¢ respectivamente. A curva padri3o correspondente es
ta mostrada na figura 17.

Na classe 3, observam-se duas regides com atividade cito
cininica, estatisticameﬁte significativas, compreendidas nas fai
xas entre os Rfs 0,4 e 0,6 e Rfs 0,6 e 0,8 (figura 16a).Na clas
se 4 a atividade citocininica estatisticamente significativa e
observada nas mesmas regioes, compreendidas respectivamente nas
faixas entre os Rfs 0,4 e 0,6 ¢ Rfs 0,6 e 0,8 (figura 16b). Na
classe 5 nao foi detectada atividade citocininica a um nivel es
tatisticamente significativo (figura 16c). Na figura 17, esta a
presentada a curva padrao gue mostra a linearidade na faixa de

concentrac¢oes de 6RA testada.
4.3. Substincias de crescimento detectadas na fragao neutra

Foram analisadas sementes ncos estadios de desenvolvimen-—
to onde se supds um possivel envolvimento de reguladores de cres
cimento no controle da germinagido e nos quais foram observados
diferengas com relagao a capacidade e/ou velocidade de germina-

gao de sementes imaturas.

Os resultados do biocteste do alongamento do hipocdtilo de

alface para as fragoes neutras provenientes de sementes recém -
colhidas, nas classes de desenvolvimento 3,4,5,6 e 7, estio a-

presentados nas figuras 18 e 19.
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Figura 15. Atividade citocininica detectada na fracao
basica de extrato de sementes recem-cclhi-

das de Phaseolus vulgaris cv. Goiano Preco

ce

a — classe 6 b - classe 7

A,B,C,D,E,F e G — Faixas detectadas pelo
reagente de Wood

Bioteste do peso fresco de cotilédones de rabanete

Areas hachuradas indicam diferengas significativas

a 5%
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Figura 16. Atividade citocininica detectada na fragao ba
sica de extrato de sementes secas de Phaseolus
vulgaris cv. Goiano Precoce
a - classe 3 b - classe 4 ¢ - classe 5
A,B,C e D - Faixas detectadas pelo reagente de

Wood
Bioteste do peso fresco de cotilédones de raba
nete
Areas hachuradas indicam diferencgas significa-

tivag a 5%
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Figura 18. Substincias promotoras e inibidoras detectadas na

fragao neutra de extrato de sementes recém-colhi-

das de Phaseolus wvulgaris cv. Goiano Precoce

a - classe 3 b -~ classe 4 £ - classe b
Bioteste do alongamento do hipocOtilo de alface

Areas hachuradas indicam diferengas significativas a 5%
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Na classe 3 observa~-se uma regi@o com atividade inibidora,
estatisticamente significativa, na faixa entre os Rfs 0,7 e 0,8
(figura 18a). Na classe 5 a atividade inibidora estatisticamente
significativa, foi detectada na faixa entre os Rfs 0,3 e 0,6 (fi-
gura 18c). Na classe 7 observa-se uma regido com atividade inibi-
dora, estatisticamente significativa, na faixa entre os Rfs 0,3 e
0,4 e uma regizo com atividade promotora na faixa entre o ponto
de aplicagao e o Rf 0,1 (figura 19b). Nas classe 4 (figura 18b) e
6 (figura 19%a), nao foram detectadas .o atividades inibi-
doras estatisticamente significativas, sendo gque nesta ultima, se
observou uma regidc com atividade promotora estatisticamente sig-
nificativa, na faixa entre os Rfs 0,2 e 0,3.

Os resultados do bioteste do alongamento do hipocdtilo de
alface para as fragoes neutras provenientes de sementes secas ar-
tificialmente nas classe 3,4 e 5, est3o apresentados nas figuras
20a,b e c respectivamente.

Na classe 4 detectou-se atividade inibidora estatisticamen
te significativa na faixa entre os Rfs 0,8 e 0,9 {(figura 20b).Nas
classes 3 e 5 nao fol detectada atividade estatisticamente signi-~

ficativa (figuras 20a e c¢ respectivamente).
4.4. Nivel enddgeno de giberelinas e citocininas

Para uma melhor interpretacac dos resultados cobtidos na a-
nalise de substdncias enddgenas em sementes imaturas, foi feita a
quantificacao da atividade giberelinica e citocininica em sementes
nos estadios de desenvolvimento, onde se observou a presenca des-
tas substancias a niveis estatisticamente significativos.

Para o calculo das atividades enm equivalentes de GA3 ou
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Figura 20.

Substancias de crescimento detectadas na
fracao neutra de extrato de sementes se-
cas de Phaseolus vulgaris cv. Goiano Pre
coce

a - classe 3 b - classe 4 ¢ -classe 5
Bioteste do hipocdbtilo de alface

Areas hachuradas indicam diferencgas siginificati

vas a 5%
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6BA, consideraram-se integralmente as faixas entre os Rfs gque mos
traram promogac estatisticamente significativa. Nos casos em cgue
a atividade foi detectada em mais de uma faixa entre Rfs, o cidlcu
lo foi feito somando-se as respectivas porcentagens de promogao o
btidas, isto &, foi computada a atividade total de uma dada fra-
¢ao em relagdao a substincia padrio.

As atividades em eguivalentes de GA3 ou 6BA em sementes ,
recém-colhidas ou secas artificialmente, nos diferentes estadios
de desenvolvimento estao apresentadas na tabela 5. Pode-se obser-
var uma maior quantidade de giberelinas livres em sementes recém-
colhidas nos estadios iniciais de desenvolvimento (classes 3,4 e
5), sendo gue a atividade em sementes nos estidios mais avancgados
diminui acentuadamente (classes 6 e 7). A desidratacdo artificial
reduz o nivel de giberelinas livres nos estidios iniciais de de -
senvolvimento, a niveis comparaveis aos de sementes recém-colhidas

em estadios mais avancados.
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Os mais altos niveis de citocininas bioldgicamente ativas s3o observa—

dos em sementes recém-colhidas ou secas artificialmente, nos estidios iniciais
de desenvolvimento {classe 3). C decréscimo na ati%idade de citocininas, a me-
dida que a semente se desenvolve, & ripido, sendo cbservado j& wma drastica re
dugao em sementes na classe 4. Nos demais estidios de deservolvimento analisa-
dos, nao foi detectada atividade citocininica a niveis significativos. A desi-
dratagao artificial n3o reduz o nivel de atividade citocininica em  sementes

nas classe 3 e 4.

4.5. Nivel endogeno de ABA

Para verificar o possivel envolvimento de ARA no controle da germina-
¢ao de sementes imaturas foi feita a determinagao deste inibidor, utilizando -
se de metodologia mais especifica, em sementes recém-colhidas ou secas artifi-

cialmente, nos diferentes estddios de desenvolvimento.



Tabela 5 - Substancias hormonais endogenas em sementes imaturas
de Phaseclus vulgaris cv. Goiano Precoce
Atividade em equivalentes. Atividade em equivalentes
Classes de GA3 ngnﬁ%ﬁl de peso de 6RA oxynﬁzgl de peso
fresco da semente  .10°) fresco da semente  .10°)
Sementes rec@m Sementes secas | Sementes recém- Sementes
colhidas colhidas secas
3 0,53 0,26 0,33 0,27
4 0,46 0,34 0,18 0,18
5 0,53 0,22 < 0,09 £ 0,09
6 < 0,08 - < 0,07 -
7 0,29 - £0,06 -
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4.5.1. Determinacao de ABA por espectroscopia em luz ultra-vio-

leta

A tabela 6 mostra o resultado da anilise guantitativa de
ABA baseada na absorbancia desta substincia em luz ultra-violeta
em sementes imaturas recém-colhidas ou secas artificialmente.

Em sementes recém-colhidas o nivel de ABA & comparativa—
mente baixo nos estadios iniciais de desenvolvimento {classe 3 e
4), nao sendo significativas as diferencas entre os niveis encon
trados nestas classes. Um pico estatisticamente significativo na
atividade & observado em sementes nas classes 5 e 6, ocorfendo ’
um decréscimo estatisticamente significativo em sementes na clas
se 7 mas ainda se mantendo superior, estatisticamente, &s ativi-
dades observadas nos estadios iniciais de desenvolvimento.

Em linhas gerais, este padrao se repete em sementes se~
cas artificialmente, porém neste caso, as atividades medidas sao
significativamente menores do que as de sementes recém~colhidas,
com excessao de sementes no estddio de desenvolvimento correspon
dente a classe 4. A atividade & baixa na classe 3, aumenta apa -
rentemente com o decorrer do desenvolvimento (classes 4,5 e 6) ,
sendo novamente reduzida na classe 7.

A curva padrao mostrando a sensibilidade e linearidade de
resposta a diferentes concentracGes de ABA, esta apresentada na

figura 21.

4.5.2. Determinagao de ABA através do bioteste da inibicao da

germinagado de sementes de alface.

Os resultados obtidos na guantificagao de ABA através da

atividade bioldgica da inibicdo da germinacio de sementes de al-

6(



Tabela 6 - Atividade em equivalentes de ABA quantificada por es
pectroscopia em UV. (pgymil.sementgl) em sementes de

Phaseolus vulgaris cv. Goiano Precoce

Classes 3 4 5 6 7
Sementes
recem- 5,2 8,5 21,5 20,7 15
colhidas
~ Sementes
1,3 6,0 4,9 9,1 1.7
gsecas
ZSF“<O:05 = (,539 Para sementes nag diferentes classes de
desenvolvimento
ZXE“<0:05 = 0,376 Para sementes recem-colhidas e secas ar

tificialmente
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face, confirmam os aspectos principais observados com relacao
aos niveis de ABA encontrados em sementes imaturas no Item ante
rior. Sementes rec&m-colhidas nos estadios iniciais de desenvol
vimento (classes 3 e 4), possuem niveis relativamente baixos de
ABA. A atividade aumenta drasticamente em sementes nos estadios
subsequentes (classes 5 e 6}, diminuindo significaticamente em
sementes na classe 7. Sementes nos estddios de desenvolvimento
correspondentes as classes 5, 6 e 7 gquando submetidas a desseca
gao artificial, sofrem uma reducdo significativa no nivel deste
inibidor (tabela 7).

A curva padrao mostrando a linearidade de resposta da i-
nibigao da germinacgdo de sementes de alface na faixa de concen-

tracao de ABA testada, estd apresentada na figura 22.

5. Efeito de reguladores de crescimento na germinagdo de semen

tes imaturas

Para confirmar e complementar os resultados obtidos a
cerca do papel de reguladores de crescimento na germinagao de
sementes imaturas, procurou-se verificar o comportamento, com
relagao a germinagao, de sementes imaturas guando colocadas pa-

ra germinar em contato com solucoes destas substdncias.

5.1. Efeito de GA

A figura 23 mostra que o acido giberélico nas diferentes
concentragoes testadas, ndo teve efeito promotor na germinacio

de sementes imaturas recem-colhidas, em todos os estadios de de
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Tabela 7 ~ Atividade em equivalentes de ABA quantificada atra-
ves do bioteste da inibigcdoc da germinacgio de semen=

tes de alface (pg;mil. sementél)

Classes 3 4 5 6 7
Sementes
recem- 0,36 0,79 2,76 2,56 1,1
colhidas
Sementes 0,44 0,60 1,0 0,86 0,37
secas
AE5<0:05 = 0.682 para scmentes nas diferentes classes de
desenvolvimento
A§)<0,05 = 0.421 para sementes recém-colhidas e secas ar

tificialmente
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senvolvimento cuja germinacao foli avaliada. Em sementes na clas—
se 5, a concentragao mais alta de GA3 inibiu significativamente
a germinag¢ao (figura 23c)

Em sementes secas artificialmente também se observou gue
GA3 exOgeno nao teve efeito promotor, estatisticamente significa
tivo, na germinagdo de sementes imaturas nos diferentes estidios

de desenvolvimento (figura 24).
5.2. Efeito de 6RA

0O 6BA, nas concentracgoes testadas, promoveu significativg
mente a germinagdo de sementes imaturas recém-colhidas na classe
4 (figura 25b), Na classe 3 e na classe 5, nao se observa efeito
promotor de 6BA na germinagdo (figuras 25a e ¢ respectivamente).

A figura 26 mostra que em sementes secas artificialmente,
o0 efeito promotor de 6BA na germinacio & ébservado na classe 4 ,
sendo gue somente a concentracao de 153M mostrou efeito promotor

estatisticamente significativo.
5.3. Efeito de ABA

Sementes imaturas recém-colhidas ou secas artificialmente
nos estadios de desenvolvimento correspondentes as classes 5 (fig.
27a e b) e 6(fig. 27c e d), tiveram sua germinagao inibida signi
ficativamente em presenca de ABA nas concentragoes de 3.154M e

6.10°%

M. O efeito inibitdrio se mostrou crescente com 0 aumentoda
concentragao de ABA, sendo que 15%M ndo teve efeito na germina -

cao.

6. Atividade amilolitica en sementes, nos diferentes estidiosde
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desenvolvimento, durante a embebicao.

Para verificar a existéncia de barreiras para a germina -
gao de sementes imaturas a nivel de mobilizacio de reservas para
0 crescimento do embriao, foi feita a an&lise da atividade amilo
litica em sementes imaturas que nao germinam e naquelas gue  ja
possuem a capacidade de germinagao, comparando-se os niveis de
atividade amilolitica aj encontrados com os de sementes maduras.

Sementes nas classes 3 e 4 ( figuras 28a e b respectiva -
mente), tém atividade amilolitica baixa guando comparadas com a
atividade em sementes na classe 5 e sementes maduras, durante to
do o periodo de embebigado avaliado.

Sementes imaturas na classe 5 mostram atividade amiloliti
ca inferior 3 de sementes maduras, com um pico de atividade olele) of
rendo com 30 horas de embebicao. O pico de atividade observado '
em sementes neste estddio de desenvolvimento, com 106 horas de
embebigcao & provavelmente decorrente da mobilizagao de reservas
épés a protrusac da radicula, uma vez que sementes neste estadio
germinam a partir de 96 horas aproximadamente.

E interessante notar que sementes recém-colhidas (zero ho
ras de embebig¢ao) mostram atividade amilolitica alta, signifi-
cando que esta enzima ja estd presente neste estadio de desenvol
vimento, antes das sementes serem colocadas em condigoes de ger
minagao (figura 28c).

Em sementes maduras (classe 9)um pico de atividade amilo-
litica ocorre com 18 horas de embebi¢ac. A partir de 30 horas, o
aumento de atividade deve ser atribuido a mobilizacao de reser -
vas apds a protrusao da radicula, uma vez gque estas sementes ger

minam a partir de 30 horas de embebigéo aproximadamente. Nesta
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Figura 28. Atividade amilolitica em sementes recém-

colhidas de Phaseolus vulgaris cv. Goia-

no Precoce em diferentes estadios de de-
senvolvimento
a - classe 3 b ~ classe 4

¢ ~ classe 5 d - classe 9
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classe, a atividade amilolitica em sementes n3o embebidas & tam
bém relativamente alta mostrando que esta enzima ji estd presen
te (figura 284)

A curva padrao mostra a linearidade de resposta obtidaen

tre absorbancia e concentragao de maltose (figura 29).

7. Efeito de 6BA sobre a atividade amilolitica

Na tentativa de se verificar se .o efeito promotor de 6BA
na gexrminagdo estd associado a estimulagio da atividade enzimatica,foi
feita a andlise da atividade amilolitica em sementes imaturas
recéem-colhidas, colocadas para germinar em presenga de 6BA nas
concentracoes testadas na germinacgao.

Na figura 30 pode-se observar que a Canentragéo de 153M
de 6BA aumentou de forma estatisticamente significativa, a ati-
vidade ' amilolitica em sementes imaturas recem-colhidas. Esta
promogao na atividade, que nio chega a ser comparavel com as a-
tividades encontradas em sementes nos estidios mais avangados de
desenvolvimento, & observada em sementes na classe 3 com 30 ho-
ras de embebigao (figura 30a) e na classe 4 a partir de 24 ho-

ras (figura 30b).

8. Capacidade reprodutiva de plantas provenientes de sementes

imaturas

Para avaliar o efeito do estadio de desenvolvimento da

semente na capacidade reprodutiva das plantas que elas originam,
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Atividade amilolitica (concentragaoc de maltose liberada ug/h.semente)
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acompanhou~-se o desenvolvimento medindo-se parametros indicati-
vos desta capacidade reprodutiva como: n® de dias para o inicio
da floragao medido através de observagido da antese, n9 de flo -
res por planta, n® de vagens maduras por planta, n? de sementes
por vagem e peso fresco médio destas sementes.

A tabela 8 mostra que o tempo necessario para o inicio da
floragao nao & influenciado pelo grau da semente gue deu origem
as plantas.

As sementes nos estadios de desenvolvimento corresponden
tes ds classes 8 e 9, dao origem a plantas cuj¢ n? de flores [/
planta & significativamente maior do que o de plantas provenien
tes de sementes imaturas nos est3dios de desenvolvimento corres
pondentes as classes 5 e 6 (figura 3la). A an3lise estatistica,
considerando a curva de regressao linear ajustada, mostra gue o
n? de flores produzido por planta, a partir de plantas proveni-
entes de sementes na classe 6, aumenta a medida gue a semente
que lhe deu origem avanga em direcdo a maturidade (figura 31b).
| Resultado semelhante observa-se com relacao ao n9 de va-
gens por planta, onde a analise de varidncia niao detecta dife -
rengas significativas entre o n¢ de vagens produzido por plan -
tas provenientes de sementes nos diferentes estddios de desen -
volvimento (figura 3lc). Entretanto, a andlise considerando a
regressao linear ajustada indica que o n? de vagens/planta au -
menta, porém de forma menos acentuada gue o n? de flores/planta,
a medida que a semente que lhe deu origem avanga em direcio 3
maturidade (figura 31d).

A figura 32a mostra que o no de sementes/vagem produzido
por plantas, nao &, aparentemente, influenciado pelo grau de ma

turidade da semente que a origina. A anilise estatistica acusou
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Tabela 8 - Numero de dias para o inicic da floragao em plantas

provenientes de sementes de Phaseolus vulgaris cv.

Golano Precoce em diferentes estidios de desenvolvi

mento
Classges 5 6 7 8 9
Numero
de dias
32 30 31 32 31
para a
floracao
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classes

classes

Capacidade reprodutiva de plantas provenientes de sementes ima~-

turas de Phaseolus vulgaris cv. Goiano Precoce

a - ne de flores/planta

C - n? de vagens/planta

b - n¢ deflores/planta (regressao)

d - ne de vagens/planta (regressio)

Barras verticais indicam a DMS Tukey oom p€5%



Figura 32.

Capacidade reprodutiva de plantas provenientes

de sementes de Phaseolus vulgaris cv. Goliano

Precoce

a - n? de sementes/vagem

L - n® de sementes/planta

¢ - Peso fresco de sementes

Barras verticails representam a DMS Tukey conm

P = 5%
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diferencas significativas entre os valores cbservados nas classes

5 e 7. Entretanto, sementes maduras (classe 9) deram origem a
plantas cujo n? de sementes/vagem nioc difere do observado em
plantas provenientes de sementes imaturas na classe 5.

A figura 32b mostra que o n® de sementes por planta e
significativamente menor em plantas provenientes de sementes i
maturas na classe 5. A partir da classe 6 até o final do proces
so de desenvolvimento, n3o sao observadas diferengas significa-
tivas com relagao ao n% de sementes/planta.

O peso fresco de sementes provenientes destas plantas ,
nao sofre influéncia do estddio de maturidade da semente que a

origina. A variagac observada entre o peso fresco destas semen-

tes nao & estatIsticamente significativa (figura 32c¢).
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IV. DISCUSSAO

Algumas mudangas que ocorrem durante o desenvolvimento de
frutos e sementes podem ser utilizadas para se caracterizar indi
ces de idade fisioldgica. O uso destes indices para se definir es
tadios de desenvolvimento fisioldgico & extremamente convenien -
te, principalmente sob condicdes naturais onde se torna dificil
usar a idade cronoldgica como uma medida reproduzivel. Indices
de idade fisiolbgica baseados no comprimento e/ou morfologia de
frutos e sementes tém sido frequentemente utilizados para se ca-
racterizar estadios de desenvolvimento de sementes {Walbot et al,,
1972; Adams e Rinne, 1980; Sanklla e Chawan, 1980).

No caso de Phaseolus vulgaris cv. Goiano precoce, os esta

dios de desenvolvimento fisiolbgico foram caracterizados pela as
sociagao do comprimento com caracteristicas morfoldgicas das se
mentes. Esta associagdo & necess3ria uma vez que nenhum dos para
metros avaliados sofre modificagoes durante todo o periodo de de
éenvolvimento. Nas etapas iniciais, as principais modificagoes ob
servadas estao relacionadas ao comprimento das sementes, com pou
ca ou nenhuma variagao nos demais aspectos morfoldgicos. Em estd
dios mais avangados de desenvolvimento, enquanto o comprimento se
mantém constante ou diminui, as frequentes variagaes na coloragao
e pigmentacdo das sementes s3o mais adequadas para se estimar a

idade fisioldgica. A associacio de diferentes parametros,  além

disso, permite maior seguranca e precisao na caracteriza
cao do estadio: fisiologico de desenvolvimento das semen

tes

Sementes imaturas recém-colhidas de Phaseolus vulgaris nao

germinam durante 0s estddios iniciais de desenvolvimento. A capa
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cidade de germinagao & adquirida antes das sementes terem atin-
gido o ponto de maximo acimulo de matéria seca, sendo gue apa -~
rentemente, a capacidade de germinacdao aumenta a medida que a
semente avanga em diregao aos estiddios finais de desenvolvimen-
to.

Comportamento semelhante com relagdo & capacidade de ger
minagao de sementes imaturas tem sido observado em outras culti
vares de feijao (Sanklla e Chawan, 1980; Adams e Rinne, 1980) e
em soja (Obendorf et al., 1980). Segundo estes autores, a maxima
capacidade de germinagaoc & exibida na maturidade fisioldgica |,
resultado que nao estd de acordo com os agui obtidos, uma.. wvez
que sementes com maximo peso seco mostram capacidade de germina
¢ao ainda inferior a.de sementes no estddio final de desenvolvi-
mento sugerindo, portanto, gque o maximo actmule de matéria seca
nao e o fator limitante para a mixima capacidade de germinagao
de sementes imaturas.

Foi encontrado tanto em sementes intactas (Onckelen et
al.,1980) como em embrices isolados (Walbot et al.,1972) imatu-
ros de feijao que a velocidade de germinacido aumenta gradativa-
mente a medida que a semente avanga em direg3o & maturidade. Na
cultivar Goiano precoce, em sementes recém-colhidas, foi eviden
ciada a existéncia de trés faixas de tempo médio de germinagao.
Sementes em estadio mais imaturo (classe 5) germinam lentamente.
A velocidade de germinagao aumenta em sementes nos estidios in-
termédiarios de desenvolvimento (classe 6,7 e 8), sendo a maior
velocidade obtida em sementes maduras (classe 9).

A desidratacgac artificial das sementes imaturas, reduzin
do o teor de umidade a niveis eguivalentes ao de sementes madu-

ras, modificou tanto a capacidade como a velocidade de germina-
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¢a3o de sementes imaturas. Assim, sementes em estadios de desen-
volvimento que nao saoc capazes de germinar quando recém-colhi -
das germinam apds a desidratagdo artificial. Em sementes nos de-
mais estadios nos quais as recém-colhidas germinam, mas em por-
centagem e velocidade inferiores as sementes maduras, tanto a
capacidade quanto a velocidade de germinagdo foram iguais 3s de
sementes maduras.

Estes dados mostram que o processo de desidratac3o nio &
essencial para a germinacao visto gue sementes imaturas recem -
colhidas germinam. No entanto a sua importincia & bastante gran
de pois, tanto a capacidade como a velocidade de germinagao de
sementes sao promovidas através deste processo.

A importéncia da desidratacdo na capacidade de germina -
¢ao de sementes imaturas foi também mostrada por Adams e Rinne,
1980. Os autores sugeriram que o efeito promotor da desidrata -
cao artificial sobre a capacidade de germinagao de sementes ima
turas de soja, em diferentes estidios de desenvolvimento, seria
atraves da imposicdo do processo de maturagaoc nas sementes.

A desidratagaoc artificial que favoreceu a germinacgao de
sementes imaturas em determinados estadios de desenvolvimento R
reduziu de forma acentuada o nivel de giberelinas livres nes -
tas sementes, sugerindo que a germinacdo de sementes imaturas se
ria favorecida por baixos niveis destas substincias. No entanto
as variagoes nos niveis endbgenos de giberelinas em sementes re
cém-colhidas ndo corroboram esta hipdtese, dado gue niveis al -
tos e comparaveis de giberelinas est@o presentes tanto em semen
tes que nac germinam (classes 3 e 4) como naguelas em que a ca-
pacidade de germinacao & alta (classe 5). Além disto, a redu¢ao

na atividade destas substancias em sementes a partir da classe
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6, nao & acompanhada por uma mudanga significativa na capacida
de de germinagio.

A analise conjunta destes dados sugere que, provavelmen
te, estas giberelinas naoc estao diretamente envolvidas no pro-
cesso de germinagao de sementes imaturas.

Outras evidéncias neste sentido vém de experimentos com
GA3 exdgeno. Neste caso foi mostrado que GA3 nao tém efeito
promotor na germinagac de sementes em diferentes estadios de
desenvolvimento. Por outro lado, os altos niveis de gibereli -
nas encontrados coincidem com o periodo de alta taxa de crescl
mento de sementes sugerindo, como foi também sugerido por ou -
tros autores (Corcoram e Phynney, 1962; Carr e Skene, 1961 ;
Phynney e West, 1960; Skene, 1970), que as giberelinas nas se-
mentes em desenvolvimento estao relacionadas com este processo
durante o curso normal da embriogénese. O fato da desidratacao

artificial, que interrompe o processo normal de desenvolvimen—

to das sementes, reduzir o nivel de giberelinas bioldgicamente

ativas pode ser considerada como uma evidéncia a favor ~desta
hipotese.

Aparentemente ocorre uma mudanga gualitativa de gibere-
linas durante o desenvolvimento das sementes. O grupo de subs-
téncias giberelinicas detectadas nos estadios iniciais na fai-
Xa entre os Rfs 0,3 e 0,6 (classes 3, 4 e 5) nio estd presente
em sementes na classe 6, a niveis estatisticamente significaté
vos, observando~se na classe 7 a atividade giberelinica que po
de corresponder a um novo grupo destas substidncias, dado a sua
localizagao na faixa entre os Rfs 0,6 e 0,8. A auséncia de ati
vidade giberelinica, em niveis estatisticamente significativos,

em sementes na classe 6 poderia ser explicada considerando -se



que nesta fase do desenvolvimento estao ocorrendo modificagoes
gualitativas e guantitativas nesse grupo de substdncias marcan
do uma transigao onde teriamos uma redugac na atividade gibere
linica e simultaneamente a ocorréncia da transformagio das gi-
berelinas presentes nos estadios iniciais de desenvolvimento e
naquelas encontradas nas etapas posteriores.

A outra possibilidade gque se apresenta & uma redugdo no
nivel de giberelinas presentes nos esti3dios iniciais e a simul
tanea sintese de giberelinas presentes nos estadios posterio -
res, atingindo estas, niveils detectiveis somente a partir da
classe 7.

Citocininas enddogenas detectadas em sementes durante o
desenvolvimento parecem nao estar diretamente envolvidas com a
capacidade de germinagao de sementes imaturas tanto recém-co -
lhidas como secas artificialmente uma vez que niveis relativa-
mente altos de citocininas sac encontrados, em ambas as condi-
g6es, em sementes imaturas gue nao germinam (classe 3). Em se-
mentes gue apresentam uma baixa capacidade de germinagao foram
detectados niveis mais baixos destas substincias (classe 4 -se
mentes secas), nao tendo sido encontradas citocininas, a ni-
veis estatisticamente significativos, em sementes com alta ca-
pacidade de germinagao ou germinagdc maxima. Além disso a desi
dratag%o artificial gque promove a velocidade e/ou capacidade
de germinagao, nao alterou o nivel de atividade citocininica em
sementes imaturas.

Niveis de citocininas mais altos em sementes imaturas
do que os niveis observados em sementes em estidios mais avan-

cados de desenvolvimento foram tambem encontrados por Burrows
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e Carxr (1970).

Apesar da anadlise do nivel enddgeno de citocininas em se
mentes imaturas nao ter fornecido evidéncias para a participa-"
¢ao deste grupo de hormdnios na germinagao, a aplicagao de 6BA
promoveu significativamente a germinacdo de sementes imaturas .
Foi promovida a germinagao tanto de sementes gue, na auséncia de
6BA nao germinam (classe 4 - sementes recém-colhidas), como em
sementes que apresentam baixa capacidade de germinacao .{ classe
4 - sementes secas artificialmente), sugerindo que citocininas
podem estar envolvidas com o controle da germinagao de sementes
imaturas. Uma possivel explicagdo & que as citocininas detecta-
das em sementes durante o desenvolvimento estejam emvolvidas con
a regulacao deste processo como foi sugerido para sementes de
ervilha por Burrows e Carr {1970). As citocininas envolvidas com
0 processo de germinagao seriam sintetizadas ou liberadas duran
te a embebicgdo.

Metivier e Paulilo (1980) mostraram gue, em sementes ma-

duras de Phaseolus vulgaris, o nivel endogeno de eitocininas au

mentou durante as primeiras 20 horas de embebicao indicando gque
este hormonioc estd presente durante as etapas iniciais de germi
nagao. Segundo Van Staden (1973), as citocininas s&o ativamente
metabolizadas durante a germinacdao de sementes. Nos estédiospmg

coces de germinagao, citocininas seriam convertidas de uma for-

ma inativa para uma forma ativa. Em sementes de café (Valio, 1976),

fol observado que cinetina promove a germinacao estimulando o
crescimento da radicula.

Varios trabalhos com diferentes espécies tém atribuido ao
ABA um importante papel na regulagao de germinacao de sementes

imaturas. Varios autores tém sugerido que os altos niveis de
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ABA, em sementes em desenvolvimento, sao responsaveis pela ini-
bigdo da germinagao precoce de sementes e embrices isolados e
pela preveng¢do da germinagao prematura dentro de fruto. A capa-
cidade de germinagao de sementes isoladas em estidios mais avan
¢ados de desenvelvimento seria possivel devido a uma redugao na
atividade deste inibidor durante a maturagao (King, 1976; Dure,
1975; Eeuwens e Schwabe, 1975; Quebedeaux, 1976; Onckelen et al.,
1980 ).

Analisando-se o nivel enddgeno de ABA com relacao a ger-
minagao de sementes imaturas pode~se observar que em sementes re
cém—colhidas, 0s maiores niveis de atividade deste inibidor o-
correm em sementes cuja capacidade e/ou velocidade de germina —-
¢ao sao inferiores ds de sementes maduras (classes 5,6 e 7). &
desidratacao, que aumenta a capacidade e/ou velocidade de germi
nagac destas sementes, reduz significativamente o nivel de ABA.
Em estaddios anteriores a relac¢do nio & tdo clara. Em estadios i
niciais de desenvolvimento (classes 3 e 4) os niveis de ABA 8380
baixos e apesar da desidratacio artificial reduzir o nivel en -
dogeno de ABA em sementes na classe 3, estas sementes nio germi
nam. Na classe 4 o pequeno aumento na capacidade de germinacao
de sementes secas nao & acompanhado pela redugcao no nivel endd-
genc de ABA com a desidratagao,a nivel significativo, sugerindo
gue a incapacidade de germinagdo de sementes imaturas nos esti-
dios iniciais de desenvolvimento deve estar relacionada a ou =~
tros fatores que nao a presenca de ABA.

Os resultados obtidos com relacdo ac efeito de ABA exdge
no em sementes imaturas, confirmam a hipdtese da fungao inibido
ra deste hormonio na germinagac de sementes imaturas.

Estes dados corroboram a hipdtese anteriormente descrita




na literatura, que durante o desenvolvimento, os altos niveis
de ABA previnem a germinagéb prematura da semente dentro do
fruto (Dure,1975; Onckelen et al., 1980; Quebedeaux, 1976; King,
1976). Assim sementes imaturas isoladas nos estadios de desen-
volvimento a partir da classe 5 s3o capazes de germinar, porem
a sua capacidade e/ou velocidade de germinacdo s3o inferiores
a de sementes maduras provavelmente devido ao seu alto nivelde
ABA.

Aparentemente a partir da classe 5, a capacidade e/oun
velocidade de germinagdo de sementes imaturas aumenta & medi-
da que diminui o nivel de ABA em sementes durante 0 desenvol-
vimento.

Onckelen et al.(1980), trabalhando com Phaseolus vulga

ris cv. Limburg, mostraram que sementes adquirem a capacidade
de catabolizar ABA durante o desenvolvimento e uma vez isola-
das, sao capazes de germinar com maior ou menor velocidade de
pendendo do nivel inicial de ABA na semente.- Os autores mos =
traram ainda que sementes imaturas com um alto nivel de ABA i
nicial (532 ng/semente) germinaram apds 5 dias de embebicao ,
quando o nivel de ABA havia sido reduzido a 35 ng/semente.

A desidratagéo artificial de sementes, a partir de de-
terminado est&dio de desenvolvimento, favorece a germinagao re
duzindo drasticamente o nivel de ABA em sementes imaturas su-
gerindo que.a desidratacgao natural que ocorre durante o desen
volvimento possa atuar de forma idéntica na fase final de de-
senvolvimento das sementes.

A incapacidade de germinacdo de sementes imaturas . em
estddios iniciais de desenvolvimento pode estar relacionada com

a falta de enzimas hidroliticas ou de atividade enzimatica que
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possibilite a mobilizacao de reservas para o crescimento do em
briao. A anidlise da atividade amilolitica mostrou gue em se-
mentes imaturas que nao germinam, a atividade & baixa guando
comparada.a atividade em sementes imaturas que germinam e & de
sementes maduras, durante todo o periodo de embebigcao. Em se-
mentes imaturas que germinam (classe 5), porém com capacidade
e velocidade de germinagao inferiores & de sementes maduras, a
atividade amilolitica foi consideravelmente maior, embora ain
da inferior & atividade observada em sementes maduras.

Um pico de atividade amilolitica em sementes maduras &
observado com 18 horas de embebigéo, antes da protrusado da ra-
dicula, que ocorre nestas sementes ao redor de 30 horas de em-
bebigao. Em sementes imaturas que geiminam a partir de 96 ho-
ras (classe 5), o pico de atividade anterior 3 protrusio da ra
dicula ocorre com 30 horas de embebigio.

Onckelen et al. (1980), mostraram que o inicio da ativi-
dade amilolitica em cotil&dones destacados de feijio foi con-
-Sideravelmente retardada na presenga de ABA exOgeno. 0s auto -
res sugerem que os altos niveis de ABA em sementes em desenvol
vimento, seriam responsadveis pela prevencado tanto da hidrdlise
prematura de amido como da germinagao precoce.

O atrazo no iricio da germinag¢do assim como no pico de
atividade amilolitica em sementes imaturas na classe 5 pode es
tar relaciénado,,portanto, com o alto nivel de ABA encontrado
nestas sementes. Esta hipdtese, entretante, necessita de evi -
déncias complementares uma vez que em sementes neste estadiode
desenvolvimento, a atividade amilolitica medida em sementes
nao embebidas (recém-colhidas) foi surpreendentemente alta.

O efeito promotor de citocininas sobre a atividade a-
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milolitica foi mostrado em varias dicotileddneas (Gepstain e
Ilan, 1970; Locker e Ilan, 1975; Metivier e Paulilo, 1980). As-
sim & possivel que apromogdo da germinag&o de sementes imaturas
por 6BA seja devida a uma promogido na atividade amilolitica nes
tas sementes na fase anterior & protrusido da radicula. 2 concen
tragao de 6BA qgue mostrou maior efeito promotor na germinacao de
sementes na classe 4 , recém-colhidas, promoveu significativa -
mente a atividade amilolitica apds 24 horas de embebic3o destas
sementes.

Apesar destes resultados sugerirem gue citocininas esti~
mulam a germinacgao promovendo a atividade amilolitica, este
naoc parece ser o Gnico processo envolvido no controle da capaci
dade de germinagao de sementes em estddios iniciais de desenvol
vimento. O 6BA promove a atividade amilolitica em sementes na
classe 4, porem, em niveis inferiores aos encontrados em semen-
tes em estadios mais avangados de desenvolvimento e aos observa
dos em sementes maduras.

Por outro lado, o efeito promotor de 6BA sobre a germinag
¢ao de sementes imaturas na classe 4 nio foi suficiente para i
gualar a capacidade de germinacdo destas sementes 3 de sementes
em estaddios mais avangados de desenvolvimento. A incapacidale de
sintese de citocininas que promovam a sintese ou a atividade a-
milolitica associada a uma insuficiente quantidade de reservas
na semente e a uma possivel ihoperéncia de outros sistemas enzi
maticos envolvidos na mobilizac3o de reservas como proteinas e
lipidios podem ser alguns dos fatores limitantes para a germina
¢ao em sementes neste est3dio de desenvolvimento.

Em sementes na classe 3, o ligeiro aumento da atividade

amilolitica por 6BA, observado com 30 horas de embebigao, nao
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correspondeu a uma promogao da germinagdoc de sementes nesta
classe. Neste caso, embora a inatividade de gistemas enzimété
cos possa, por si sd, impedir a germinagdo,uma das principais bar
reiras para a germinac¢ao pode ser o baixo teor de reservas acu
mulado nas sementes.

0 grau de maturidade da semente influencia significati
vamente nao s a sua capacidade de germinagdo mas também a ca
pacidade reprodutiva das plantas a que ela da origem. Semen -
tes imaturas em estadio precoce de desenvolvimento (classe 5
e 6) dao origem a plantas cujo n?® de flores/planta & signifi-
cativamente menor que o de plantas brovenientes de sementes maduras. A
parentemente o n? de flores e o n% de vageﬁs/planta aumenta a
medida que a semente que lhe deu origem avanga em direcgao a
maturidade.

E interessante notar que sementes que ja atingiram o}
maximo peso seco (classe 6) dio origem a plantas cujo n¢ de
flores por planta & ainda significativamente inferior ao de
élantas provenientes de sementes maduras.

Este fato sugere gue a influencia do grau de maturida-
de da semente na capacidade reprodutiva das plantas a que e-
las ddo origem, ndo & .devida unicamente a insuficiéncia de ma
ter}al de reserva nas sementes que lhe deram origem. O desen-
volvimento precario das plantas afetando a capacidade de re -
produgao & nitidamente observado em plantas provenientes de
sementes na classe 5, enquanto que plantas provenientes de se
mentes na classe 6 mostram desenvolvimento geral comparivel
ao de plantas de sementes maduras.

O nimero de sementes produzido pelas plantas mostra o

mesmo padrao observado com relacdo ao n® de flores/planta e
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ne® de vagens por planta. A maior redugao na produtividade sen-
do observada em plantas provenientes de sementes na classe 5.

Pereira (1978), mostrou que o n9 de flores por planta ,
assim como 0 n? de sementes por vagem & drasticamente reduzi-
do em plantas submetidas a deficiencia nutricional. Este fato
pode explicar a baixa capacidade reprodutiva de plantas prove-
nientes de sementes na classe 5, uma vez gue sementes neste es
tadio de desenvolvimento ainda nio adquiriram o seu conteldo ma
ximo de reservas.

Plantas provenientes de sementes na classe 6, apesar da
redugao significativa no no de flores/planta e aparente no ne
de vagens/planta, produzem sementes em quantidade comparavel a
de plantas provenientes de sementes maduras. Isto se deve pro-
vavelmente a uma menor taxa de abscisio de"vagens € ao malor n¢
de sementes/vagem observado nestas plantas comparado a de plan
tas provenientes de sementes méduras. Este fato sugere a exis-
tencia de um mecanismo que compensa deficiéncias fisioldgicas
que afetam determinados estddios reprodutivos mantendo a capa-

cidade reprodutiva final das plantas.
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V. RESUMO.

Sementes imaturas de Phaseolus vulgaris cv. Goiano pre-

coce, adquirem a capacidade de germinar antee de ter sido com

pletado o seu desenvolvimento. A’desidrataqéo completa o proces
so de maturagao, aumentando a capacidade e a velocidade de ger

minagao das sementes. Este processo final de maturacac pode ser
precocemente obtido através de desidratacdo artificial de semen
tes imaturas a pafir de determinado estadio de desenvolvimento,
sendo possivel promover a germinacio mesmo de sementes imaturas
que nao adquiriram seu maximo contelido de reservas, igualando -
a d germinagao de sementes maduras.

A incapacidade de germinagao de sementes imaturas em es-
tadios iniciais de desenvolvimento pode estar relacionada com a
auséncia de um nivel minimo de atividade de amilase.ou de re
servas para o0 crescimento do embriao.

© envolvimento de citocininas com a germinagdo de semen-
tes imaturas & sugerido pelo efeito promotor de 6BA na germina-
cao, sendo gue este efeito estd associado, aparentemente, com a
estimulagao da atividade amilolitica.

Em estadios mais avangados de desenvolvimento, a menorca
pacidade e/ou velocidade de germinagao de sementes imaturas pa-
rece estar relacionada com-os niveis endbgenos de ABA. O efeito
da ~desidratagao promovendo a germinagac de sementes nestes es-
tadios de desenvolvimento, pode ser explicado atraves de uma
drastica redugdo no nivel de ARA.

A capacidade reprodutiva da planta & influenciada pelo

grau de maturidade da semente que lhe deu origem.
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A baixa capacidade reprodutiva de plantas provenientes de
sementes gque nao atingiram seu maximo peso seco, pode ser atribu
ida a uma deficiéncia nutritiva inicial para o estabelecimentoda
plantula. Sementes no ponto de maturidade fisioldgica (maximo pe-
50 seco)} originam plantas gque ainda apresentam menor n¢® de flo-
res/planta, poréem esta defici@ncia & aparentemente compensada em

estadios reprodutivos posteriores.
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