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INTRODUCAQ

Para o estabelecimento de uma nova planta & necessario
que o embriao quiescente reassuma o seu curso de desenvolvimen-
to. Para isto uma série de reagOes metabolicas precisa ser ini
ciada, 0 que se da com a hidratacgao dos tecidos, através da em-
bebigéo da semente. Na fase inicial do crescimento o embrido €
completamente dependente das reservas de semente, as quais sao
‘degradadas pelas enzimas hidroliticas e translocadas dos Orgaos
de reserva para o embriao em crescimento.

0 estagio inicial de germinacao € acompanhado por uma
diminuicao em peso seco total e, somente mais tarde, quando a
plantula € formada e os Orgaos fotossintetizantes sao expostos
a luz, € que ha um aumento na quantidade de matéria seca. No
caso de Phaseolus (epigeo), os cotilédones se tornam verdes lo-
go nos primeiros dias do crescimento com a protrusao do gancho
plumular acima do nivel do solo, contribuindo com fotossintatos
para o crescimento do embriao,

As alteragoes nos tecidos de reserva durante o  desen-
volvimento da plantula, resultando na translocagao de nutrien-
tes para o embrifo, sdo dependentes de estimulos oriundos do ei
X0 embrionario, estimulos estes provavelmente de origem hormo-
nal. As primeiras pesquisas sobre este assunto, feitas em ceva
da, mostraram que o controle exercido pelo embriao se dava atra
veés da agao de giberelinas, que atuavam no controle da ativida-
de enzimatica de amilases e proteases (Varner e Chandra, 1964).
Mais recentemente houve evidéncias para varias outras plantas,
particularmente para dicotiledoneas, de que as giberelinas nao
sdo os unicos hormonios envolvidos no controle da degradacio de
reservas. Assim, em leguminosas como ervilha, este controle pa
rece se dar atraves da acao de citocininas (Gepstain e  Ilan,
1970).
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1. ‘As Reservas de Semente

As principais reservas armazenadas em sementes sac pro-
tefnas, Gleos e carboidratos. A proporgio de cada um destes com
ponentes varia entre os varios grupos vegetais. Assim, em ce-
reais como milho, trigo e cevada o material de reserva predomi-
nante & o amido, cabendo as proteinas e lipidios apenas 10% e
2% respectivamente do total de reservas da semente. Ja em se-
mentes oleaginosas como repolho, girassol e papoula, as protei-
nas e lipides representam respectivamente 20% e 40%, estando os
carboidratos presentes em ménor proporgac (Mayer e Poljakoff-
Mayber, 1975). Em leguminosas como ervilha, feijao, soja e len
tilha, entretanto, as_protefnas compreendem entre 25% e 40% e,

particularmente em Phaseolus vulgaris elas representam cerca de

20% a 30% das reservas da semente (Earlie e Jones, 1962).

e de proteinas metabolicamente inativas, as quais formam as re-
servas protéicas e correspondem, em leguminosas, a 80% do con-
tefido protéico total da semente., O primeiro grupo de proteinas
encontra-se distribuido por toda a planta, mas as proteinas de reserva sao
especificas para sementes (Millerd, 1975; Derbyshire, Yarwood, Neat e Boul
ter, 1976).

As proteinas em sementes foram originalmente classifica
das por Osborne (1895). Segundo suas propriedades de solubili-
dade diferencial quatro grupos distintos foram reconhecidos: as
albuminas, soliveis em agua; as globulinas, sollveis em solugoes
salinas; as glutelinas, solGveis em solucdes de acidos ou bases fra
cas e as prolaminas, sollveis em dalcool. Este tltimo grupo &
especifico para monocotiléddneas.

Em leguminosas, 50% a 75% das proteinas da semente sao

soluveis em solugoes salinas, sendo portanto classificadas como

globulinas (Sun e Hall, 1975). As albuminas também podem estar

presentes, mas em menor proporgao, raramente atingindo mais do
que 10% das reservas protéicas totais.

Durante a fase de maturacZo na planta-m3e o crescimento
dos cotilédones € caracterizado por uma fase de divisdo celular
seguida por um periodo de expansdo celular. Durante esta segun
da fase, em leguminosas, 95% das proteinas s3o sintetizada;

(Briarty, Coult e Boulter, 1969; Millerd, Simon e Stern, 1971 e
Smith, 1973).
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Osborne e Campbell (1896), baseados em solubilidade di-
ferencial em solucgOes salinas, classificaram as globulinas de
leguminosas em dois grupos: vicelina e legumina. Posteriormen
te, Mcleester, Hall, Sun e Bliss (1973), utilizando as técnicas
de ultracentrifugacio e eletroforese, discutiram a validade des
ta classificagdo, uma vez que eles encontraram uma variagdo mui
to gfande na composicao de globulinas deste grupo de plantas.
Trabalhos posteriores confirmaram que mesmo dentro de um fnico
género, Phaseolus, a composicao das globulinas € bastante varia
vel, sendo que em P, coccineus e P. dumosus o componente protég
co principal estd na forma de ufia proteina homogénea, o que ji
nao acontece para P. lunatus onde se nota uma composigao mais
heterogénea no contelido protéico (Derbyshire, Wright e Boulter
1976j. Em adicao, Hutchinson (1964) baseando~se na diversidade
de globulinas em P. atropurpureus e P. latryoidea, transferiu

estas espécies para o género Macroptillium. Entretanto a maio-

ria dos autores concorda que as globulinas em leguminosas sdo
formadas por duas fracOes principais, denominadas Glicoproteina
Ie Glicoproteina II, as quais em ultracentrifugacdo correspon-
dem is unidades de sedimentacao de 115 e 7S respectivamente. As
glicoproteinas sdo assim chamadas por épresentarem em suas sub-
unidades moléculas de aglicar, principalmente manose e glicosami
na, como em Vicia faba onde legumina contém 1% de aglcares (Bay-
ley e Boulter, 1970; Ashton, 1576). O primeiro grupo, glicopro
teina I, compreende; em geral, as proteinas englobadas sob a an

tiga denominac@o de legumina e parece ser formado por uma unica
proteina homogénea. Glicoproteina II, que inclui o antigo gru-
po das vicelinas, parece ser heterogeneo, composta por varias
proteinas de peso molecular diferente. Freqlientemente, apenas
uma destas pode predominar, sendo que em Phaseolus vulgaris a

fragdo correspondente a glicoproteina II representa 50% do to-
tal de proteinas de reserva e 35% das proteinas totais da semen
te (Derbyshire et al., 1976). Este grupo parece ser composto
por duas sub-unidades de peso molecular de 47 000 D e 50 000 D,
na proporgao de 2 ou 3:1 respectivamente (Barker, Derbyshire-
Yarwood e Boulter, 1976).

| Em leguminosas as fragoes protéicas obtidas podem dei-
xar de apresentar alto grau de pureza devido a contaminagiao de
virias proteinas presentes em pequenas proporgdes que sao arras




tadas, durante a eletroforese, juntamente com as proteinas pre-
sentes em grande massa (Wright e Boulter, 1973; Millerd, 1975).

Alem das globulinas, existem ainda em Phaseolus as fito
hemaglutininas, que sao de interesse pela sua propriedade em
aglutinar hemacias. Estas proteinas podem representar até 10%
das proteinas totais da semente. Em P. vulgaris elas sio com-
postas por varias subunidades (Leiner, 1976).

As proteinas de reserva sao armazenadas en organelas sub
celulares, circundadas por uma Gnica membrana lipoprotéica, de-
nominada corpos de proteina (Varner e¢ Schidlovski, 1963; Bewley
e Black, 1978). 1Inclusces freqlientemente ocorrem nestes corpos
e podem ser formadas por deposicao de fitina, sais de potdssio,
calcio ou magnésio; lipidios e RNA também podem estar presentes
{Ashton, 1976).

Os corpos de proteina em Vicia faba e outras legumino-
sas sao de um {Unico tipo e podem conter tanto albuminas como glo

bulinas, ou apenas uma destas proteinas em cada corpo protéico

(Briarty, Coult e Boulter, 1969). As vezes, estas organelas
apresentam estruturas distintas, como em P. vulgaris onde 0Ss
cofpos de proteina contém um aglomerado de filamentos (Opik,
1972). Durante a germinagao estas organelas avolumam-se, seu
conteiido torna~se difuso e elas coalecem formando vacluolos

{Ashton, 1976).

A distribuiggo de proteinas de reserva dentro dos coti-
1édones de feijdo nao & uniforme; a regifo abaxial & mais rica
em proteinas que a regido central, e mesmo a composicao das sub
unidades das glicoproteinas € diferente nestas regides (Barker
et al.,, 1976).

0 principal carboidrato de reserva de sementes de legu-
minosas € o amido. Em Vicia faba e Pisum sativum ele represen-

ta cerca de 50% do peso seco da semente e em Phaseolus pode re-
presentar até 60% (Kozlowski, 1972).

0 amido &€ um polissacarideo composto por dois polimeros
de glicose: wum linear (amilose) e outro ramificado (amilopecti
na). A proporgac de amilose e amilopectina presente no amido €
variavel entre as sementes de diferentes espécies e mesmo entre
variedades de uma mesma espécie. Em ervilhas, por exemplo, a
variedade enrugada apresenta 66% de amilose, enquanto que na

variedade lisa esta forma representa apenas 35% do amido total
(Bewley e Black, 1976).



0 amido.é armazenado em organelas subcelulares denomina
das amiloplastos, as quais podem conter um ou mais graos de ami
do: a proporgio de amilose e amilopectina em um grio ndo € de-
finida, podendo 0s graos serem mais ricos num ou noutro polime-
ro. Os amiloplastos podem se apresentar sob varias formas de-
pendendo do seu contetdo em amilose; graos mais redondos apre-
sentam maior quantidade de amilose que de amilopectina.

2. Degradagdo e Mobilizacao das Reservas de Semente

~a) As enzimas hidroliticas

As enzimas responsaveis pela hidrdlise de proteinas e
carboidratos, as=principais reservas de semente, sao denominalas
proteases e amilases, respectivamente. Atualmente, estas enzi-
mas envolvidas na mobilizacz@o das reservas da semente sao clas-
sificadas em exopeptidases e endopeptidases. As primeiras hi-
drolizam ligagdes peptidicas terminais, ao passo que as segunlas
hidrolizam ligagdes peptidicas internas de polipeptideos. A
maioria das sementes contém mais que uma endopeptidase, como €
o caso de ervilha, onde varios tipos foram encontrados, apresen
tando pH Otimos diferentes para a atividade enzimitica nos coti
1édones de sementes em germinacao. Em geral, o pH O6timo  para
as enzimas proteoliticas € acidico (Young e Varner, 1959; Soe-
digo e Gruber, 1960; Beevers, 1968). As exopeptidases podem
ainda ser classificadas em carboxipeptidases e aminopeptidases,
dependendo do grupo terminal da molécula protéica que eles ata-
cam: geralmente estas duas formas de exopeptidases podem estar
presentes numa mesma semente, cComo & o caso de cevada e abobora
(Ryan, 1973; Ashton e Dahmen, 1976a). Em ervilhas foram encon-
trados trés tipos de exopeptidases cuja atividade nao foi alte-
rada com a aplicacdo de actomicina D ou cicloeximida, mostrando
que as enzimas ja existiam na semente seca (Ashton e Dahmen,
1967b; Mikola e Kolehmairen, 1972; Ellerman, 1974). Existe ain-
da em sementes as dipeptidases, enzimas proteoliticas que hidro

lizam apenas pequenas moléculas peptidicas (Ashton, 1976; Ashton
e Dahmen, 1967a).

0 primeiro a descrever a a¢do enzimatica de amilases foi



Kirchoff, em 1811 (in Bernfeld, 1951) quando observou que extra
tos de trigo tiveram a capacidade de degradar amido. Atualmen-
te o termo amilase € usado para designar as enzimas hidrolfticas
que degradam o amido.

A acao de amilases € caracterizada por uma série de mu-
dangas nas propricdades do substrato como: aumento do poder re
dutor, alteracgac nas propriedades de coloracdo pelo iodo, de-
créscimo na viscosidade e alteracdo na capacidade de rotagdo &p
tica.

As amilases catalisam a hidrolise de ligag¢des o 1-4 gli
cosidicas de polissacarideos como o amido e glicogénio (carbo-
idrato de reserva de animais) e seus produtos de degradacao, as
dextrinas. Esta reagao em condicdes fisiolGgicas €  ireversi-
vel,'com o equilibrio da reagio se dando no sentido do produto
formado.

As enzimas de atividade amilolitica sio subdivididas em
endoamilases e exoamilases; as primeiras atacam ligacoes o 1-4
glicosidicas, deixando inalteradas as ligacGes a 1-6 das ramifi
cacoes de amilopectina. Os produtos primarios desta acio  sao
oligossacarideos que mais tarde sao degradados, produzindo mal-
tose, isomaltose, glicose e pequenos polissacarideos de cadeia
ramificada. Na hidrolise completa de amilose os produtos fi-
nais obtidos sao 13% de glicose e 87% de maltose; no caso de de
gradagao da amilopectina tem-se 19% de glicose, 73% de maltose,
e 8% de isomaltose.

Ha um Unico tipo de endoamilase conhecido, a & amilase,
assim denominado por produzir, através da hidrolise,  aclicares
redutores na forma isomé€rica o (Fisher e Stein, 1960). As o
amilases sio um grupo homogéneo e caracteristico de proteinas,
Possuindo varios tracos que as diferenciam de outras amilases:
sao ligeiramente acidas, soliiveis em dgua, com peso molecular
ao redor de 50 000 D. Elas contém pelo menos um atomo de cal -
cio na molécula, o que € essencial para a sua atividade. '

0 segundo tipo de amilase, as exoamilases, ocorrem ex-
clusivamente em vegetais, podendo ser de origem microbial. Es-

tas enzimas catalizam a hidrolise de oligossacarideos atacando
apenas o terminal nfo redutor da molécula, produzindo glicose
ou maltose,‘dependendow se ataca ligagoes consecutivas ou alter
nativas. As exoamilases que produzem glicose como produto fi-



nal sao chamadas de glicoamilases ou y amilases; as que produ~-.
zem maltose sao chamadas de g amilases. Tanto no caso de Y
amilase como no caso de g amilases, a acdo enzimatica para ao
encontrar a primeira ramificacdo, uma vez que as ligacoes o 1-6
glicosidicas nao sdo hidrolizadas por estas enzimas e produzin-
do por esta razao dextrinas limite de alto peso molecular. Quan
do o substrato atacado & a amilose, o produto final formado pe-
la hidrolise de amilase & 100% maltose. Na degradagio de amilo
pectina por g amilase, apenas 60% da molécula & transformada em

maltose, ficando os outros 40% na forma de dextrina limite
(French, 1960).

b} Mobilizacdo das Reservas

Com a germinacao da semente as reservas sao hidrolizadas
e os produtos sao translocados para o eixo embrionidrio em cres-
cimento.

Em leguminosas foi demonstrado que ha pelo menos oito
padroes basicos de degradagio nos cotilédones. Em muitas espé-
cies de Vicia e Pisum a hidrolise tem inicio na regido abaxial

do cotilédone, sem envolvimento das regides ao redor dos feixes
vasculares. Este nao € o caso de Vicia faba, onde as regioes
dos feixes vasculares também sofrem hidrolise. Mesmo dentro de
um Unico género, como Phaseolus, o padrao de hidrdlise pode va-

riar muito, comecando inicialmente na regido abaxial do cotilé-

done (P. coccineus, P, angularis e P. calcaratus), ou na regiao

adaxial (P. aureus e P. mungo), ou ainda no tecido central (P.vul
garis e P. lunatus). Em todos estes casos a hidrolise da Te-
giao imediatamente ao redor dos feixes vasculares tem inicio
posterior ao da regiac abaxial, central ao abaxial do cotilédo-
ne (Smith, 1972, in Bewley e Black, 1978). Também em amendoim
foi detectada atividade proteolitica em todo o cotilédone, com
excecao das regioes ao redor dos feixes vasculares e das regioes
fotossintetizantes proximas a epiderme (Bagley, Cherry, Rollins
¢ Altschul, 1963; Yomo e Varner, 1873),

Considerando apenas a translocacao das reservas princi-
pais, amido e proteina, foi verificado que estes dois componen-
tes nem sempre seguem o mesmo padrao de mobilizagao. Em Pisum
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sativum e Vigna sesquipedalis o inicio da hidrolise destas re-

servas ocorre ao mesmo tempo, mas ja em Vicia faba a degradacao
do amido tem inicio posterior ao de proteina, enquanto em Pha-

seolus vulgaris os corpos de proteina comecam a ser hidroliza-
dos antes que o0s graos de amido (Bewley e Black, 1978).

As proteinas de armazenamento para passarem a peptideos
sollveis capazes de sofrer a acao de exopeptidades sao, em ge-
ral, previamente hidrolizadas pelas endopeptidases presentes tan
to em sementes secas como em sementes germinadas. O padrao de
atividade das endopeptidases varia muito de espécie para espé-
cie: em trigo ha um aumento continuo da atividade destas enzi-
mas apds o segundo dia de germinacdo; em ervilha e amendoim a

atividade permanece constante durante a germinacao; em alface
ha dois picos de atividade para estas enzimas durante a germina
¢do da semente (Penner e Ashton, 1967a; Yomo e Varner, 1973;
Harvey e Oaks, 1874}. Também em Phaseolus vulgaris a atividade
proteolitica aumenta com o decorrer da germinagdo, ndo sendo es

te aumento resultado da nova sintese de enzimas (Yomo e Srinvasen,
1973).

Basha e Beevers (1975), estudando ervilhas, encontraram
que a taxa de degradacao das reservas protéicas era maior entre
o 2° e 8° dias de germinagio, coincidindo com o periodo em que
a atividade proteclitica tinha seu pico maximo. Curiosamente
num trabalho anterior com ervilhas, Beevers (1968), apesar de
também ter encontrado maior taxa de degradagi3o entre o 29 e §°
dias de crescimento, observou que o pico de atividade proteoli-
tica se dava ao redor do 11°% dia. Isto, talvez, possa ter sido
reflexo da analise da atividade enzimatica "in vitro', onde as
condi¢oes experimentais sao Otimas e inibidores naturais de pro
teolise sdo removidos. Inibidores proteoliticos foram encontra
dos em arroz, cevada e em feijao, sendo identificados como ini-
bidores de trirsina (Burger e Sielgelman, 1966; Ashton, 1976,
Bewley e Black, 1978). Beevers sugeriu que os dois sistemas
proteoliticos encontrados em ervilha correspondiam as proteases
especificas para leguminas e vicelinas,

Parece que em ervilha as globulinas de reserva, que
compreendem as principais reservas protéigas, sofrem alteracgao
em sua composicao antes de serem translocadas. Estas alteragoes
nao envolvem desaminactoes ou descarboxilacoes, que sao caracte-
risticas da mobilizagao destas glicoproteinas em amendoim e so-



ja, onde o primeiro trago da utilizagdo de proteinas & o forne-
cimento de amonia ao embriac através de acdo de desaminases
(Catsimpoolas, Campbell e Mayer, 1968; Deussant, Neucere e
Conkerton, 1969). A remogao dos ag¢licares destas glicoproteinas
ocorre assim que a clivagem das ligagOes peptidicas tem inicio,
liberando oligossacaridios que podem posteriormente sofrer a
acdo de amilases (Basha e Beevers, 1975). As enzimas proteoli-
ticas podem estar associadas a corpos de proteina, podem estar
solitveis no citoplasma, ou ainda ligadas as membranas celulares.
Em algodao, ervilha, cevada e girassol a atividade de endopepti
dases foi detectada apenas em corpos de proteina; ja em Vicia
crespa, além da atividade nos corpos de proteina, também foram

detectadas outras proteases no citoplasma e em Phaseolus vulua-

Eéé, entretanto, as enzimas parecem estar presentes apenas no
citoplasma (Yatsu e Jacks, 1968; Ory e Hennigsen, 1969;
Schnarrenberger, Oeser e Tolbert, 1972). Foi sugerido que nes
tes casos as enzimas proteoliticas seriam sintetizadas no reti-
culo endoplasmatico e transportadas em vesiculas para 0S COTpOS
de proteina, onde seriam incorporadas (Bewley e Black, 1978).

Em Phaseolus aureus foi verificado que os corpos de pro

teina além de conterem peptidases, também continham enzimas res
ponsaveis pela hidrdlise de manose e glicosamina presentes nas
glicoproteinas. Apesar destas enzimas jia se encontrarem na se-
mente seca, elas sao ativadas somente apds o 29 dia de germina-
¢ao {Chrispeels, Baumgartner e Harris, 1976).

A degradacio de proteinas de reserva, feita pelas enzi-
mas proteoliticas, libera aminodcidos que podem ser utilizados
“in situ" na sintese de novas enzimas no proprio cotilédone. Va
rios autores verificaram a atividade metabdlica dos cotilé&dones
onde altas porcentagens de adenina e leucina marcadas foram in-
corporadas em acido ribonucleico e proteinas durante o periodo
de hidrolise das reservas (Young e Varner, 1959; Larson e
Beevers, 1965; Beevers e Splittstoesser, 1968). Entretanto, a
maioria dos aminodcidos € translocada e utilizada na sintese de
vérias enzimas e proteinas estruturais no tecido embrionario.
No entanto, alguns aminoacidos podem sofrer transaminacoes, con
vertendo-se em outros aminoacidos; ai podem sofrer desaminacoes
e serem utilizados na sintese de compostos ndo nitrogenados; ou

podem ainda ser completamente metabolizados para produgao de
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energia (Guardiola e Sutcliffe, 1971). Em ervilha, as mudangas
mais marcantes na degradacdao de reservas protéicas estio asso-
ciadas a apenas treés aminoacidos: 4dcido  glutamico/glutamina,
acido espartico/esparagina {componentes mais abundantes de gli-
coproteina I e glicoproteina II) e homosserina, um aminodcido
nao protéico. Através de estudos com glutamato e aspartato mar
cados, fornecidos aos cotilédones durante a germinacao, verifi-
cou-se que uma grande proporcao do carbono marcado era recupera
do na forma de gas carbonico respirado, sendo 56%  proveniente
do glutamato e 48% do aspartato. O carbono marcado nao foi en-
contrado nem em aclicares, nem em lipides, mas sim em homosseri-
na, indicando a conversao do aspartato e glutamato para este
aminoacido: este processo ocorre ainda no tecido cotiledonar e
entao a homosserina € transportada para o eixo embrionario. 0
observado para ervilha difere do observado para cereais e mamo-
na, onde o glutamato e aspartato s3ao a forma principal de trans
porte de hidrogénio para o embriZo. FE interessante notar que
em leguminosas, os proprios cotilédones [epigeos) s@o capazesde
sintetizar aminoacidos por aminagao de esqueletos de carbono
produzidos pela fotossintese (Larson e Beevers, 1965).

A hidrdlise do amido pode se dar através da acdo de ami
lases e fosforilases, embora em tecidos de reserva, como semen-
tes, a acBo principal & de o amilase (Swain e Dekker, .1966).

Juliano e Varner (1969) verificaram que, nos primeiros
seis dias de germinacao de ervilha a degradacac do amido foi
lenta, coincidindo com baixo nivel de o amilase; R amilase esta
va presente num nivel constante e fosforilase apresentava um pi
co de atividade no 5° dia de germinagZo, embora até esta data o
total de amido utilizado tenha sido pequeno. No 6° dia de ger-
minagdo a hidrolise rapida do amido teve inicioc coincidindo com
uma rapida sintese de o amilase. Por estes motivos estes auto-
res concluiram que a degradacao do amido se deve principalmente
3 o amilase, e as duas outras enzimas, embora ja presentes na
semente madura tém papel secundario. Em ervilha, uma segunda B
amilase presente em forma latente na semente seca, ¢ liberada
durante a germinacdo. Também em trigo ha a 1iberaczo de uma ami
lase durante a germinacao, que na semente madura esta conjugada
3 glutelina. '"in vitro" estas enzimas podem ser liberadas por
tratamento com mercaptoetanol (Roswell e Goad, 1962).
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Parece, entdo, que em tecidos de reserva a o amilase e
a enzima hidrolitica responsavel pela maior degradagao tanto de
amilosa como de amilopectina: a participagao de fosforilases e

8 amilase & inicialmente menor, ja que estas enzimas so, podem

hidrolizar ligacoes terminais, liberando os aglicares livres um
a um (Greenwood e Thomson, 1962; Liddle, Manners e Wright, 1969)

3. Controle de Degradacac das Reservas

A maioria dos trabalhos sobre o controle hormonal das

enzimas responsaveis pela hidrolise das reservas foi feita uti-
lizando cereais, particularmente cevada. Isto se deve em pri-
meiro lugar a sua importancia no processo de maltagem € por ser
um material que se presta mais facilmente a este estudo: as en
zimas hidroliticas sao sintetizadas nas células da camada de
aleurona, além de que o embrido pode ser removido sem danos. Es
te ja nao & o caso de muitas dicotileddneas onde todas as celu-
las do cotilédone sdo local de sintese de enzimas hidroliticase

o embrido & dificilmente Tremovidos em ser danificado.

Em cevada, portanto o controle da degradagao das reser-

vas © bem conhecido, onde as giberelinas produzidas no embrido-
e escutelo estimulam a sintese ou liberagao de enzimas na cama-
da de aleurona,as quais vdo ao endosperma e hidrolizam as reser
vas. Entretanto, em outros cereais como o trigo, parece haver-
uma agdo conjunta entre giberelinas e citocininas no contro-
le da degradégao das reservas do grdo (Eastwood,Tavener, e Laid
man, 1969). Parece que ai também hd a influéncia do dcido indol
acético no metabolismo de triglicerideos.

Em outras plantas muito pouco € conhecido sobre o  con
trole da degradacao de reservas.

Muitas das enzimas envolvidas na hidrolise de Teser
vas em dicotileddneas parecem ser sintetizadas "de novo", emboTa
ndo haja provas concretas deste fato. Assim a atividade enzima-
tica em muitas sementes & prevenida por inibidores de  sintese

de proteinas ou de Kcido Ribonucleico como & o caso de dipepti-
dase e isocitrato liase em Cucurbita maxima (Penner e Ashton,

1967, Sze e Ashton, 1971); enquanto actomicina D previne 0 au
mento destas enzimas em mamona (Lado,Schwendimen e Marre,
1968). Também sintese 'de novo' de isocitrato em Citrullus vul
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garis (Hock, 1969) e endopeptidase em feijao mungo (Chrispeels
et al, 1976) foi demonstrada através de experimentos com marca-
¢do de atomos pesados.

Em outras plantas, entretanto,parece em algumas destas
enzimas hidroliticas jd estdo presentes na semente seca, COmo @

o caso de isocitrato liase em Cucurbita pepo e Cucumis sativus

(Presley e Fowden, 1965), ou no caso de lipase em mamona(Muto e
Beevers 1974).

A maior parte dos estudos atualmente feitos sobre o con
trole de mobilizacdo das reservas em sementes, que nao de ce
reais, segue dois tipos: o estudo do efeito do embriao sobre a
hidr6lise das reservas, ou a analise de efeito de reguladores -
de crescimento sobre este processo,.

Em ervilha, a influéncia do embrido na mobilizagao  de
reservas & discutivel. Varner, Balce e Huang (1963) verificaram
que a respiragdo e a diferenciacao de mitocondrias e outras mu
dancgas subcelulares foram prejudicadas em cotilédones na ausen-
cia do embrido. Os cotilédones parecem, portanto, requerer  um
fator do embrido para o desenvolvimento e manutencao do metabo-
lismo respiratorio; este fator pode ser suprido mesmo por um
pequenc pedaco do embrido (Young, Huang, Vanecko,Marks e Var
ner, 1960). No entanto a influéncia do embriZo na  mobilizacao
de amido e proteina em ervilha € ainda incerta. Em alguns casos
a hidrdlise do amido como de proteina ocorreu tanto em cotilédo
nes destacados como naqueles presos ao embride (Bain e Mercer,
1966). Ha outros estudos, entretanto onde a atividade proteoli
tica foi inibida em cotilédones destacados (Guardiola e Sutclif
fe, 1971; Chim, Poulson e Beevers, 1973; Yomo e Taylor, 1973} .

As consequéncias da excisdo dos cotilédones sobre a ati
vidade da o amilase em ervilha incluem inibicdo Varner, Baice
e Huang, 1966; Locker e Ilan, 19753) ; promogao (Yomo e Varner,
1973) ou nenhum efeito (Bain e Mercer, 1966).

Em plantas apigeas, como Phaseolus vulgaris, cotilédo-

nes destacados mostraram atividade amilolitica mais baixa que
naqueles presos ao embrido, entretanto este efeito s6 foi ma-
nifestado 96 horas apds a excisdo dos cotilédones (Dale, 1969).

Certamente nestes casos ha uma interagao entre a presen
ca da luz, a formagdo de clorofila e a atividade da amilase

(Van Onckelen, Caubergs e de Greef, 1977. A remogao do embrido
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em Cucurbita maxima causou uma diminuicdo na atividade de enzi-
mas proteoliticas (Penner e Ashton, 1967); Wiley e Ashton, 1967;

Sze e Ashton, 1971), e em algoddo e Helianthus annuus inibiu a

mobilizagdo dos lipidios( Gilad, Ilan e Reinhold, 1970). Em con
traste, a remocdo do embrido nao teve efeito sobre a atividade
de isocitrato liase em amendoim ¢ nem sobre a degradacao de 1i
pideos em mamona (Marcus e Feely 1964; Marriot e Northcote,1975)

Em mamona, tanto na ausencia como na presenca do em
brifo, um grande nimero de enzimas envolvidas na mobilizacdo dos
lipides (acil coenzima A desidrogenase, isocitrato liase e fru-
tose 1-6 difosfatase aparece no citoplasma, embora haja - maior
atividade destas enzimas na presenca de embriao (Huang e Becvers
1974). |

Os mecanismos pelos quais o embriao poderia exercer con
trole sobre a atividade enzimiatica seria através de controle hor
monal ou funcionando como fonte de consumo.

Em Cucurbita maxima, Wiley e Ashton (1967) mostraram

que havia um fator difusivel no embrifdo necessario para a hidro
lise de proteinas, em mamona, Scala, Patrick e Macbeth (1969)
notaram que extratos de embrido aumentavam a atividade de fruto-
se 1-6 difosfatose. A inferencia destes resultados era que 0
embriao produziria um fator hormonal que promovia certos passos
do metabolismo dos cotilédones.

Se um hormonio vegetal e capaz de substituir, experimen-
talmente, a presenca do embrido na degradagao das reservas, &
razoavel assumir que este hormonio, endogenamente, possa estar
envolvide no controle da degradacio de reservas. Estudos com
aplicacdo exdbgena de giberelinas mostraram que em Cucurbita ma
xima este hormbnio nio exerce influéncia, mas ja em mamona, du
rante a degradacao das reservas, houve um aumento de atividade
da frutose 1-6 difosfatase (Marriot e Northcote, 1975) e em al
goddo houve um aumento de atividade de lipases nos cotilédones
(Bewley e Black, 1978) '

A situacao para ervilha, uma das dicotiledoneas mais es

tudadas a este respeito, & confusa havendo trabalhos mostrando-

aumento da atividade de o amilase em resposta ao tratamento gibe
relinas (Varner, Balce e Huang, 1963; Locker e TIlan  (1975);
como também trabalhos onde a aplicacdo de giberelina exogena

em cotilédones desta espécie ndo mostrou influencia na mobiliza-
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cio das reservas, o mesmo acontecendo com cotiledones de Phaseo
lus vulgaris{Sprent , 1968 ; Gepstain e Ilan, 1970; Yomo e¢ Var-
ner, 1973 ).

Mesmo onde a influéncia de tratamento com giberelina foi

demonstrada, este efeito €& sempre muito menor que aquele provoca
do pela aplicacdo deste hormdnio em cereais, onde a atividade
amilolitica pode aumentar até& cem vezes sob este tratamento.
OQutro grupo de hormdnios vegetais envolvido na degracao
de reservas sdo as citocininas. Em cotilédones destacados de

Cucurbia maxima, tratados com 6- benziladenina, houve Promogan

da atividade de proteases, dipeptidases e isocritato liase, além
de que o tratamento com este hormonio pode substituir perfeita-

mente a presenca do embrido (Penner e Ashton, 1967 a.,b; Sze e
Ashton, 1971). Em ervilha mais uma vez, os resultados foram con
flitantes, sendo que os efeitos deste tratamento hormonal varia-
ram desde inibicdo (Sprent, 1968 b), @ pequena estimulacao
(Varner, Balce e Huang, 1963) e alcangando a completa substitui-
¢do da presenca do embrido quando utilizada uma combinagao de
ribosideo de zeatina com giberelina ( Locker e Ilan, 1875) Cito
cininas ainda aumentam a atividade de o amilase em cotilédones
de Phaseolus vulgaris e promovem a liberacgao de aglGcares livres
em Helianthus anmnuus (Gilad et al, 1970 ). Entretanto,estes efel

tos apresentados pela aplicacdo de citocinina exdgena sdo peque

nos, sendo que os tecidos ndo tratados ja apresentam alguma ati-
vidade enzimatica.

Hi ainda trabalhos mostrando a implicagdo do acido absci
sico no controle da degradacdo das reservas, inibindo a ativida-
de da o amilase como € o caso de ervilha, onde este hormonios
ocorre ao nivel de 7 ug/Kg de peso fresco da semente germinada
(Chrispeels, Varner 1966; Yomo e Varner, 1973).

0 outro caminho pelo qual o embriao poderia regular a
degradacdo das reservas cotiledonares seria a sua propria atua-
cdo como fonte de consumo. Isto implica que o tecido de reserva
deve ser auto suficiente, tendo a capacidade de sintetizar todas
as enzimas requisitadas para a degradacao das reservas, sem ne
cessitar de nenhum fator proveniente do embrido. O embrido exer-
ceria controle simplesmente por incorporar os produtos de hidro-

lise do tecido de reserva, mantendo as concentragoes abaiXxo de

um nivel critico. Evidéncias para esta hipdtese foi encontrada
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em trabalhos de Yomo e Varner (1973) com ervilha, onde foi mos
trado que a atividade proteolitica da semente foil diminuida
quando as plantas receberem fornecimento de aminoacidos exdgenos

Em cereais este fato também foi mostrado em trabalhos de Oaks
(1965) com milho.

4. Niveis hormonais endogenos

As giberelinas e citocininas, que parecem ser os hormo-
nios envolvidos na degradagdo de reservas durante a germinagao,
jd estdo presentes em altas quantidades em sementes em desenvol-
vimento na planta mie, controlando sua formacao. A presenga des
tes hormdnios em sementes secas tem sido estudada: no caso de
giberelinas hd viarios trabalhos citando niveis quantitativos e
qualitativos deste hormdnio em varias sementes; entretanto para
citocininas ha menos informag¢les ndo se tendo conhecimento preci

so sobre o nivel endogeno deste hormonio em sementes secas.
- Embora sementes em desenvolvimento sejam fontes muito ri

cas em citocininas, a atividade fisiolGgica destes hormonios di
minui drasticamente na semente madura, dificultando sua extragado-
e deteccdo nestes tecidos. Apesar destas dificuldades, Koshimi-
zu, Kuzaki, Mitsui e Matsubara (1967), trabalhandoc com sementes
maduras de Lupinus luteus isolaram dihidrozeatina; Gupta e Mahes

wari (1970) detectaram citocininas em sementes maduras de melan
cia e abdbora: no caso de abGbora os trés hormonios com ativida
de citocininica encontrados ndo corresponderam a nenhuma citoci-
nina conhecida; Webb Van Standen e Wareing (1973) detectaram
citocinina em sementes dormentes de alface. No caso de alface ha
via altos niveis de citocininas soliveis em adgua e menores  ni-
veis solliveis em butanol. Grande-parte das citocininas estavam
conjugadas, mostrando uma atividade menor ou mesmo inatividade
quando comparadas com © horménio na forma livre. Embora a forma
conjugada normal para citocininas seja a de ribosideo ou riboti-

deo, ha evidéncias de que elas também podem estar conjugadas a

glicose. Parker e Letham (1973) trabalhando com semente de ra-

hanete identificaram um metabolito de citocinina bastante ativo,

um glicosideo de rafanatina (7-glicosil-zeatina), que segundo
estes autores poderia ser uma forma de armazenamento deste hor-
monio.

As giberelinas também ocorrem em sementes secas tanto na
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forma livre, como na conjugada. Radley (1958) encontrou em semen
tes secas de ervilha e feijado cerca de 1-3 ug equivalentes a
GA /Kg de semente. Um estudo sobre sementes maduras de 18 espé-
c1es distintas mostrou a presencga de giberelinas em quase todas
as especies, variando a quantidade entre 2 e 100,ug eq.a GAS/ng
de semente: arroz, trigo e milho mostraram niveis entre 5 e 15,
ng eq. e GA /Kg de semente: enquanto que algumas sementes da fa-
milia das Convolvulaceas, como Ipomoea batatas atingiu até 900

ug. eq. a GAs/Kg de semente (Brian, 1966).

As sementes, em geral, contém mais de um tipo de gibere-
linas: em macd, as sementes imaturas contem GA3; GAQ; GA7(Weaver
1972); em Echynocystis macrocarpa eles contem GAl; GA; GA4 e

GA, e em algodao, GAI’ GAZ; GAB; GA4; GA7; GAQ; GAlS (Shindy e

Smith, 1976). Sementes em desenvolvimento de Phaseolus vulgaris

contém GAp; GA.; GA. e GAy mas proporgdes de 5: 0,7 : 8: 16 ug.

eq. e GAS/Kg dz semgnte %Brian, 1966) .,

0 nivel de giberelinas livres em sementes imaturas ¢ mui
to maior que em sementes maduras. Assim , em feijao as semen-
tes em desenvolvimento apresentam niveis de 250 pg eqg. a GAS/Kg
de semente enquanto que nas secas este nivel diminui para apenas
1-3 ng eq. a GAB/Kg de semente. Esta queda drastica no nivel de
giberelinas levou & hipdtese de que durante a maturagao as gibe-
relinas passariam para uma forma conjugada, nao ativa, e portan-
to nio sendo detectaveis em bioensaios. Foi também sugerido que
as giberelinas passariam de formas ativas para formas ndo ativas
por exemplo GA8, com o decorrer da maturacao da semente. Este
fato foi demonstrado em Phaseolus multiflorus onde as sementes

imaturas continham altos niveis de GA;, uma giberelina muito ati
va, e as sementes secas ao contrario apresentavam altos niveis
de GAS, uma forma inativa em biocensaios {Durley, MacMillan e
Pryce, 1971). Em ervilha, da mesma maneira, a semente imatura te
ve ao inicio altos niveis de GA forma bem atlva sendo que en
periodos mais avancados de maturagao a forma mais abundante pas

sou a ser de GAZQ, pouco ativa, tendo antes a forma primitiva pas

sado para GA;, e GA,, subsequentemente (Jones e Stoddart, 1977).
Recentemente em Phaseolus também foram encontradas varias gibere
linas tanto na forma livre como conjugada, sendo que a proporgao

relativa destes hormonios mudou durante a maturagao da semente
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(Suge e Gallardo, 1977). No caso particular de sementes de Pha-

seolus vylgaris em maturagdo, as giberelinas vdo gradativamente

se transformando em glicossideos de GAS’ a forma de giberelina
mais abundante na semente seca (Khrishnamorthy,1975). As mesmas
mudangaé foram recentemente mostradas em sementes de ervilha em
desenvolvimento por Durley, Sassa ¢ Pharis (1979)

Em sementes maduras de feijao também foram encontradas
gésteres glicosidicos de GAl; GAz; GA4; GAg, e GASB © estes com
postos sdo altamente soldveis em agua e podem ser hidrolizados
por esteraSes, liberando o hormonio da forma livre (Khrishnamoorthy
1975). Formas glicosidicas de GA,p3 GAyg © GA também foram

detectadas em sementes maduras de Pisum sativum, que podem  ser

hidrolizadas por glicosidades, enzima também presente na semente

madura.

Além das ligacBes de giberelinas com aglicares, também
ha autores que sugerem que este hormonio possa estar ligado a
compostos  nitrogenados como aminoidcidos ou protéinas (Jones,

1964; Pegg, 1966). Esta formas conjugadas ainda nao foram isola-
das embora McComb (1961), depois de tratar sementes secas de
Phaseolus multiflorus , com ficina, uma enzima proteolitica pre

sente no latex de Ficus, detectou niveis mais altos de gibereli-
na livre. Mais recentemente foram encontradas giberelinas liga
das a proteinas especificas que parecem estar envolvidas em
respostas de crescimento. (Stoddart, Breidenbach, Nedeau e
VRappaportlﬂl974).

m Finalmente, & interessante notar que a distribuicao des-
te hormdnio dentro dos cotilédones de leguminosas & desigual,

sendo que cotilédones de Phaseolus vulgaris apresentaran maior

quantidade de giberelina na parte distal que na parte proximal.
Este fato, segundo Gotoh e Esashi (1973;) & devido a transloca-
c¢do de giberelina, acumulada durante a maturacdo da semente, da

parte proximal de cotilédone para © embriao.

OBJETIVOS

0 objetivo deste trabalho foi o estudo do desenvolvimen-
to inicial da planta de feijdo e a utilizacdo das reservas coti-
ledonares durante este periodo, tanto em condicoes normais COmO sob
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tratamento com os reguladores de crescimento, dcido giberélico-
e 6-benziladenina, uma vez que o papel destas substancias no con
trole da utilizagao das reservas em sementes de algumas legumino
sas @€ ainda incerto. Para isto, foi analisado o crescimento de
plantas tratadas e nao tratadas, tanto em termos de morfologia
externa, como também em relagdo a utilizacdo das reservas cotile
donares durante o crescimento. O efeito do embriao geralmente
aceito como o sitio de sintese destes hormonios) na  degradacio
das reservas cotiledonares também foi examinado, ja que a  sua
influéncia no controle de mobilizacldo das reservas & ainda dis-
cutivel.

Isto foi feito através de estudos sobre a atividade de
amilases e proteases em cotilédones normais e destacados, uma
vez que amido e proteinas sdo as principais reservas das semen-
tes. Finalmente procurou-se estabelecer uma relagao entre os pa
rametros vistos e os niveis enddgenos destes hormdnios para me

lhor interpretagdo dos resultados obtidos.
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MATERIAL E METODOS

Material

Foram utilizados sementes e plantas de Phaseolus vulgaris

cv carioca. As sementes foram gentilmente cedidas pelo Institu-
to Agronomico de Campinas.

Metodos Gerais

Condicoes de Crescimento

As condicoes de crescimento e cultura de plantas de fei
jao foram variaveis, dependendo dos experimentos.

Para os experimentos de anadlise de crescimento, sementes
de uma determinada faixa de peso foram plantados em potes plasti
cos, de 9,5 cm de diametro (volume de 500 ml.), ou em bandejas
plasticas com vermiculite e areia na proporcao de 1:1. As se-
mentes foram postas para germinar em casas de vegetacao. Quando
foi requerido tratamento hormonal, as sementes foram previamente
colocadas em placas de Petri com papel de filtro umidecido na so
lugdo do horménio em questdo e deixadas por um minimo de 12 ho
ras, a temperatura constante de 25°C + 1°C em camaras de cresci-
mento FORMA, quando entao foram transferidas para as condicoes
de crescimento requeridas em cada experimento.

Experimentos de extracio e dosagem de hormonios utiliza-
Tam sementes embebidas em rolos de papel de filtro umidecidos em
agua destilada, colocados em camaras de crescimento a temperatu-
ra de 25°C.

Em experimentos de medidas de respiragdo, as sementes fo
ram embebidas em placas de Petri com papel de filtro umidecido
em agua destilada, ou em solugbes dos hormonios requeridos, por
um minimo de 12 horas a 25°C.

Em experimentos de medidas de atividade enzimdtica as se
mentes foram separadas ainda secas, em duas metades longitudi-

nais, uma contendo o embriao e outra isolada deste,
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Os cotilédones com e sem embriao foram colocados em placas de Pe
tri com papel de filtro umidecido em agua destilada, ou solugao
de acido giberelico (GA; da EASTMAN), ou solucdo de 6—benzilad§_
nina (6-BA de SICMA CHEMICAL CO.), ambos em concentracoes de 10 °,
107%, 107%, 1077M e também 1,5 x 107" de GA; e a 2 x 1077M de
6~-BA. Os cotilédones foram deixados em camaras de crescimento e
temperatura de 25°C. Apés 24 horas de embebic¢ao nas substancias
reguladoras de crescimento, ©0s cotilédones foram transferidos pa-
ra placas de Petri com papel de filtro umidecido apenas em agua
destilada. Em alguns experimentos os cotilédones foram mantidos
no escuro até serem utilizados.

Métodos analiticos

a. peso fresco - O peso de raiz,caule, folhas e cotilédones foi
obtido utilizando-se balanca de torc¢ac DLM 2 (The Torsion Balan-
ce Co.), com sensibilidade, de 0,01g. O peso de sementes maduras
foi obtido em balanca analliItica SARTORIUS, com sensibilidade de
0,1 mg.

b. peso seco - 0 peso seco de raiz, caule,folhas e cotilédones
foi obtido utilizando-se balanca analitica SARTORIUS , apds seca
gem do material, por 48 horas, em estufa a 80°C.

c. area foliar - a area foliar foi obtida atraves de desenho
das folhas em papel, o gqual foi recortado, pesado e este Peso

comparado ao peso de um papel padrio, com area conhecida.

d. altura de planta - as medidas de comprimento foram tomadas

do nivel do solo até o apice da planta.

e. espessura do caule - a espessura do caule foi obtida utili-
zando-se espessimetro Mitutoyo (Mitutoyo Lta. ).

f. medidas de respiragao - as medidas de respiracgao foram fei

tas atraves de respirometro de Warburg, a 30°C (Umbreit e Burris
1964).

Em frascos de Warburg foram colocados 1 ml de agua ‘destilada

para embebigao de sementes intactas, ou 1 ml de solucgao de
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sacarose a 0,005M, para a embebigao de embrides isolados. No po
¢o central do frasco fol colocado 0,5ml de solucao de KOH a 20%
e uma tira de papel de filtro para aumentar a superficie de ab
sor¢do ao gas carbOnico, liberado durante a experimentacdo, o
qual ¢ absorvido pela solucfo hidréxido de potassio. 0s frascos,
ajustados nos seus respectivos manOmetros, foram entao coloca-
dos no respirometro, em banho-maria, a 30°C, ficando abertos du
rante os primeiros 30 minutos, até que houvesse o estabelecimen-
to do equilibrio térmico. Depois deste tempo os manometros foram
fechados, registrando-se as medidas de respiracgdo a intervalos
de tempo conhecidos.

Termobarometros foram empregados para régistrar pequenas varia

coes de pressao do ambiente.

g. dosagem de clorofila - a clorofila foi dosada segundo o méto

do de Arnon (1949). O tecido foi macerado em almofariz, com ace
tona pura, a frio. O extrato obtido foi filtrado, completando-se
o volume para 25 ml com agua destilada, até ter-se uma  solucio
de acetona a 80%. A absorbancia desta solucdao foi .ida a 645,652
e 663 nm em espectrofotometro TECNOLAB ou VARIAN.

h. dosagem de proteina solivel. As proteinas foram dosadas  se

gundo método de Lowry,Rosebrough, Farr e Randall (1951). Protel
nas de raiz, caule, folhas e cotilédones foram extraidas em almo
fariz, em volume conhecido de NaOH 0,1M. O extrato foi centrifu-
gado por 10 minutos, a 2500 g, em centrifugador FANEM Lta. Do so
brenadante obtido foram retiradas aliquotas, de volume conhecido,
que foram colocadas em tubos de centrifugacdo, juntamente com
acido tricloroacatico (TCA da ECIBRA)} a 10% e mantidos a 4°C até
precipitacdo das proteinas. Apds centrifugacdo o precipitado ob
tido foi ressuspendido em volume conhecido de NaOH 0,1M. Ao mes
mo tempo foi feito um padrdo de proteina, utilizando albumina
de soro bovino (BSA de SIGMA CHEMICAL Co., 99% de albumina), em
concentacdo de 0,0 a 200,0 ug. As amostras e ao padrao de BSA,
ambos em lml de solucao de NaQOH 0,1M, foram adicionados 5 ml de
solucao alcalina de cobre e tartarato, contendo 3g de NaZCOB‘
1OHZQ em 95,5 ml de NaOH 0,1M; 1 ml de sulfato de cobre a 10% e
dgua destilada; 2 ml de tartarato de potidssio e s0dio a 10% em
NaOH 0,1M. ApGs o tempo de 15 minutos foi adicionado reagente de
Folin a 50% em agua destilada (reativo de Folin CIGCALTEAU,QUEEL
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INDUSTRIAS QUIMICAS S.A.), sendo os tubos dgitados imediatamen-

te. Apos a estabilizagdo de cor azul leu-se a absorbancia da so-

lugdo a 620 nm. Através de uma curva padrdo de BSA calculou-se a

quantidade de proteina soluvel encontrada no extrato.

i. dosagem de amilases - a dosagem da atividade de amilases foil

feita medindo~se o aparecimento de maltose com o tempo, utilizan
do-se acido 3,5 dinitrossalicilico, segundo o método de
Bernfeld (1955). Cotilédones destacados ou presos ao embrido, em
bebidos em agua ou soluc¢do de dcido giberélico  ou 6-benzilade-

nina, depois de obtidas as medidas de peso fresco e separacao
dos embribfes {(colocados em estufa a 80°C para medidas de peso
seco) , foram macerados em solucdo tampdo de fosfato de  potas

sio a 0,02M de pH 5,5 (5ml de tampac/ cotilédone). O extrato ob-
tido foi centrifugado por 5 minutos, a 2500 g, a 0,5 ml do so-
brenadante foram incubados em tubos de ensaio, contendo lml de
amido (9,0g de ARROZINA - fécula de mandioca e amido de milho da
IDISA, em 100 ml de tampao fosfato de potassio de pH 5,5), a tem
peratura de 30°C, em banho-maria. A rcagac foi terminada com
2 ml de solucgao de dcido 3,5 dinitrossalicilico( lg de acido 3,5
dinitrossalicilico em 20 ml de NaOH 2M; 30g de tartarato de po-

tassio e sodio em 50 ml de agua destilada. O volume final foi
completado para 100 ml com agua destilada). Apds o término da
reagdo, os tubos de ensaio foram aquecidos & temperatura de

100°C, em banho-maria, por 10 minutos. ‘A absorbancia da solucao,
depois de diluida em dgua destilada (0,4 ml de solucdo em 9,6 ml
de agua)foi lida a 535 nm, e os valores comparados com os de uma
curva padrao de maltose em concentracao de 0,0 a 200 ug.

Para a dosagem apenas de R amilase, os extratos fo-
ram esquentados por 15 minutos a 709C, segundo método de Dure
(1960) e Van Onckelen, Caubergs e De Greef (1977), repetindo-se
o método utilizado para a e B amilases.

j. dosagem de proteases - a atividade proteolitica foi medida

através da produgdo de tirosina e triptofano com o tempo utili-
zando-se reagente de Folin, segundo método de Lowry et al (1951)
e de Prisco, Ainouz e Mello (1975). Do mesmo extrato utilizado

para dosagem de atividade amilolitica foram retirados 0,3 ou 0,5
ml e incubados em tubos de ensaio com 1 ml de caseina(lg de ca-
seina em 100 ml de NaOH 1M, ajustando-se depois o pH para 5,5
com tampao fosfato monobasico) & temperatura de 40°C, por 3 ou
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4 horas, em estufa FANEM. A reacdo foi terminada com 2 ml de aci
do tricloroacético a 10%. Brancos também foram feitos, parando
se a reagao imediatamente, medindo-se desta forma a quantidade
de aminodcidos livres no proprio extrato. Apds o término da rea-
cao os tubos foram colocados em centrifuga, por 10 minutos, a
2500 g. De sobrenadante obtido foi retirado 1 ml, que foi adi-
cionado a 1 ml de NaOH IM. A esta solucgao foi adicionada 0,1 ml
de reagente de Folin puro, agitando-se a solugao imediatamente.
A absorbiancia da solucao foi lida a 620 nm.

1. dosagem de aminodcidos livres - o método utilizado para a so

sagem de aminodcidos livres foi o de Smith e Agiza (1951).

Do extrato de plantas, maceradas em tampao fosfato de
potdssio com pH 5,5 , foi retirada uma aliquota de 0,5 ml, que
foi adicionada a 0,5 ml de NaOH 0,1M, a 0,5 ml de cloreto de
estanho (0,5 g de SnClz. ZHZO em tampao citrato) e 0,5ml de ni-
nhidrina (550 mg de ninhidrina de SIGMA CHEMICAL Co.n® 4876} em
tampdo citrato. Para preparacdo do tampdo citrato utilizaram- se
21,008 g de acido citrico (C6H807.H20) em 200 ml de agua e 275
ml de NaOH 1 N e 15 ml de butanol para evitar o crescimento de
fungos.

Estes tubos , tampados, foram colocados em banho-maria a
1009C, por 10 minutos, até o aparecimento da cor azul. As solu-
¢des foram diluidas em dgua destilada e sua absorbancia lida a
570 nm em espectrofotometro VARIAN. A cor produzida fol compara
ra com um padrao de aminoacido puro. Smith e Agiza (1951) testa-
ram curvas para varios aminodcidos, determinando curvas distin-
tas para cada aminodcido, embora proximas entre si. Assim foram
escolhidos dois aminodcidos, leucina e acido aspartico, que sg
gundo estes autores foram os aminoacidos que deram respectivamen
te maior e menor intensidade na cor produzida. A figura 1 mostra
as curvas-padrao destes dois aminoacidos, observando-se que 0s

valores de absorbincia obtidos foram proximos para os dois casos

m. dosagem de acicares livres - a extragdo de aglcares livres

foi feita segundo método de Bielski e Turner (1966). O tecido

vegetal, 20 mg,foi macerado em 4 ml de uma solugao de metanol,
clorofdormio e agua, na proporgdo de 12: 5: 3. O macerado foi co-
locado em tubos de centrifuga, adicionando-se 1 ml de clorofor-

mio e 1,5 ml de agua, procedendo-se a seguir a centrifugacdo . a



FIGURA 1. Curvas-padrao para varias concentragbes de acido
aspartico (&) e leucina (e) feitas através da rea

¢ao com ninhidrina e lidas a 570 nm.
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2500 g. Do sobrenadante foi retirada uma aliquota de 1 ml que
foi diluida em 3 ml de agua destilada. Desta sclugdo retiraram-
se 0,5 ml que foram adicionados a 1 ml de antrona (0,2% de antro
na da SIGMA CHEMICAL Co. em acide sulflirico) para a determinacio
de actcar livre segundo método de Yemm e Willis (1954).

0 volume final fol imediatamente agitadec e aquecido em
banho -maria a 100°C, por 3 minutos. SolugoOes-padrdo de dextro-
se (dextrose anidropd da BARKER ANALYSED REAGENT, J. T. Barker
produtos quimicos 1ta.) em concentracdes entre 0 e 200 ug por ml

A absorbancia foi lida em espectrofotOmetro VARIAN a 620 nm.

n. extracao e dosagem de hormonios vegetais -

A extracdo e fracionamente de hormonios vegetais foi feji
ta segundo método de Valio (1969) modificade por Usberti (1979),

que sera descrito em n, ..
iii,

n . quantificacdo da sensibilidade do método de fraciona

mento para giberelinas

A fim de se conhecer a quantidade de giberelinas perdi-
da durante o método de fracionamentc, testou-se a metologia em
experimentos preliminares. Em funil de fracionamento foram colo-
cados 10 ml de solucdo de adcido giberélico a 50 ppm, em pH 3,0.
Ao final do fracionamento obteve-se uma fracaoc em acetato de eti
la, com volume igual a 100 ml, tendo teoricamente a concentracgio
de 50 ppm. Desta fracdo foram feitas diluig¢les de 0,5 ppm, apli-

cando-se 1 ml em papel de cromatografia Whatman n® 3.

Também foram corridos cromatogramas controle, onde foi
aplicado apenas 1 ml de acetato de etila. Os cromatogramas con-
trole e aqueles em que foi aplicado acido giberélico, depois de
corridos, foram utilizados para biotestes de hipocotilo de alfa-

ce, descrito posteriormente,

n... padronizacdo do bioteste de hipocotilo de  alface,

11
para giberelinas e do bioteste de cotilédones de-
rabanete, para citocininas, ambos descritos a se-
guir.

A padronizacdo de biotestes foi feita aplicando-se va-
rias concentracdes de acido giberélico e de 6-benziladenina, até
que se obtivesse uma linearidade entre o aumento da concentragdo de acido gi
berélico e o comprimento do hipocotilo de alface, ou entre o aumento da con-



.25,

centracdo de benziladenina e o peso fresco dos cotilédones de rabanete.

Nesse extracao e dosagem de giberelinas e citocininas -

de extratos de sementes de feijao

Na pagina seguinte & apresentado o método de extracio.

Duzentas sementes de feijao de peso seco conhecido, com
tempos de embebicdao entre 6 e 30 horas, foram colocadas em nitro
génio liquido, por 10 minutos, e maceradas em liguidificador
com 400 ml de metanol 80% . Os extratos foram colocados em refri
gerador por 24 horas. Apls este periodo a amestra foi filtrada a
vacuo, sendo o filtrado (filtrado I) colocado em novo frasco
e 0s residuos novamente colocados em 400 ml de metanol 80%, para
nova extracdo. Os dois frascos voltaram para o refrigerador por
mais 24 horas, quando entido foi feita nova filtragem a vacuo e
o filtrado obtido (filtrado II) foi juntado ao filtrado I. Pro-
cedeu-se entdo , & remocdo do metanol, em evaporador a vacuo,sob
pressao reduzida e temperatura entre 35 e 40°C,

A etapa seguinte foi o fracionamento do extrato aquoso,
cujos passos estio referidos no esquema anexo. As fragOes acidas
e basicas obtidas pelo método de fracionamento foram cromatogra-
fadas em papel Whéatman n® 3. O desenvelvimento feol descendente,
em um percurse de 30cm, realizado em cubas de cromatografia pre-
viamente saturadas com o sistema de solventes Isopropanol, amo-
nia e &gua, na proporcdo de 10:1:1. Depois de corridos num tem-
po de aproximadamenté 8 horas, os cromatogramas foram secos em
correntes de ar e armazenados a 4°C até serem biotestados. Os
cromatogramas foram divididos em 10 faixas transversails, corres-
pondentes aos Rfs de 0,1 a 1,0. Estas faixas foram divididas em
%5 partes iguais, obtendo-se 30 porgoes de 3x4 cm, por cromatogra
ma. Cada uma destas porgodoes foi colocada ao acaso em formas de
polietileno para biotestes e umidecidas com agua destilada. Como
controle utilizou-se cromatograma onde sO correu o sistema de
solventes. Também foram utilizadas solugdes-padrdo de acido gibe
rélico, em concentragdo de 0,0312; 0,0625; 0,1; 0,125; 0,375:
0,5; 0,625 ¢ 1,0 ug/ml ¢ concentracoes de benziladenina de 0,01,

0,1 e 1,0 ug/ml que davam uma relacao linear entre a concen-
tracdo aplicada ¢ o efeito por elas provocado.

As giberelinas extraidas dos tecidos vegetais, contidas-
nos cromatogramas, foram dosadas através de bioteste de
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METODO DE EXTRACAO

Sementes maceradas em metanol 80%
Extrato‘colocado a 5°C por 24 horas

Filtrar (filtrado I} - reextragao por 24 h e 5%C
Filtrar (filtrado II)-

Unido dos filtrados I e II

Remogao do metanol por evaporagdo a 35-40°C

Extrato aquogo acidificado a pH 3,0 com HC1l concentrado

Extrair 3 vezes com igual volume de acetato de etila

Fracdo organica I Fracdo aquosa..l
Evaporagao do acetato Levar a pH 7,0 com NaHCO3
i ' solido

Extrair 3 vezes com igual

vol. de NaC03 5% Extrair 3 vezes com igual
volume de n-butanol

Fracao aquosa Il Fracao 5rganica IV

Acidificar a pH 3,0 com
HC1 concentrado ' : Evaporar até secar

L 4
Extrair 3 vezes com igual

— - 2. N
vol. de acetato de etila Fragdo basica

Fracao 5rgénica 111

Fragao Acida
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hipocotilo de alface (Lactuca sativa v. "Grands Rapids™) segundo
o método de Frankland e Wareing (1960), modificado por Cherry
(1973). Sementes de alface foram colocadas por 24 horas a 25°C,

sob luz continua. Apds este periodo foram selecionadas plantu-
las por homogeneidade de tamanho, as quais foram colocadas 4 a 4
em cubetas de formas de polietileno, em contato com 1/3 de cada
uma das faixas correspondentes a cada RF, ou em contato com so-
lugoes~padrdao de acido giberélico, ou com dgua destilada., Pre-
viamente foi adicionado em cada cubeta 1 ml de dgua destilada,
com 1 ml de solucao padrac de acido giberélico. A seguir as cu
betas foram transferidas para camaras de crescimento a 25°C, sob
luz continua por cerca de 72 horas, quando entdo foi medido 0
comprimento dos hipocotilos de alface. O comprimentc dos hipo-
cotilos crescidos em cada faixa do cromatograma foi  comparado
ao dos crescidos em Agua OU nas solucoes de acido giberelico.

As citocininas dos extratos foram dosadas atraveés de
biotestes de cotilédones de rabanete (Letham, 1968). Substan-
cias com atividade citocininica promovem o aumento em peso fres
co de cotilédones de rabanete, devido principalmente a maior
absorcdo de agua. Sementes de rabanete {cv "Vermelho redondo')
foram colocadas para germinar em placas de Petri a 25°C, por um
periodo de 24 horas. ApoOs este tempo, os cotilédones externos
foram retirados, os quais foram selecionados por tamanho e colo
cados, 3 a 3, em cubetas de polietileno, em contato com 1/3 de
cada uma das 10 faixas de Rf, ou em contato com solugtes-padrdo
de benziladenina, ou ainda em contato com agua destilada. Pre-
viamente haviam sido adicionados em cada cubeta 2 ml de agua des
tilada, ou 2 ml de soluczo padrao de benziladenina. A seguir
as cubetas foram transferidas para 25°C, sob luz continua, onde
permaneceram por 6 dias. ApOs este periodo fei medido o peso
fresco dos cotilédones. |

Quando necessario foi feita a analise estatistica, sen-
do calculado o valor de F e o intervalo minimo ~significativo
(L.S.R.) de acordo com Sokal e Rohf (1969).
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RESULTADCS

1. Caracterizacao do material

Para o estudo de utilizacao de reservas durante o cresci
mento inicial de plantas de feijao foi necessario caracterizar o
material com a finalidade de se estabelecer parametros como peso
seco e conteudo protéico do embrido e cotilédones jd na semente seca.

A faixa de peso das sementes a ser utilizada nos experi-
mentos foi escolhida tor .do-se ao acaso 100 sementes de feijio-
e verificando a distribuv.g3o normal de peso destas sementes.

Noventa e cinco por cento das sementes encontravam-se¢ en
tre 150 mg e 270 mg e 66% restringiam-se¢ entre a faixa de 180
mg e 240 mg. Por esta razdo determinou-sc esta Ultima faixa, pa
ra as sementes a serem utilizadas em experimentos futuros.

O peso seco do embriao foi determinadoe utilizando-se a
média de 50 embrides de sementes na faixa de peso escolhida.0 va
lor obtido foi de 3,5 mg de peso, equivalendo a 1,6% do peso da
semente toda (tab. 1) incluindo-se o envoltdrio que corresponde
a 18 mg de peso ou a 7,6% do peso total da semente.

Foi determinado também o teor de hidratacio da semente
nao embebida. Pela figura 2a nota-se que a procentagem de agua
na semente foi gquase constante, independentemente do peso do
grao analisado e variando apenas entre 9,3 - 10,5% do peso da se
mente. Entretanto em termos absoclutos, graos maiores apresenta
ram maior quantidade de agua que griaos menores, tanto que dupli
cando-se o peso do grao de 140 mg para 280 mg também teve-se du
plicado o contetido em agva, o qual aumentou de 15 mg para 30 mg
(Figura 2b).

A quantidade de proteina na semente madura foi determina

da, e a correlacgao entre peso da semente e teor em pr@teinas,tag

to para sementes individuais como para a farinha de varias semen
tes de uma determinada faixa de peso € mostrada na figura 3.
Tanto a analise de sementes individuais, como a da fari-
nha de varias sementes mostrou uma forte correlacgfo(p < 0,001) en
tre os dois parametros observados, sendo que graos maiores apre-

sentaram contetdo proteico em termos absolutos, de tal forma que



FIGURA 2a.

FIGURA 2Zb.

Porcentagem de &gua em sementes nao embebidas de
feijao na faixa de peso entre 120 - 340 mg.

Conteudo de agua em sementes nic embebidas de fei
jao na faixa de peso entre 120 - 340 mg.
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um aumento de 1 mg dec peso correspondeu a um aumento de 0,2 mg
de proteina. Dentro da faixa de peso escolhida, o conteido pro-
téico variou entre 30 e 40 mg. Bntretanto porcentagem de protei-
na por semente foi mais ou menos constante dentro das faixas de
peso analisadas, correspondendo entre 16 e 18% do peso da scmen-
te (fig. 3b).

0 contelido protéico do embrido ,média de 50 embrifes de
sementes da faixa normal de peso escolhido, foi de 0,61 mg emn
termos absolutos, correspondendo a 1,6% da quantidade total de
proteina da semente. Em termos relatives, entretanto, tanto em-

brido como cotilédones apresentaram a mesma concentragac de pro-

teinas,ou seja, 170 ug/mg de tecido (tab. 1 ).

2. Germinacdo e crescimento inicial

A anilise de absorcfo de dgua pela semente durante 0s
primeiros dias de germinagdo € mostrada nas figuras 4a. e 4b.

Nas primeiras 4 horas de embebicdo houve um rapido aumen
to exponencial em peso fresco (fig. 4a,b).

Apds este periodo de absorgi@o de agua foi mais lenta, a
presentando as sementes, durante as 24 horas seguintes de embebi
gaoc, um aumento de peso fresco de apenas 3 mg/h em contraposi-
¢do ao aumento de 36 mg/h sofrido por estas sementes nas primel
ras 4 horas de embebicdo.

0 crescimento do embrido, em termos de peso seco, foi ob
servado durante 48 horas de embebic¢do da semente. A figura 52,
mostra que nas primeiras 20 horas n8o houve aumento de pesoc seco
do embrido. ApOs este periodo foi observada uma mudanga marcante
no crescimento do embrido que teve seu peso seco aumentado expo
nencialmente (fig. 5b). Durante este tempo os cotilédones apre-
sentaram apenas uma ligeira diminuigao de peéo, indicando que a
hidrolise das reservas ainda estava se principiando.

A figura 6 ( de a até e) mostra absorcio de oxigénioc pe

las sementes durante varios periodos de embebigdo. A observagao

. . . . . il
das figuras individuais mostra que por pequenos periodos a taxa
respiratdria pareceu linear com o tempo. Entretanto, tomando- se
as trés primeiras figuras em sequéncia, as quais analisam a res-

piracdo da semente nas primeiras 6 horas da embebigdo(fig.6a-69



TABELA 1 - Peso fresco, conteldo protéico, concentracio protéi
ca e a porcentagem de proteina em cotilédones e en

brioces de feijao. Cada valor representa a média de

50 sementes na faixa de peso de 180-240mg.

Peso fresco contetdo concentracao de
' protéico proteina (pg de
(mg) (mg) prot./mg P.F.)
‘cotilédones 225,0 38,7 171,8

embrido | 3.5 0,61 173,0



FIGURA 3.

Contelido de proteina (fig. 3a) e porcentagem de pro-
teina (fig. 3b) em sementes ndo embebidas de feijdo
na faixa de peso entre 120 - 340 mg. (e) valores pPa
ra sementes individuais; (4} valores para a farinha
de virias sementes de feij3o em varias faixasde peso.
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FIGURA 4.

Absorcdo de agua pela semente de feijdo, em termos
de mg de peso fresco (fig. 4a) ou logy, do
fresco {fig. 4b), durante 28hs de embebicio,
ponto representa a média de 25 sementes.

peso
Cada
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FIGURA 5.

Mudangas no peso seco do embriio de feijdo, em ter

mos de mg de peso seco (fig. 5a) ou 10g10 do peso
seco (fig. 5b), durante as primeiras 48hs de embe-
bi¢do da semente. Cada ponto representa a média
de 15 embrices.
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vé-se pela inclinagdo das retas que a taxa de absorgdo de oxige
nio teve um aumento progressivo. Ja em sementes com maiores pe
riodos de embebig@o a taxa respiratdria, apesar de maior que as
anteriores continucu linear por um espago de tempo mais longo
(fig. 6d). Estes dados sugerem que as mudangas na taxa de respi
racdo foram muito mais aceleradas nas primeiras horas que em pe
riodos posteriores da embebig¢do, tanto € que até 6 horas de em-
bebigcao foi possivel detectar 4 alteragdes na taxa respiratoria
observando linearidade por periodos de tempo equivalentes a uma
hora (fig. 6a - 6¢). Assim, até 3 horas consecutivas de embebi
¢do foi possivel detectar mudangas na taxa de absorgdo de oxige

nio entre 1 e Z horas e entre Z e 3 horas (fig. 6a).

Mais tarde parece que a taxa respiratdria = permaneceu
constante por maiores periodos de tempo (fig. 6d). Também foram
analisadas as taxas repiratorias de embrides isolados de semen-
tes com 20 a 22 e 40 a 42:30/ horas de embebicdo (fig. 7a-7b ) .
Novamente a absorcao de oxigénio pareceu linear por cur
tos periodos de tempo. Comparando a respiragio de sementes in
tactas (fig. 6d) e embrioces isolados (fig. 7a) entre 20 e 22 hg
ras, pode ser visto que, em termos absolutos, a semente intacta
absorveu,_neéte ﬁériodo, ao redor de 150 ul de oxigenio,compa-
rados com os 60 ul absorvidos pelo embrido. Desta forma,o em-
brido contribuiu com 40% do total de oxigénio absorvido pela se
mente intacta. Analisando-se os dados de taxa respiratdoria em
termos de ul de 02 respirados/minuto,levando~se em consideracao
dados das fig. 6d e 6e, observou-se que as mudancas na absor¢®d
de oxigenio em sementes apresentaram uma curva onde as altera-
¢Oes na taxa respiratoria foram diminuindo com o decorrer do
tempo de embebicdo da semente.(fig.8) . Assim entre 0 e 20 ho-
ras a taxa teve um aumento de quase 1,2 ul de Oz/min., enquan-
to que nas 20 horas posteriores ela foi para 1,6 ul de Oz/min
ou seja , 1/3 do aumento anterior. A taxa de respiracdo do em-
brido também € mostrada na figura 8, onde observa-se que no
periodo analisado, entre 20 e 42:30 horas, a taxa respiratoria

[}

do embrido foi cerca de 40 e 50 % da taxa respiratdria de semen

te intacta.

Para o estudo de mobilizacdo de reservas durante 0
crescimento inicial de plantula de feijdo foi necessiria estabe
lecer uma curva de crescimento de planta, observando o desenvol




FIGURA 6. Mudangas na respiragao de sementes de feijao duran

te 55hs de embebicdo. Cada ponto representa a me-
dia de 6 sementes.
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FIGURA 7. Respiracio de embrides de feijZo entre 20 e 42hs
de embebicao. Cada ponto representa a média de
6 valores.
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FIGURA 8., Mudancas na taxa respiratSria de sementes (@ ou

embrioes (B) durante as primeiras horas de embebi
cdo. Cada ponto representa a média de 6 valores.
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vimento de cada Orgio independentemente, em particular sobre 0
primeiro par de folhas, que antes de se tornar a principal fonte
de fornecimento de carbono da planta jovem, teve seu crescimento,
dependente das reservas de semente.

As mudangas em peso seco dos orgdos da planta de feijao
até a senescéncia do primeiro par de folhas, que se deu por
volta do 27° dia de crescimento, sdo vistas na figura 9.

A curva de peso seco dos cotilédones mostra que a reser
va cotiledonar foi completamente utilizada por volta do 8¢ dia
de crescimento, e portanto, o crescimento observado nos outros
orgaos depois deste periodo foi devido a fotossintese da parte
aérea. A queda no peso seco total da planta, entre os dias 3 e
7, foi devido a perdas respiratérias durante a utilizacio das
reservas cotiledonares. Depois deste periodo houve um aumento
continuo e linear no peso seco total.

As raizes também cresceram continuamente até o 27¢ . dia,
mas em menor proporgiao que a parte aérea.

O primeiro par de folhas aumentou em peso seco até o 17°
dia, sendo que a taxa de crescimento maior nos primeiros 11
dias. O crescimento das folhas foi estudado em mais detalhe, ana
lisando-se peso fresco, e peso seco, conteldo de clorofila, con-
tetido protéico e drea foliar. (fig. 10 e 11).

0 peso fresco € a area do primeiro par de folhas apresen
taram o mesmo padrdo de desenvolvimento (Fig. 10a) e foram forte
mente correlacionados ( r = 0,999), (fig. 10b). Como observado

para peso seco, aqui também houve um maior desenvolvimento até
o 17% dia de crescimento. Tanto o crescimento em Area como em
peso fresco ocorreram em duas fases: uma de crescimento mais ra-
pido, entre 4 e 11 dias, e outra mais lenta atée o 179 dia.

A queda do peso fresco e a area foliar apbs o 17° dia
foi devido a senescencia acelerada das folhas, uma vez que nao
foi dada 2 planta nutrigdo. As folhas apresentaram ireas de ne
crose.

O contetido de proteina e clorofila seguiram o mesmo padrio

de desenvolvimento, alcancando um valor maximo no 17° dia de
crescimento e entio, € comecgou rapidamente a decrescer de
vido & senescéncia das folhas (fig. 1la.). O contelido enm clorofi
la e proteina foi fortemente correlacionado (T 0,984),(fig.11b).




FIGURA 9.

Mudangas no peso secc total @), parte adrea (0),
folhas (&), raizes (v) e cotilédones (e) durante
os primeiros 24 dias de crescimento da planta de

feijao. Cada ponto representa a média de 6 vale-
res.

(--~) auséncia de folhas devido a queda.
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FIGURA 10a.

FIGURA 10b.

Mudangas no peso fresco a area de folhas prima-
rias de feijao durante os primeiros 27 dias de
crescimento. Cada ponto representa a media de
6 valores. Peso fresco (A), area foliar (e).

Correlagao entre area foliar e peso frescode fo

lhas primarias de feijao. Cada ponto represen-
ta a média de 6 valores. '
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FIGURA 1la.

FIGURA 11b.

Mudancas no contetGdo protéico e de clorofila en

folhas primarias de feijdo durante 27 dias de cres
cimento da planta.

Contelido protéico (e), conted
do de clorofila (a).

’

Correlagao entre contelido protéico e clorofila em

folhas primarias de plantas de feijao. Cada pon-
to representa a média de 6 valores.
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0 logaritmo da concentracdo de clorofila e proteina mostrou que
tanto uma como outra aumentaram em duas fases distintas, uma mais
rapida até o 6° dia, seguida de outra mais lenta, até o 179
(fig. 12a e 12Zb). Estes dados mostraram que a maior parte da
sintese de clorofila e proteina ocorreu na folha jovem antes
que expansao atingisse 30% de seu desenvolvimento final.

Tendo sido estabelecido que a mobilizacdo completa das
reservas dos cotilédones para a planta se deu até o 8¢ dia de
crescimento, novos estudos foram feitos sobre o crescimento da
planta durante este periodo. O crescimento da plantula foi con
tinuo e linear (fig. 13a) durante o periodo analisado, entre-
tanto o peso seco total sofreu um decréscimo devido @ oxidagdo
de substratos respiratérios: entre os dia 2 e 4 a diminuicaoenm

-peso foi 10 vezes maior que entre os dias 4 e 8 (fig. 13a). A
diminuicao na perda de peso depois do 4° dia de crescimento foi
devido a fixacdo de carbono pelas primeiras folhas, que nesta
época tiveram uma rapida expansdo (fig. 13a). Quando a Aarea
foliar alcangou 25 cmz, no 8¢ dia de crescimento, a fotossinte-
se por elas realizada foi capaz de sobrepujar a perda de subs-
tratos respiratdrios, fazendo com que o peso seco total comegas
se a aumentar (fig. 13b).

A diminuigao de peso dos cotilédones foi acompanhada
por um aumento em peso seco da plantula, indicando translocacio
do material de reserva dos cotilédones, reservas estas gue fo-
ram totalmente esgofadas ate o 8¢ dia de crescimento.

As curvas de peso seco de cotilédones e plantula se cru
zaram entre os dias 5 e 6, definindo um ponto que equivale ao
tempo em que metade das reservas dos cotilédones foram degrada-
das.

A taxa de translocagao das reservas entre os dias 2 e 6
foi rapida, sendo que-entre os dias 4 e 6 foram translocados
30 mg/dia de materia seca, o que equivale a 1/6 do peso inicial
da semente. Entre os dias 6 e 8, a taxa de translocacgio das TE
servas foi metade da anterior, 17 mg/dia, e por volta do 89 dia
as reservas estavam esgotadas.,

Nos primeiros dias de crescimento a taxa da perda de pe
so seco dos cotilédones nao foi correlacionada com a taxa de au
mento em peso seco da plantula. Assim, entre os dias 2 e 4, em
bora os cotilédones tenham perdido bastante peso, o embrifo nio



FIGURA 12.

Logy g do contetdo de clorofila (fig. 12a) e de
~proteina (fig. 12b) em folhas primarias de fei
jao durante os primeiros 17 dias de crescimen-

to da planta, Cada ponto representa a média
de 6 valores.
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FIGURA 13a.

FIGURA 13b.
|

Mudangas no peso
nes (o), de raiz
plantula (raiz +
meiros 9 dias de
jao. Cada ponto
res.

Mudancas no peso

seco total (O), de cotilédo-
(v), da parte aérea (4) e
caule + folhas) (o) nos pri
crescimento da planta de fei
representa a média de 6 valg

fresco total () e area fo-

liar (4) de plantas de feijao durante os pri-

meiros 9 dias de
presenta a média

crescimento, Cada ponto re-
de 6 plantas.
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teve um aumento correspondente em peso, Observa-se pela figura
132 que o peso seco do caule foi invariavelmente maior que o pe
so seco da raiz nos dias analisados, assim, no 9% dia, o peso
seco da raiz foi somente 40% do peso do caule.

0 passo seguinte nestes estudos foi a analise conjunta
do contelido de matéria seca e proteina durante o crescimento
inicial da planta. Os dados desta analise s3o mostrados na fi-
gura 14, '

Mais uma vez foi observado um decréscimo no peso Seco
total devido a perda de substratos respiratdrios, o que foi
apos o 69 dia, compensado pela fotossintese das primeiras fo-
lhas, as quais comegaram neste peri_odo a ter um rapido aumento
em peso. Como foi verificado anteriormente, a perda em peso dos
cotilédones foi acompanhada pelo ganho em peso pelo embriao, de
tal forma que por volta do 6% dia de crescimento o cotilédone e
o embriao apresentaram o mesmo peso (fig. l4a).

As raizes novamente tiveram um crescimento em peso seco
menor que a parte aérea, sendo que no 9? dia de crescimento seu
peso equivaleu a 45% do peso seco da parte aérea. E interessan
te notar que o componente de maior peso da parte aérea foram as
folhas.

As mudancas do contelido protéico dos vdrios 4rgaos sdo
mostrados na figura 14b, Também neste caso a perda do conteudo
protéico nos cotilédones foi acompanhada pelo ganho em protei-
nas pelo embriao. Neste caso parece que o processo de degrada-
¢ao e translocac@o das reservas foi mais rapido, sendo o ponto
de cruzamento para as curvas de contelido protéico de embrido e
cotileédone ao redor do 4° dia, dois dias antes daquele encontra
do para translocacdo da matéria seca.

A distribuigio de proteinas seguiu o mesmo padrao  que
aquele para matéria seca, sO0 que neste caso a diferenca para a
distribuicdo de proteinas entre parte aérea e raiz foi ainda
mais marcante. Assim o contetudo prot€ico da raiz foi somente
20% daquele encontrado para a parte aérea no 9° dia de cresci-
mento, ¢ a analise do contelido relativo nos varios orgdos reve-
lou 232 ug/mg de peso seco nas folhas, comparado com somente a
metade do caule, ou seja, 102 pyg/mg de peso seco e 82 ug/mg na
raiz. Os dados indicam que houve uma defasagem entre a hidrdli
se de proteinas no cotilédone e reconstituigdo destas proteinas
no embriao. Desta forma, embora 70% da proteina inicial no grao




FIGURA 14a.

FIGURA 14b,

Mudangas no peso total (3), de plantula (o), de
cotilédones (o)}, de parte aérea (a), de raiz(v)
e de folha (A) durante os primeiros 9 dias de
crescimento da planta de feijao. Cada ponto re
presenta a média de 6 valores.

Mudangas no conteiido protéico de cotilédones (e),
embriao (e), raiz (v}, folha (A), caule (a) e

.. caule + folhas (&) durante os primeiros 9 dias de

crescimento da planta de feijao. Cada ponto re
presenta a média de 6 valores.
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seco tenha sido hidrolizada ao redor do 4° dia, por volta do 9°¢
dia de crescimento € que esta proteina foi detectada no embrido,
sendo que a maior parte estava nas folhas,

As taxas de translocacdo de matéria seca e proteinas dos
varios orgaos sao mostrados na tabela 2.

Considerando em primeiro lugar as duas primeiras colu-
nas, da tabela Za, que se referem 3 taxa de translocacio de ma-
téria seca do cotilédone para o embrido, pode ser visto que a
perda de peso seco dos cotilédones foi correlacionada com o ga-
nho de peso seco pelo embrido nos primeiros 6 dias de crescimen
to e que a taxa entre os dias 2 e 4 foi menor que entre os dias

4 e 6. Apos o 6° dia, embora a taxa de translocacio do cotilé-
done tenha caido, a taxa de aumento de peso para o embrido du-
‘plicou em relacdo a anterior (entre os dias 4 e 6), devido tan-
to ao ganho de matéria seca através das reservas dos cotilédo-
nes, como atraveés da fixagdo concomitante de carbono pela parte
aérea. '

Comparando-se a translocacga@o de matéria seca e de pro-
teinas do cotilédone para o embrifo, verificou-se que o material
protéico foi utilizado muito mais rapidamente que a matéria se-
ca. Desta forma, entre os dias 2 e 4, teve-se maior taxa de
translocagdo para proteinas, a qual depois desta data diminuiu
continuamente (tabela 2b). Ji para matéria seca a taxa maior
se deu entre os dias 4 e 6, sendo muito mais lenta entre os dias
2 e 4. O contelido protéico no embrido foi reflexo da transloca
¢ao de proteinas do cotilédone, aumentando continuamente entre
os dias 2 e 9 de ~rescimento.

Analises mais detalhadas de raiz e parte aérea mostra-
ram que a distribuicao de matéria seca e de proteinas sempre foi
maior para a parte aérea: assim, entre os dias 6 e 9, apenas
30%¢ de matéria seca e 16% de proteinas, disponiveis para o em-
briéo, foram para a raiz.

Em resumo estes dados estabeleceram que as reservas da
semente foram utilizadas ate o 8° dia de crescimento, havendo
degradagdo mais rapida de proteinas que da matéria seca; que a

parte aérea recebeu mais material de reserva que as raizes e

que as folhas sao os orgdos mais importantes da parte aérea na
planta jovem.



TABELA 2 - Quantidade de matéria seca (2a) e de proteina (2b)

translocada por dia dos cotilédones para a plantula

de feijdo e seus componentes: parte aérea e raiz.

Tabela 2a - Translocacdo de matéria seca

Dias Perda de peso
do cotilédone

(mg/dia)
2-4 14,0
4-6 27,5
6-9 18,3

Ganho de peso
pela plantula
(mg/dia)

6,0
19,0

40,0

Ganho de peso
pela raiz

(mg/dia)

3,0
5,5

12,6

Tabela 2b - Translocagao de proteina

Dias Perda protéica
do cotiledone

(mg/dia)
2-4 5,014
4-6 2,138
6-9 1,005

Ganho protéico

~ pela plantula

(mg/dia)

1,347
4,230

5,354

Ganho protéico
pela raiz
(mg/dia)

0,518
0,363

0,844

Ganho de peso
pela parte aérea
(mg/dia)

3,0
13,5

27,4

Ganho protéico
pela parte aérea
(mg/dia)

0,856
3,867

4,510
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3. A influéncia do tratamento com acido giberélico (GA-)

e 6 benziladenina (6BA) no desenvolvimento inicial da

“planta de feijao

A. Efeito sobre o crescimento

Em estudos preliminares foi analisado o efeito de va-
rias concentra¢Oes de acido giberélico (GA3) e 6~ benziladenina
(6BA) sobre a morfologia externa da planta e sobre a distribui-
¢do de matéria seca nos varios orgaos das plantas.

Os efeitos tanto de GA3 como 6BA foram marcantes e dis-
“tintos: em geral as plantas tratadas com GA3 ficaram alongadas,
apresentando um grande aumento na altura, enquanto que as trata
das com 6BA ficaram curtas, apresentando um engrossamento do
caule, |

0 efeito de varias concentragoes de GA3 sobre a morfolo
gia externa e distribuicio de peso seco nos viarios Orgios de
plantas com 10 dias de idade € mostrado na figura 15. Observa-
se que houve uma correlacao positiva entre o aumento da concen-
tracao de GA; e a altura da planta (fig. 15a), sendo que plan-
tas tratadas com 100 ppm de GA3 mostram um aumento de 139% em
altura, em relacdo as plantas controle. O aumento do compri-
mento total de plantas tratadas foi devido em maior parte ao
crescimento do hipocotilo, o qual em plantas tratadas com 100
ppm apresentaram ~,5 cm a mais que os hipocOtilos de plantas con
trole (fig. 15b). Entretanto o epicdotilo (fig. 15¢) foi a par-
te mais sensivel ao tratamento com GAS’ uma vez que em termos
relativos tratamento com 100 ppm provocou um aumento de 300% no
epicotilo (comparado com um aumento de 100% do hipocotilo).

A analise do comprimento da nervura principal revelou
que apenas altas concentracgoes de GA3 tiveram efeito, sendo que
folhas de plantas tratadas com 100 ppm apresentaram uma diminui
¢ao de tamanho de 56% em relacdo ao controle (fig. 15d).

' A analise de peso seco nos diversos orgdos das plantas
tratadas com GA, € mostrada nas figuras 15e a 15h.

Os efeitos vistos para peso seco foram menores e menos
nitidos que aqueles observados para a morfologia externa, tanto
assim que apenas tratamentos com concentragoes bem altas mostra



FIGURA 15 a-d.

FIGURA 15 e-h.

Altura total de plantas (a), comprimento de
hipocotilo (b), epicotilo (c) e nervura prin -
cipal (d) da folha primaria de plantas de
feijao tratadas com varias concentragdes de
GA;. Plantas com 10 dias de idade.

Peso seco de Orgaos de plantas de feijdo de
10 dias de idade, tratadas com varias con-
centracoes de CA: cotiledone (e), caule(f),
raiz (g) e folha (h). Cada ponto represen-
ta a média de 5 valores,
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ram alteracoes marcantes em relagao ao controle. As raizes e
folhas (fig. 15g e 15h) apresentaram uma diminuig¢do no conteudo
em matéria seca nas plantas tratadas com 100 ppm. E interessan
te notar que nestas plantas os cotilédones (fig. 15e) apresenta
ram maior peso seco. Assim, parece que o efeito de GA3 sobre a
plantula e cotilédones foi diverso, sugerindo, talvez, que este
hormonio interfira na utilizacao das reservas.

Os mesmos parametros analisados em plantas sob tratamen
to de GA; foram analisados sob tratamento com 6BA, num outro ex
perimento utilizando plantas com 12 dias de idade. Os resulta-
dos sao observados nas figuras 16 e 17.

 0s efeitos observados para tratamento com 6BA foram
opostoé aqueles observados para tratamento com GAz, sendo  que
~com o aumento da concentracao de 6BA houve uma diminuicdo na al
tura total da planta (fig. 16a). Plantas tratadas com 50 ppm
deste regulador apresentaram comprimento total 55% menor que
aquele apresentado em plantas controle. A diminuicdo no compri
mento total foi devido & uma diminuigd@o de 1,4 cm tanto do hipo
cotilo (fig. 16b) como do epicdtilo (fig. 16c¢), embora em ter-
mos relativos o epicotilo, em plantas tratadas com 50 ppm, tenha
sofrido uma diminuicdo de 62% em comparagdo a diminuigdo de ape
nas 32% do hipocdtilo. '

Foi observado uma correlacgao negativa entre o aumento
das concentracao de 6BA e a area da folha, sendo que em plantas
tratados com 12,5; 25 e 50 ppm a area foliar foi reduzida a 89,
70 e 45%, respectivamente , em comparacdao a plantas controle
{fig. 1ed).

A analise do peso seco total, visto na figura 17a, mos-
trou que ha uma forte correlacdo.negativa com o aumento da con-
centracao de 6BA: a concentracao mais alta provocou uma dimi-
nuicao de mais de 50% no conteldo de matéria seca. A analise
dos orgdos individualmente mostrou que o tratamento nao. pareceu
afetar o crescimento do caule (fig. 17b), causando entretanto
forte diminuicao do crescimento em termos de peso seco para rai
zes e folhas (fig. 17c e 17d). Esta diminuicao, em plantas tra
tadas com 50 ppm, foi relativamente maior nas raizes (70%) que
nas folhas (50%) em comparacio a plantas controle. Em relacgao
aos cotilédones o efeito de 6BA foi em parte semelhantes ao ob-
servado para o tratamento de GA4, havendo um aumento no peso
fresco dos cotilédones (fig. 17e) com o aumento da concentragao



FIGURA 16.

Altura total (e), comprimento do hipocotilo (b)
epictétilo (c¢) e drea foliar das primeiras fo-

lhas (d) de plantas de feijZo com 12 dias de ida
de, tratadas com varias concentracdes de 6BA.

Cada ponto representa a média de 5 valores.
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FIGURA 17. Peso seco total (a), de caule (b), de raiz (c)},
de folhas (d) e de cotilédones (f) e peso fres-
co de cotilédones (e) de plantas de feijao com
12 dias de idade tratadas com varias concentra-

¢des de 6BA. Cada ponto representa a média de
5 valores.
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de 6BA. A figura 17f mostra o peso seco de cotilédones de plan
tas tratadas com varias concentracdes de 6BA em um outro experi
mento, ja que neste experimento os cotilédones foram utiliza-
dos para dosagem de proteinas. Novamente foi verificado que hou
ve menor utilizagao das reservas cotiledonares em plantas trata
das com 6BA.

Nestes dois experimentos a concentracao mais alta testa
da para GA3 (100 ppm) provocou efeitos drasticos nas plantas: os
caules muito finos quebravam-se freqlientemente por alongamento
excessivo. Experimentos anteriores também mostraram que com
tratamento com 6BA a 100 ppm as raizes foram fortemente diminui

das, dificultando a fixacdo das plantas por ocasido da emergen-
cia do gancho plumular, além de provocar o enrugamento das fo-
lhas, surgindo as vezes areas de necrose. Por estes motivos em
experimentos posteriores foram utilizados concentragdes de 50
ppm para os dois tratamentos empregados.

0 dado mais interessante visto nos éxperimentos prelimi
nares, para estes estudos, foi a tendencia dos cotilédones de
plantas tratadas em apresentar maior peso seco em relacao as
plantas controle, indicando que as plantas tratadas foram menos
eficientes na utilizagdo de matéria seca.

Este dado foi estudado em mais detalhe em outros experi
mentos.

Os dados apresentados na tabela 3 sdo os de varios expe
rimentos, utilizando plantas, entre 10 e 13 dias de idade, tra-
tadas com GA3 ou 6BA em concentracao de 50 ppm.

Os resultados confirmaram os aspectos de morfologia ex-
terna ja vistos: enquanto tratamento com GA3 provocou aumento
no comprimento total da planta, o tratamento com 6BA teve efei-
to reverso, diminuindo a altura total das plantas em relacao ao
controle e sob tratamento de GA;, em trés experimentos, houve
um aumento em altura de 35 a 90% (p < 0,001) enquanto que sob
tratamento de 6BA houve uma inibic¢ao no comprimento total de
20 a 50% (p < 0,001). |

Analisando o efeito dos tratamentos aplicados sobre o]

comprimento de epicotilo e hipocotile (tabela 3b e 3c) foi ob-
servado que o tratamento com GAS promoveu aumento total, atra-
vés de alteracdes tanto no comprimento de hipocotilo como do -
epicdtilo (p < 0,001); entretanto no caso de tratamento com 6BA



TABELA 3 - Medidas de comprimento total (3a), de

hipocotilo

(3b), de epicotilo (3c), de espessura do caule (3d)

e a area foliar (3e) de plantas de feijao de 3 expe

rimentos distintos tratadas com dcido giberélico ou

benziladenina (50ppm). Os dados representam a média

de 10 plantas.
++ significancia a nivel de 1%
+++ significancia a nivel de 0,1%

N.S. ndo significante

Tabela 3a ~ altura total da planta {cm)

controle acido giberélico
Exp.1 5,9 11,2"%*
Exp.2 5,5 7,577
Exp.3 6,4 9,37

Tabela 3b - comprimento de hipocotilo (cm)

controle acido giberéli-o
Exp.1 4,5 7,4%%7
Exp.2 3,8 4,977
Exp. 3 4,5 6,77 "

benziladenina
2‘9+++_
4,6+++

5,7 N.S.

benziladenina
2,4+++
2’,7-{~++

4,2 N.S.



Tabela 3c - comprimento de epicdtilo (cm)

controle acido giberélico benziladenina
Exp.1 1,4 3,87 57
Exp.2 1,7 2,477 0,07
Exp. 3 1,9 2,67%" 1,57+

Tabela 3d - espessura do caule

controle acido giberélico benziladenina

+4+

" Exp.1 3,07 2,70 3,837

Tabela 3e - 3rea foliar (cmz)

controle icido giberélico benziladenina
Exp.1 S 27,2 24,4 N.S. 14,97%7
Exp.2 19,2 15,0"* 13,2%*

Exp.3 16,5 13,077 ' 5,07
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parece que a diminuicao no comprimento total fei devida mais a
uma diminuigao do epicotilo que no hipocotilo (p < 0,001). Além
das alteracoes em comprimento total, os tratamentos promoveram
modificagoes na espessura do caule, sendo que sob tratamento de
GA3 houve uma diminuigdo de 12% na espessura (p < 0,001) e sob
tratamento de 6BA, ao contrario, houve um aumento de 30% na es-
pessura do caule em relagac ao controle (p < 0,001) (tabela 3d).

Ambos os tratamentos diminuiram a drea foliar, sendo es
ta diminuicdo mais acentuada sob tratamento de 6BA. Tratamento
de GA, provocou uma diminuig¢do de 20% na area foliar(p < 0,011),
enquanto que o tratamento de 6BA provocou diminuicdo entre 30 e
70% (p < 0,001) (tab., 3e).

Os dados para pesos fresco e seco de raiz, folhas e co-
tiledones destas plantas sdo mostrados nas tabelas :4 e 5, No
caso do caule, os dois tratamentos aplicados nao promoveram al-
teragoes significativas com relacao ao peso quando comparados
com o controle, como visto anteriormente (fig. 15f e 17b).

Analisando-se os dados para peso fresco observa-se que
o tratamento de GA, parece ter afetado, dentre os varios Srgaos,
apenas as folhas, as quais tiveram uma diminuic3o em peso de 22
a 50% em relagao ao controle (p < 0,001)., O tratamento de 6BA
ao contrario, provocou alteracdes altamente significativas no
peso fresco de folhas, raizes e cotilédones (p < 0,001).

Em folhas e raizes houve uma reducao no peso respectiva
mente de 50% e 65%, enquanto que nos cotilédones o efeito foi o
de aumento de peso. Este dado para cotilédones veio a confinnar
a proposicao anterior que sob tratamento ue 6BA os cotilédones
perdiam peso mais lentamente que os cotilédones de plantas con-
trole, tanto assim, que o peso fresco dos cotilédones tratados
foi . 70% maior que o de cotilédones de plantas controle (p <
0,001).

A tabela 5 mostra a distribuicido de peso seco de raizes,
folhas e cotilédones de plantas sob tratamento com GA, ou 6BA .
A analise dos dados mostrou que as alteragoes de peso seco fo-
ram reflexo daquelas vistas para peso fresco, podendo desta for
ma serem os dois parametros medidas validas para o estudo dos
tratamentos aplicados. No caso de GA, novamente apenas a folha
foi afetada (p < 0,01), a qual teve uma diminuicio de cerca de
40% em relacao as folhas de plantas controle. |



Tabela 4 -

Folha
Exp.
Exp.
Exp.

R s T T

Exp.

Raiz
Exp.1
Exp.2
Exp.3
Exp.4

Cotilédone
Exp.1
Exp.2
Exp.3
Exp.4

Medidas de peso fresco (mg) de folha, raiz, e coti
lédones de plantas de feijdo de 4 experimentos inde

pendentes, tratadas com acido giberélico ou benzila

~deinina (50ppm). Os dados representam a meédia de 10

plantas.
N.S. nao significante
++ significancia a nivel de 1%

+++ significancia a nivel de 0,1%

controle acido giberélico benziladenina
603 a7zttt - 2147
7%2 573" 5117*Y
546 250" 3267 Y
947 - 51177
986 921 N.S. 1107
1259 1166 N.S. 43577
690 553 N.S. 328777
799 - 414t t*
141 154 N.S. 2847
01 97 N.S. 144%"7
109 113 N.S. | 15377
124 - 220"



TABELA 5 - Medidas de peso seco (mg) de folha, raiz e cotilédo
nes de plantas de feijao de 3 experimentos indepen
dentes, tratadas com acido giberélico ou benziladeni
na (50ppm).

+ significancia ao nivel de 5%
++ significancia ao nivel de 1%
+++ significancia ao nivel de 0,1%

N.S. nao significante

controle acido giberélico benziladenina

Folha

Exp.1 88,2 65,3"" | 33,60 "

Exp.2 87,4 44 ,0%** 55,67

Exp.3 - - -
Raiz .

Exp.l 72,8 69,7 N.S. 12,07

Exp.2 54,2 47,3 N.S. 21,27

Exp.3 51,9 - 31,6
Cotilédone

Exp.1 26,6 © 27,1 N.S. | 68,1 "

Exp.2 19,5 21,5 N.S. 29,57%"

Exp.3 22,6 - 45,8%*F
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Sob tratamento de 6BA as folhas e raizes tiveram seu pe
so diminuido, sendo, novamente, o efeito sobre as raizes mais
acentuado que sobre as folhas.

Em cotilédones, o efeito de tratamento de 6BA sobre pe-
so seco fol mais marcante que sobre o peso fresco, tendo estes
cotilédones um aumento em peso seco de mais de 100% em relacdo
ao controle. Isto talvez tenha ocorrido uma vez que, tendo-se
como parametro o peso fresco, a expansao das células hidratadas
pode ter mascarado o efeito de 6BA em cotilédones.

Em resumo, os dados destas duas tabelas estabelecem que
com tratamento de GA3 apenas as folhas foram afetadas, tendo

seu peso diminuido; enquanto que sob tratamento de 6BA tanto fo
lhas e raizes como cotilédones sofreram alteracoes, tendo 0s
dois primeiros orgaos sofrido uma redugdo em peso, contra um au
mento de peso apresentando pelos cotilédones em relacio as plan
tas controle. '

_ Uma vez verificado o efeito tanto de GA3 como de 6BA so
bre a distribuicio de matéria seca, passou-se a analisar efeito
destes tratamentos também sobre a distribuicao de proteinas nos
diversos orgdos das plantas.

Os dados de distribuicao do contetdo protéico de folhas,
raizes e cotilédones destes experimentos sdo vistos na tabela 6.
Os dados para o caule nao foram significantemente diferentes,
sob estes dois tratamentos, em relagao ao controle.

Sob tratamento de GA3 nenhum dos orgaos apresentou modi
ficagoes no contelido protéico em dois experimentos (tab. 6a e
6b), em relagao ao controle. Entretanto, sob tratamento de 6BA
o contelido protéico de cada Orgdo sofreu nitidas mudangas em re
lagao ao controle (p < 0,001). As folhas, por exemplo, tiveram
seu contetudo protéico diminuido em 55%, e as raizes em  60%
(tab. 6a). Como visto anteriormente para peso seco, o tratamen
to de 6BA também retardou a degradacao de proteinas de reserva,
assim as plantas no 10° dia de crescimento, quando as reservas
protéicas em cotilédones de plantas controle estiao no final, o
contelldo em proteinas em cotilédones tratados € tres vezes maior
(tab. 6a). Estes resultados para cotilédones foram novamente
confirmados em um outro experimento (tab. 6b), onde plantas com
12 dias de idade, tratadas com 6BA, mostraram mais proteinas
nos cotilédones que as plantas controle.



TABELA 6 - Contefido protéico (ng) em folhas, raizes e cotilédo

nes de plantas de feijao com 10 dias de idade (62a)

ou de cotilédones de plantas com 12 dias de idade
(6b), concentracido de proteina em plantas com 10
dias de idade (6¢) e concentragao de clorofila en

plantas com 12 dias de idade (6d).

O0s dados representam a média de 10 plantas
+ significancia a nivel de 5%

++ significincia a nivel de 1%

+++ significancia a nivel de 0,1%

N.S. nao significante

Tabela 6a - conteldo protéico em raiz, folhas e cotilédones

controle acido giberélico benziladenina
folha 17265 14760 N.S. 77617
: b+
raiz 4744 © 5032 N.S. . 1808
cotilédone 938 1071 N.S. | 30237

Tabela 6b - contelGdo proté€ico em cotilédones

controle acido giberélico benziladenina

cotilédone 505 400 N.S. 114477
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Embora a quantidade de proteina nas folhas tenha dimi-
nuido sob os dois tratamentos, os efeitos concomitantes de redu
cao de peso fresco e a area foliar provocaram um aumento na con
centragdo de proteinas neste tecido (tab. 6¢). Folhas tratadas
com 6BA mostram 6,4 ug a mais por mg de tecido fresco e as tra-
tadas com GA3 8,7 ug/mg de peso fresco., Entretanto, quando a
concentragdo de proteinas foi expressa em termos de ug/cm2 de
area, apenas tratamento de 6BA mostrou efeito significante, uma
vez que a redugdo em Area sob tratamento de GA nao foi marcante
como em termos de peso fresco.

Foi notado, tanto em plantas inteiras como em cotilédo-
nes destacados (experimentos relatados posteriormente), que sob
tratamento de 6BA o tecido & de um verde mais intenso que o de

‘plantas controle, sugerindo influéncia de 6BA na concentracao

de clorofila destes tecidos.

Isto foi comprovado num experimento cujos dados sao apre
sentados na tabela 6d. Novamente tanto peso fresco como drea
foliar foram reduzidos sob tratamentos de 6BA (p < 0,001). Ob-
serva-se também que em folhas de plantas tratadas com 6BA o con
tetido de clorofila foi 54% maior que o de folhas de plantas con

trole. Com o efeito concomitante de redugao de peso fresco e

~area foliar sob este tratamento, a alteracao na concentracao de

clorofila na folha das plantas tratadas foi ainda mais acentua=-
da, havendo um aumento de cerca de 300% em relacdo as plantas
controle.

4, Influéncia do tratamento de acido giberélico (GA,) e benzi-

ladenina (6~BA) sobre a atividade de amilases e proteases.

Uma vez visto nos experimentos de crescimento que o tra
tamento de benziladenina poderia influenciar a distribuicao de
matéria seca e protéica na planta, passou-se a analisar o efei-
to deste tratamento sobre a atividade de amilases e proteases,
enzimas estas responsaveis pela degradagdo das principais reser
vas da semente,

Apesar do tratamento de acido giberélico nao ter mostra
do diferencas significativas na distribuiciao de reservas, tam-
bém estudou-se a possivel influéncia deste hormonio sobre a ati



Tabela 6c - concentracao de proteina na folha

controle
P.F.(mg) 760, 0
Area (cmz) 18,5
ug/mgP.F. 22,7
ug/cm2 933,0

Tabela 6d - concentracao de clorofila na folha

P.F. (mg)
Area (cmz)

contetdo de
clorofila (ug)

ug/mg P.F.
ug/cm2

acido giberélico benziladenina
44 & 4+
470 ,0 2670
11,9+++ 5’4+++
31,477 20,17
1240,0 N.S. 1437,0° "
controle benziladenina
947,00 511,07 7%
127,20 14,5%""
330,00 ‘ | 508,07 FF
0,35 1,177

12,10 37,97+t
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vidade enzimatica, uma vez que esta analise poderia revelar efei
tos menores, nio detectaveis através da determinacdo do contel-
do em matéria seca e protéica nos varios orgdos da planta.

Para a analise da atividade enzimatica de amilases e
proteases em cotilédones de sementes germinadas de feijao foi
necessario estabelecer, em experimentos preliminares, os seguin
tes pontos: escolha de um substrato adequado; determinagao do
periodo de atividade enzimatica do extrato; determinagdo do pH
otimo para esta atividade; determinagio do periodo de linearida
de da reacao, sem haver limitacdo pelo substrato escolhido, e de

terminacio da temperatura adequada para a atividade enzimatica.

431. Dosagem da atividade de amilases

Depois de varios testes preliminares o substrato mais
satisfatorio foi fécula de mandioca e amido de milho, uma  vez
que este material teve baixo teor de maltose endogena na fari-
nha, tendo uma absorbancia minima nos controles (brancos) da
reacdo. Outros amidos testados (MERCK e CARLO ERBA), embora sa
tisfatdrios, apresentavam maior absorbancia nos controles, indi
cando ja a presenca de pequenas quantidades de maltose.

As figuras 18a - 18c mostram que a produgao de maltose
durante a reacgao foi linear com o tempo, durante 20 minutoss
quando entdo houve decréscimo na taxa de liberacao de maltose
com o tempo. A maltose produzida veio da degradacao do substra
to amido, pelas enzimas do extrato, como pode ser observado pe-
la figura 18a, onde sao mostrados os dados de produgao de malto
se tanto na auseéncia de extrato como na de substrato. Observa-
se que na auseéncia de extrato o teor de maltose dado pela absox
bancia a 535 nm foi extremamente baixo, comprovando a baixa quan
tidade de maltose no substrato. Na auséncia de substrato a pou
ca cor produzida foi devido a presencga de pequena quantidade de
maltose no extrato de cotilédones de feijao. Nota-se também
que ndo houve alteracdo na quantidade de maltose com o tempo,
significando que nao houve auto-hidrolise da amostra. Extratos
fervidos ndo mostraram nenhuma atividade amilolftica.

Foram testados varios volumes de extrato para 1 ml de




FIGURA 183. Atividade amilolitica a 30°¢C de

extratos de coti-
lédones feijdo,

medida através de producido de ma

tose com o tempo, utilizando amido como substra-
to (e}.

(4) maltose produzida na auséncia de substrato
(¥) maltose produzida na ausencia de extratos.

FIGURA 18b-c Atividade amilolftica ep PH 5.7 (b) e

amilolitica em pH 7,3 (c) de extratos d
dones de feijao,

atividade
e cotilé-
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substrato, durante 7 minutos de reagcdo. Os dados sio mostrados
na figura 19a, onde observa-se que a quantidade de maltose pro-
duzida durante a reacdo foi diretamente proporcional ao volume
de extrato utilizado até 0,7 ml, acima do qual o substrato come
¢ou a ser limitante. Assim, em experimentos futuros foi esco-
lhido o volume de 0,5 ml de extrato, o qual mostrou uma boa ati
vidade enzimatica.

Observa-se pela figura 19b que a atividade amilolitica
dos extratos foi mantida sem perdas por um periodo de pelo me-
nos tres horas apds a maceracdo do tecido. Nos experimentos
posteriores o extrato foi utilizado dentro de um prazo  maximo
de 30 minutos apGs a maceracdo, sendo portanto eliminada a pos-
sibilidade de perda de atividade do extrato.

Varias temperaturas foram testadas para a reagao da ami
lase (fig. 19c¢). Foi observado que, nas temperaturas analisa-
das, a liberacado de maltose foi proporcional ao aumento de tem-
peratura, sendo necessario um aumento de 259C para dobrar a
quantidade de maltose liberada. Para experimentos futuros foi
escolhida a temperatura de 30°C, uma vez que a atividade de ami
lase foil bastante alta, além de que esta temperatura estava
mais proxima das condicdes ambientais em que as plantas de fei-
jao foram crescidas.

Para verificar o efeito do pH na atividade de amilases
0 substrato foi preparado em tampao fosfato de potassio em va-
rios pHs. Os dados sao apresentados na figura 20. Observa-se
que a prbdugéo de maltose foi linear com o tempo durante os pri
meiros 15 minutos de reac@o em todos os pi's testados. Observa-
se também que o controle sem extrato nio liberou maltese com o
decorrer da experimentacio (fig. 20J, Em pHs mais acidos
(fig.‘ZOa - b}, pelo fato da reaciao ser muito mais lenta, a pro
ducao de maltose continuou linear até o final da experimentacio,
enquanto em outros pHs a linearidade foi interrompida, provavel
nente por falta de substrato.

Colocando-se os dados de maltose liberada em 5 minutos
de reagao contra o pH (fig. 21a) observou-se maior atividade en

zimatica entre pH 4,5 e 6,5, contando-se como irregular a ativi
dade encontrada em pH 7,7. Aumentando-se a variagao de pH en-
tre 4,0 e 8,0 em um segundo experimento, verificou-se que o pH
6timo para a reacio esta entre 5,0 e 6,0 (fig. 21b), tendo sido
escolhido para experimentos futuros o pH §5,5.



FIGURA 19a.

FIGURA 19b.

FIGURA 19c.

Efeito do volume de extrato de cotilédones de fei

jao na producdo de maltose durante 7 minutos  de
reacao.

Viabilidade da atividade amilolitica do extrato de
cotilédones de feijio medida através de maltose
produzida ap6s 7 minutos de reacgdo.

Efeito da temperatura na atividade amilolitica de
extratos de cotilédones de feijdo apos 7 minutos
de reaicao.
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FIGURA 20, Efeito do pH na producdo de maltose por extrato
de cotilédones de feijao durante 20 minutos de
reagdo (a-i), ou na auséncia de extrato (j).
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FIGURA 21. Efeito do pH na atividade amilolftica de extratos
de cotilédones de feijdo, medida através de produ
cao de maltose, durante 5 minutos de reacao.
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da

2t Dosagem da atividade de proteases

No caso de atividade proteolitica foram testados dois
substratos, hemoglobina de boi e caseina, em varios pHs, cujos
dados sao mostrados na figura 22.

A caseina, sendo pouco soliivel em pH acido, foi testada
entre pH 5,0 e 8,0 (fig. 22a). A hemoglobina foi testada entre
pH 2,0 e 10,0 (fig. 22b). Em ambos os casos a maior atividade
foi observada em pH acido, sendo menor a atividade acima de pH
7,0. Os valores de atividade proteolitica onde a reacao foi pa
rada imediatamente (To) (fig. 22b) mostram que os extratos de co
tilédones tinham pouco aminoiacido livre em relacio aqueles pro-
duzidos pela agao proteolitica durante a reacdo. No caso de ca
seina, pode ser notado pela figura 22a, que os produtos libera-
‘dos em 4 horas de reacdao foram maiores que os liberados em duas
horas, particularmente nos pHs mais baixos. A maior atividade
encontrada para os dois substratos foi para caseina em pH 5,5
e para hemoglobina em pH 2,7. Como este pH para caseina coinci
diu com aquele para a atividade amilolftica, decidiu-se utilizar
este sistema, uma vez que o mesmo extrato poderia ser utilizado
para a anilise de amilase e protease. Nota-se, também, na figu
ra 22c que a liberacao de aminoacidos, durante quatro horas, foi
proporcional ao volume de extrato, sendo linear entre 0,1 e 0,7
ml. Assim em experimentos futuros utilizaram-se aliquotas de
volume entre 0,3 e 0,5 ml.

Num segundo experimento utilizando somente caseina foi
visto que, embora a reacao seja mais lenta que a de amilases,
houve linearidade durante o tempo da . Teacgao analisado
(fig. 23a-b). Novamente a atividade maxima, utilizando-se ca -
seina como substrato, foi ao redor de pH 5,5, confirmando os de
dos ja encontrados. Pela figura 23c nota-se que a atividade pro
teolitica foi duas vezes maior que aquela observada em pH basi-
co e que os produtos formados apos duas horas e meia de reacdo
foram somente 80% do valor obtido apos 4 horas de reacdo. Tam-
bém foram testadas varias temperaturas entre 10 e 40°C, sendo a
atividade proteolitica linear com o aumento de temperatura, ha-
vendo maior libera¢ao de aminoacidos livres a temperatura de
40°C, sendo portanto esta temperatura utilizada nos experimen-
tos futuros.




FIGURA 22, Efeito do pH na atividade proteolitica de extratos
de cotilédones de feijdo, medida através da libera
¢ao de aminoacidos livres, utilizando-se caseina
(fig. 223) ou hemoglobina (fig. 22b) como substra-
to. Cada ponto representa a média de 3 valores.
(4) atividade enzimatica apds 4hs (fig 22a e 22b)
(o) atividade enzimitica apos 2hs (fig 22a)

() tempo zero de reacao (To) (fig 22b)

FIGURA 22c. Efeito do volume de extrato de cotilédones de fei-
jao na atividade proteolitica apos 4hs de reacao.
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FIGURA 23a e 23b. Efeito do pH na atividade proteolitica de
‘extratos de cotilédones de feijdo até 4hs

FIGURA 23c.

de reacao, utilizando caseina como substra
to. Cada figura representa um experimen-
to.

Mudancas na atividade proteolitica de extratos
de cotilédones de feijao apos 2:30h de reacio(e)
e 4:00h de reacdo (4), utilizando caseina em pH
entre 5,0 e 11,0. (¥) controle, ou seja, reacao

proteolitica parada imediatamente.
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De posse dos dados obtidos nos experimentos prelimina-
res passou-se a analisar o efeito de tratamento de acido giberé
lico e benziladenina sobre a atividade enzimatica em cotilédmes
de feijao em varios estagios de desenvolvimento, tanto na pre-
senca como na ausencia de embrizo.

Em um primeiro experimento foi analisada a atividade ami
lolitica em cotilédones com e sem embrido de 2, 5, 7 dias de ida
de embebidos em agua, acido giberélico ou benziladenina, em con
centracao de 50 ppm (fig. 24a-f). Os resultados mostraram va-
rios pontos importantes: em cotilédones presos ao embriao
(fig. 24a-c) os tratamentos aplicados ndo tiveram efeito na ati
vidade amilolitica.

Em cotilédones destacados (fig. 24d-f) apenas o trata-
mento de benziladenina mostrou efeito sobre a atividade amiloli
tica, promovendo-a. Este efeito promotor aumentou com a idade
dos cotilédones, sendo que no 2° e 5° dias o tratamento de ben-
ziladenina foi capaz de substituir a presenca do embrido, e mno
7¢ dia de suplantd-la. Em cotilédones controle, embebidos ape-
nas em agua, a atividade amilolitica foi maior naqueles presos
ao embriao. Estes dados foram novamente colocados em grafico
(figs. 25a~c) para melhor visualizacao.

Para se comprovar definitivamente a ndo influéncia do
tratamento de acido giberélico sobre a atividade amilolitica de
cotilédones de feijdo e eliminar definitivamente este tratamen-
to dos experimentos posteriores foi feito um outro experimento
utilizando-se cotilédones com 5, 6 e 10 dias de idade, com ou
sem embriao., Os resultados sio mostrados nas figuras 26a-c, pa
ra cotilédones presos ao embridio e nas figuras 26d-f, para coti
lédones destacados. Nota-se que tanto para cotilédones destacados
como presos ao embrizo nio houve diferengas entre os controles
© o tratamento de acido giberélico. Entretanto, mais uma  vesz
se observa que para cotilédones controle a atividade amiloliti-
ca foi maior naqueles presos ao embrido (fig. 27). A excecdo
ocorreu nos cotilédones com 10 dias de idade, provavelmente de-
vido ao fato de que nesta época os cotilédones com embriio ja
s€ encontravam sem reservas, tendo por isto diminuido sua ativi
dade amilolitica, enquanto que para cotilédones destacados ist;
nao ocorreu, uma vez que nao existia fonte de consumo. Além dis
so, observa-se que embora o embrido ndo tenha sido  necessario

para a degradagdo das reservas, a sua presenca teve um efeito




FIGURA 24,

Atividade amilolitica de extratos de cotilédones
de feijao com (a-c) ou sem embriao (d-f) de 2, 5,
e 7 dias de idade embebidas em agua (e), GA3 (v)
ou 6BA (4). Cada ponto representa a m dia de 3
valores. 2 dias: a-d; 5 dias: b-e; 7 dias: c-f.
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FIGURA 25.

Comparagao da atividade amilolitica de cotilédo-

nes de feijao embebidos em agua, com {4) ou senm
(e) embriac de 2, 5 e 7 dias de idade. Cada pon
to representa a2 média de 3 valores.

a = 2 dias
b = 5 dias
c = 7 dias
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FIGURA 26,

Atividade amilolitica de cotilédones de feijdo
com {a-c) ou sem (d~f) embrifio de 5, 6 e 10
dias de idade, embebidos em agua (e) ou solu-
cao de GA, (¥J. Cada ponto representa a média
de 3 valores. 5 dias: a-d, 6 dias: b - e;
10 dias: e-f.
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FIGURA 27. Comparagao da atividade amilolitica de extratos de
cotilédones de feijdo embebidos em agua por 5, 6,
10 dias. (A) cotilédones com embrido, () cotilédo
nes sem embriao. Cada ponto representa a média de
3 valores. 5 dias: a; 6 dias: b; 10 dias: c.



o
=)
0]
Lie]
m
"
Q
L
-
-1
@
0
0
3
’_t
]
=

4000

3000

2000

1000

4000

3000

2000

1060

4000

3000

2000

1000

A

a
ry °
‘/

o7

Fy

i H 1
0 7 12

L i 4

\

Minutos de reagao



promotor na atividade amilolitica.

Estes dados estabelecem que o tratamento com Gasg nao pa-
rece influenciar a atividade amilolitica, o que estaria de acor
do com os resultados vistos no item 3, onde tanto a distribuigio
de matéria seca como a de proteinas ndo foram afetadas por este
tratamento.

Também foi demonstrado que o acido giberélico nao teve
efeito na atividade proteolitica; assim tanto para cotilédones
presos ao embrido (28 a) como cotilédones destacados (28 b), com
5 dias de idade, o tratamento com acido giberélico a 50 ppm nio
mostrou diferencas significantes. Embora nao havendo efeito do
tratamento sobre a atividade proteolitica, mais uma vez se ob-
servou que esta atividade foi maior na presenga de embriao.

A possibilidade de que outras concentracoes de dacido gi
berélico pudessem ter efeito na atividade proteclitica foi exa-
minada em cotilédones presos ao embrido, onde a atividade pro-
teolitica foi maior. Verificou-se entretanto que nenhuma das

® ¢ 107%M tiveram efeito quando

concentracdes testadas entre 10
comparadas com o controle (fig. 28c).

Os efeitos de benziladenina sobre a atividade de amila-
ses foram analisados em mais detalhes. Os dados sao mostrados
na figura 29a-m. Cotilédones de plantas com 2, 4, 5, 6, 7 e 10
dias de idade foram analisados, na presenca ou na ausencia de
embriao. Observa-se que em cada idade analisada o tratamento
com benziladenina tanto para cotilédones com embriao como coti~
l1édones destacados mostrou efeito acentuado, promovendo a ativi
dade amilolitica em relag@o ao controle, .onfirmando os resulta
dos anteriores.

Com as medias dos valores mostrados na figura 29 foram
calculados os coeficientes de correlagao (r) e os valores de in
clinacido destas retas (b), que equivalem a pyg de maltose libera
da por minuto, e que sao mostrados na tabela 7. Apesar de se
ter apenas trés pontos, os valores de (r) foram muito significan
tes, estabelecendo uma linearidade na produgaoc de maltose duran
te os primeiros 12 minutos de reagao, podendo-se desta forma
comparar os valores de inclinacao destas retas (b) para os va-
rios tratamentos em todas as idades analisadas. No caso de co-
tilédones controle com 2 dias de idade, com ou sem embrido, o
valor de (r) nio foi significante, nao havendo linearidade por

s



FIGURA 28,

FIGURA Z28c.

Atividade proteolitica durante 4h de reacgdo de ex-
tratos de cotilédones de feijao com 5 dias de ida-
de, com embrizo (fig. 29a) ou sem embriao (fig 29b)
embebidos em agua (e) ou GA; (¥).

Efeito de varias concentragoes de GA; na atividade
proteolitica de extratos de cotilédones de feijzo
com embrido, apos 2h de reacao.



620 nm ).

Aminoacido liberado ( D.O.

504

~ 20k

80 ¢

70 b

60 +

S0F

40 [~
30 |-

20

10

60

40

301

50

40 |-

20

FIGURA 28

o

\

qod

B

{
0. 2

Horas de reacao

o

24

0o 2 4

Horas de reagao

<
T P ey
umﬂy | | i | f
0 10~6 10"4 10”2

Concentrag¢ao de GA, (M)

3



FIGURA 29. Atividade amilolitica de extratos de cotilédones
de feijao com 2, 4, 5, 6, 7 e 10 dias de idade.
Com embriao (fig 29-a-c-e-g-i-m) e sem embrido
(fig 29-b-d-g-h-j-1), embebidos em agua (s) ou
6BA (4).
bias 2: a;

4: c;
5: e;
0: g;
7: i,
10: 1;

E= IR T - i T



FIGURA 29

a . b :
A &
3500° |- 3500}~ .
A
3000 | / 3000}
' A
F:y
[
2500 - 25004~
@ :
) . | A/
2000 . 2000{- /:/
@ o E s s
| — | @A@
1500 L 1500 }-
L [ j 1000 !
0 10 15 0 10
~ C B d
5000 | 3000+
4000 A/ 4000 |- /
A -
/@ & A
. r: :
3000 F A/ 3000 , /
2000 2 o A/ )
- 2000 [ A/
Lid
(4]
1000 | 1000 . ®
& = //&*/’/
|t I J ] { j

o
~
| e
~J
[en:]
~J
=

2




Maltose liberada

5000

4000

3000

2000

FIGURA 29

A
F
5000 L.
4000 L.
()
[
& 30001
2000 4-
1040 5~
i | 1 n
0° Vi 12

5000 |-

.
.
A
yd
- 4000 |
]
“//M: 3000 |

b

A

i

&

e

®

2000 -

A i000 L
A
&
i ! J -
0 7 1z

Minutos de reagao

=3




FIGURA 29

i o= -
J .
/A
- A
N
5000 |- _
4000 | A
| A
3000 [ @¢ﬂ~ﬂf“”“
[ 4]
2000 |
% /
| X / ® —8
®
g l I J R L ! ot
o 0 7 12 ) 0 7 12
g
rU
1 ¥]
Q
A
rt
P}
o i 1 -
m .
9 A ‘
o
= ///////; 6000 |
— A
‘ N
A o 5000 L.
A///////s
— /////// 4000 |-
-]
| 3000 I
3 2000 L.
—_
L1 ! — |1 l ]
0 7 12 0 7 12

Minutos de reagao



TABELA 7 - Coeficiente de correlagao {(r) dos valores de ativida
de amilotitica durante 12 minutos de reagdo e ativi
dade enzimatica/minuto (b) de cotilédones de feijdo
controle, destacados (C ) ou presos ao embriio (C+)
e de cotilédones tratados com benziladenina (S50ppm)

. destacados (Bh) ou presos ao embriao (B+).

-

Dias B o ¢ B B~

T b T b T b T b
2 0,901 52 0,837 77 0,972 102 0,857 106
4 0,997 243 0,999 106 0,990 321 0,999 295
5 0,991 238 0,990 98 0,990 467 0,998 414
6 0,987 232 0,996 163 0,996 368 0,985 366
7 0,951 74 0,985 103 0,926 299 0,992 392

10 0,985 213 0,999 292 0,996 344 0,998 315
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causa de uma mudanca na taxa de produgao de maltose, sendo a ta
xa mais rapida entre 10 e 15 minutos que entre 5 e 10 minutos
(fig. 29a e 29b); entretanto estes valores foram incluldos uma
vez que a quantidade de maltose produzida durante o experimento
foi bem mais baixa que em cotilédones de outras idades analisa-
das, sugerinde que a atividade neste dia foi pequena.

Para melhor visualizacdo das mudancas na taxa de hidro-
lise do amido pelas amilases os valores de b ( pg de maltose pro
duzida/minuto) foram plotados contra a idade da plantula
(fig. 30). Observa-se claramente nesta figura que, sob trata-
mento de benziladenina, a taxa de hidrolise do amido (valor de b)
tanto em cotilédones destacados como nos presos ao embriao foi
maior que em cotilédones controle. Esta taxa fol aumentando
com a idade dos cotilédones até atingir um pico maximo no 5¢
‘dia de crescimento, tanto em cotilédones tratados como no con-
trole, quando entao houve um ligeiro decréscimo devido, talvez,
ao esgotamento das reservas cotiledonares durante este periodo.

Embora em cotilédones tratados com benziladenina nao
tenha havido diferencas entre os destacados e os presos ao em-
briao, o mesmo nao aconteceu para o controle: neste caso, a ta
xa de degradacdo do amido em cotilédones na presenca do embriao
teve o mesmo padrido observado em cotilédones tratados, embora
menor; entretanto em cotilédones destacados a taxa de hidrdlise
foi bastante baixa até o 7¢ dia de crescimento, quando entao co
mecou a aumentar nitidamente, suplantando no 10° dia o valor da
taxa para cotilédones com embrizo.

Estes dados, em resumo, estabeleceram que embora o em-
brizo nao tenha sido necessario para o inicio da atividade enzi
matica em cotilédones controle, na sua presenca, esta atividade
foi invariavelmente maior. Também ficou evidenciado que o tra-
tamento com benziladenina pode substituir a presenga do embriao,
ou mesmo suplanti-la em alguns casos.

As figuras 3la e 31b mostram os dados para peso fresco
de cotilédones com embrido (3la) e cotilédones destacados (31bh)

e a figura 31c mostra o peso seco de embrioes utilizados no ex-

perimento anterior. O peso seco do embrido aumentou com o de~-
correr do tempo, quadruplicando de valor entre os dias 2 e 7 de
crescimento, apos o 7° dia nao houve mais aumento em peso do
embriao uma vez que as reservas cotiledonares ja tinham comega-
do a se esgotar.




FIGURA 30. Atividade amilolitica (pg de maltose/minuto) entre

o 2? e 10° dias de crescimento em cotilédones de
feijao destacados do controle (o), em <cotilédones
presos ao embriac do contfole (o), em cotilédones
destacados tratados com benziladenina (A) e em co-
tilédones presos ac embrifo tratados com benzilade

nina (4). Cada ponto representa a média de 3 valo
res.,
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0 crescimento em peso do embriao foi acompanhado por um
concomitante decréscimo no peso dos cotilédones a ele ligados
(31a) mostrando ter havido translocagao das reservas cotiledona
res para a plantula, sendo a taxa de translocacdo mais  rapida
entre os dias 3 e 6, coincidindo com o aumento nas taxas de hi-
drolise observadas na figura 30. E interessante notar que no
caso de cotilédones destacados nao houve perdas significantes
de peso, naturalmente devido a falta de fonte de consumo. Tam-
bém pede ser visto que o peso fresco de cotilédones destacados
foi maior nas plantas tratadas com benziladenina (fig. 31b) de-
vido, talvez, ao aumento do volume celular por absorcao de agua

provocado pelo tratamento, uma vez que esta € uma propriedade

de substancias com atividade citocininica.

A atividade proteolitica foi também analisada em cotilé
dones presos ao embrido, embebidos em dgua ou benziladenina. Os
resultados sao mostrados na tabela 8, onde observa-se que o tra
tamento com benziladenina teve um efeito promotor na atividade
proteolitica, embora este aumento nido tenha sido tdo grande co-
mo o observado para atividade de amilases.

Foi visto em experimentos anteriores que sob tratamento
de benziladenina houve aumento na quantidade de clorofila tanto
em folhas como em cotilédones e por este motivo resolveu-se ana
lisar a influéncia deste tratamento em cotilédones com embrido
ou destacados, na presenca ou auséncia de luz,

Uma vez que feijao € uma planta epigea, podendo portan-
to os cotilédones fixarem carbono, resolveu-se verificar se es-
ta nova contribuigao para o fornecimento Je carbono para o em-
briZo em crescimento teria efeito na atividade amilolitica e na
degradagao de reservas. Para isto, neste experimento, também
foi analisada a atividade de amilases e tomadas as medidas de
peso fresco de cotilédones e pesos fresco e seco de embrides,

Na tabela 9a tem-se o peso fresco de cotilédones, obser
vando-se que na luz, tanto em cotilédones controle como nos tra
tados com benziladenina, o peso fresco foi menor na presenga do
embriao, naturalmente pela existencia de fonte de CONSUMo
(p < 0,001). Isto foi igualmente observado para os cotilédones
colocados no escuro (p < 0,001).

O conteido de clorofila a e b & mostrado na tabela 9b.
Observa-se que cotilédones tratados com benziladenina apresenta



" TABELA 8 ~ Aminoacido liberado (ug de tirosina), depois de 2e 4
horas, em cotilédones de feijdo com 7 dias de idade,
com embrido, do controle ou tratados com benziladeni

na a 10"*M. 0s dados sio para cotilédones individua

is,
2 horas .4 horas
controle benziladeninsa controle benziladenina
7,0 9,5 9,5 12,5
7,5 9,0 11.5 12,5
7.0 11,5 11,0 16,0

7.2 10,0 ' 10.7 13,7



FIGURA 31. Peso fresco de cotilédones de feijao com embriio
(a) e destacados (b} tratados com benziladenina
(4} ou controle {e). Peso seco de embrides (c¢)
de plantas tratadas com benziladenina (&) ou con
trole (o). Cada ponto representa a média de 3

valores.
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ram maior quantidade de clorofila que cotilédones controle, e
que cotilédones destacados, tanto controle como tratados, apre-
sentaram maior quantidade de clorofila que cotiledones  presos
ao embridoc. A ordem crescente para o conteudo de clorofila
foi: cotilédone controle com embrido, cotilédone controle sem
embrido, cotilédones com embrido tratados e cotilédones sem enm-
briao tratados.

A proporcdo de clorofila a e b como componentes do to-
tal foi marcadamente constante em todos os tratamentos aplica=-
dos: a proporgdo de clorofila b em cotilédones com embrido ou
destacados, tratados ou nao com benziladenina, nio apresentou

variacoes significantes, na ordem de apenas 3%.

Os dados para a atividade amilolitica deste mesmo mate-
rial sao mostrados na tabela 9c. Observa-se que tanto na pre-
senca de luz como no escuro a atividade de amilase, nos varios
tratamentos, concordou com experimentos anteriores, isto g, 0
tratamento com benziladenina promoveu a atividade amilolitica
em rela¢ao ao controle tanto em cotilédones destacados como nos
presos ao embrido, sendo que nos primeiros a atividade foi maior.
Em cotilédones controle a atividade enzimatica foi maior naque-
les presos ao embriao, como vinha sendo visto nos experimentos
anteriores.

Em relacao ao tratamento de luz e escuro parece que apg
nas os cotiledones destacados com benziladenina foram afetados,
sendo que na luz a atividade foi maior que no escuro. A ausen-
cia ou presenca de embriZo tiveram o mesmo efeito em relacdo a
atividade amilolitica, tanto na luz como no escuro.

Uma vez que o tratamento benziladenina em concentragao
de 50 ppm (2x10"4M) mostrou grande efeito promotor na atividade
amilolitica, sendo esta atividade supra-Otima em relagdo aos co
tilédones controle com embrido, seria interessante verificar se
este efeito perduraria em concentracdes abaixo desta. Assim fo-
ram analisados cotiledones destacados ou presos ao embriao, com
4 dias de idade, tratados com benziladenina em concentragoes de
1077, 107, 107%, 107*

portantes foram observados como pode ser visto nas figuras 3Za-b.

M. Neste experimento varios pontos im-

Pela figura 32a nota-se que cotilédones que nao recebe-
ram tratamento de benziladenina (controle), a atividade daque-




TABELA 9 - Medidas de peso fresco em mg (9a), conteudo de cloro

fila a e b (ug) (9b) e maltose liberada(D.0O a 535nm)

. (9¢) em cotilédones de feijao destacados ou  presos

ao embriao do controle ou tratados com benziladenina

-4
10 "M, colocados na luz ou no escuro.

+ - . - o
C e C cotiledones controle com e sem embriao
+ - e . -
B e B cotiledones tratados com e sem embriao

+++ significancia a nivel de 0,1%

N.S. nao significante

Tabela 9a - peso fresco {mg)

1uz
escuro

+ - + -

C C B B
120 236 188 286
110 258 106 286

Tabela 9b - contelido em clorofila aeb ( g)

Luz

+ -t ' + -

C - C B B
clorofila a 67 156 176 347
clorofila E 52 132 151 310
total 119 288 327 657
% de b 44 46 46 47

Tabela 9c¢ - maltose liberada (D.0 a 535 nm). Cada valor repre

Luz

Escuro

senta a média de 6 cotilédones

c* ¢ B’ B~
27.9 17,9 34,9 62.4
29,1 15,4 31,6 43,3

Luz'x Escuro N.S. N.S. . N.S. +++
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les presos ao embriao foi quase duas vezes maior que a de coti-
lédones destacados. O fato dos cotilédones destacados terem
apresentado atividade amilolitica confirma novamente que embora
a atividade de amilases seja maior na presenca de embrifo, este
nao & completamente necessidrio para o inicio da degradacio das
reservas cotiledonares.

Em cotilédones tratados o efeito da aplicacfo de varias
concentragoes de benziladenina foi distinto em relacido a cotile
dones destacados ou presos ao embriZo. No caso de cotilédones
presos ao embrido ndao houve diferencas na atividade amilolitica
tanto entre as varias concentragdes aplicadas como em relacao
ao controle, mesmo as concentracoes de benziladenina  variando
de um fator de 1000, demonstrando que a atividade encontrada
foi independente do tratamento aplicado, parecendo ser controla
da pelo embriao. Entretanto, em cotilédones destacados com ben
ziladenina fol notado um aumento acentuado na atividade amiloli
tica com o aumento das concentracoes aplicédas, sendo que em con
centracao de 10”6M a atividade amilolitica encontrada foi igual

.y = .~ o~ -5
a de cotilédones presos ao embrido e em concentragtes de 10 ~ e

10"*M a atividade amilolitica em cotilédones destacados foi
maior que aquela vista em cotilédones presos ao embrizo.

0 peso fresco destes cotilédones & mostrado na figura 32b,
onde observa-se que os tratamentos aplicados nao tiveram efeito
sobre o peso dos cotilédones destacados ou presos ao embriao,
embora os segundos tenham apresentado menor peso, naturalmente,
‘pela existéncia de fonte de consumo.

Ja que coacentragdes menores que 10"5M tiveram  efeito
na atividade amilolitica de cotilédones tratados foi interessan
te observar se nestas concentracdes seria possivel detectar al-
teragoes na morfologia externa e distribuicdo da matéria  seca
de plantas tratadas, uma vez que as concentracoes aplicadas nos
experimentos anteriores ainda estavam acima desta (fig. 16 e 17
onde 12,5 ppm = 5x107°M; 25 ppm = 10" %M e 50 ppm = 2x107*M). As
sim plantas foram tratadas com concentracoes de 10“6, 10—S e
107" e apos 13 dias de crescimento, quando as reservas estavam

quase esgotadas, foi feita a analise de peso fresco, peso seco,
medidas de comprimento de hipocdotilo, epicotilo e area foliar.
Os dados sao ilustrados na figura 33, O tratamento com  estas .

- - -4 ~ .
concentracgoes, com excecao de 10 "M, nao mostrou efeito no com-




FIGURA 32a

FIGURA 32b

Efeito de varias concentracoes de benziladenina
na atividade de amilases de extratos de cotilé-
dones de feijdo destacados (a) ou com embrido (e)

Peso fresco de cotilédones de feijao com em-
briao (), destacados (4} tratados com virias
concentragoes de benziladenina. Cada ponto re-
presenta a média de 5 valores.
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primento de hipocdtilo e epicotilo (33b). Entretanto o peso se
co de raiz e folha e a area foliar foram mais sensiveis e estas

concentracoes mais baixas de benziladenina, apresentando dimi -
nuicio de crescimento com o aumento das concentragoes emprega-

das (fig. 33a-c). Estes dados mostram que as concentracoes mais

baixas de 6BA, apesar de atuarem sobre a atividade amilolitica

de cotilédones destacados  n3do mostraram grande influencia so-

bre a morfologia externa ou distribuic@o de matéria seca, uma

vez que no primeiro caso apenas a area foliar foi afetada. Tal-

vez seja esta a causa da diminuigao de peso seco das folhas e

raizes (por diminuicZo da area foliar), ndoc sendo portanto afe-

tada a distribuicdo de matéria seca cotiledonar, ja que os coti

l1édones nao apresentaram alteracdo de peso nas concentragoes tes
tadas (fig. 33a).

0 observado no experimento anterior que na presenca do
embrido o tratamento com benziladenina em concentragao de 10_4M
mostrou menor efeito sobre a atividade amilolitica que em coti-
1édones destacados mereceu nova analise, cujos resultados $ao
observados nas tabelas 10a e 10b. Pode ser novamente visto que
em cotilédones controle a atividade daqueles presos ao embriao
foi o dobro daquela observada em cotiledones (p < 0,001). 0
efeito de tratamento de benziladenina foi confirmado, isto €,
na presenca de embrifo a atividade amilolitica foi bem MEenor
que a observada em cotilédones destacados (p < 0,001). Entretan
to, cotiledones tratados com benziladenina mostraram invariavel
mente maior atividade que cotilédones controle, sendo a ordem
crescente para a atividade amilolitica a seguinte: controle sem
embriio, controle com embrido, tratados com embriao e tratados
sem embriao.

0 peso fresco destes cotilédones foi analisado e os da-
dos sao observados nas tabelas 1lla e 11b. Nota-se que tanto pa
ra cotilédones controle como para os tratados com benziladenina
o peso fresco foi maior em cotilédones destacados (p < 0,001).
Nos cotilédones destacados nao houve diferencas entre controle
e tratamento com benziladenina, mas nos presos ao embriaoc o tra
tamento diminuiu ligeiramente o peso dos cotilédones, sendo es-
ta diferenga significante a nivel de 5%. A analise estatistica
de pesos fresco e seco de embrides ndo mostrou diferencas signi
ficativas entre tratamento de benziladenina e controle.




FIGURA 33.

Medidas de peso seco (a) de raiz (a), caule (v)

cot. (o) e folhas (#) medidas de comprimento (b)
de hipocotilo (o), epicotilo (&) e area foliar
(c) de plantas de feijdo tratadas com varias con-
centracoes de benziladenina. Cada ponto repre-
senta a média de 10 valores.
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TABELA 10 - Atividade de amilase em cotilédones individuais de
feijdo, destacados ou presos ao embrido do controle
ou tratados com benziladenina. Os dados estao ex
pressos em D.0 a 535 nm x 10"2(1Oa]. As interagoes
entre cada um destes tratamentos estao na tabela 10b
C+ e C° cotilédones contrcle com embrido ou destaca

dos

B ¢ BT cotilédones tratados com embriao ou destacz

dos

+++ significancia a nivel de 0,1%

Tabela 10a

Cotilédone c” ¢’ B B"
1 14,2 21,4 43,9 26,2
2 13,3 26,2 68,0 29,1
3 17,3 26,0 47,7 39 4
4 9,2 25,4 53,0 25,2
5 18,6 22,8 52,0 37,9
6 11,7 21,9 53,9 35,7
7 10,4 23,8 52,2 45,9
8 12,8 21,4 58,0 34,7
z 13,4 23,7 53,6 34,3

Tabela 10 b

c* c” B" B~

+

- +okt +++ it

- - Tt +4+4

+

4t

jer IR v BN T
1
)
1



TABELA 11

TABELA 1la - Peso fresco (mg) de cotilédones de feijdo destaca-

dos ou presos uoc embriac, embebidos em dgua ou em
benziladenina (107 %M), utilizados para medida de
atividade enzimatica.(11a)

+

C e C - cotilédones do controle com e sem embrifo
3" e B” -~ cotilédones tratados com e sem embriao
Cotilédones c* Cﬁ B* B~
1 150 210 100 230
2 180 220 130 210
3 150 210 200 200
4 200 190 110 260
5 200 200 160 220
6 170 220 130 240
7 160 200 200 220
8 170 210 130 220
x 173 208 145 225

TABELA 11b - As interaccdes entre cada um dos tratamentos da ta-

bela acima.

+ significancia a nivel de 5%
++ significancia a nivel de 1%
+++ significancia a nivel de 0,1%
N.S. nao significante

- ++ + 44+

C

C - - +4+ - N.S.
B - - - e+t
B
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0 observado nos experimentos anteriores que o efeito de
benziladenina sobre a atividade amilolitica era maior em cotilé
dones destacados que nos presos ao embri@o, sugeriu que poderia
haver um controle pelo embrifo sobre a atividade amilolitica me
diada pela benziladenina exogena, atraves, talvez, de um inibi-
dor presente no tecido embrionario.

Esta hipotese foi testada partindo-se do principio que
a mistura do extrato de cotiledones com embrido (presenca de
inibidor) com o extrato de cotilédones destacados (auseéncia de
inibidor) resultaria num extrato cuja atividade emilolitica de-
veria ser menor que a soma da atividade amilelitica de cada ex-
trato em separado. Assim foi montado um experimento onde foram
feitas varias misturas de extratos de cotilédones destacados ou
com embrizo, tratados com benziladenina 10"4M, nas  proporgoes
de: 17:17, 17:37 e 3%:17, onde os sinais (+) e (-) signifi
cam extratos de cotilédones com embriao ou'sem,embriéo, respec-
tivamente.

A tabela 12a mostra a atividade de seis cotilédones tra
tados com benziladenina na presenca ou ausencia de embriao, on-
de 0,25 ml de extrato foi incubado com 1 ml de amido. Novamen-
te foi verificado que a atividade em cotilédones sem embriao foi
maior que aquela de cotilé&dones presos ao embriao {p < 0,001).

0 extrato de quatro destes cotilédones (com ou sem em-
brido) foram utilizados para a analise de inibidor, através das
misturas mencionadas acima. A atividade enzimdtica de 0,5ml da
mistura destes extratos ¢ mostrada na tabela 42b. Pode ser vis
to como esperado que onde a proporgac de extrato de cotilédones
com embriao foi maior (possivel presenga de inibidor) a ativida
de da mistura dos extratos foi menor. Assim as médias das ati~
vidades amiloliticas s3o crescentes da coluna um para a coluna
tres.

Na tabela 12c¢ siao apresentadas evidencias da presenga
de inibidor. A coluna c apresenta o valor esperado para a ati-
vidade da mistura dos extratos na auséncia de inibidor, basea-

dos sobre os dados da tabela 12a: assim, 0,5 ml da mistura de

+ .- - e ey s . . .
1 :1 , se nao houvesse inibidor, deveria apresentar uma ativi-

dade amilolitica equivalente a soma das atividades de cada com-
ponente da mistura em particular, ou seja, 19,1 + 45,4 = 66,5
(0,25 ml® o+ 0,25 ml ), entretanto pode ser visto na coluna D que



TABELA 12

Tabela 12a - Maltose liberada (D.0. a 535 nm x 102) em 0,25 ml

Cotilédone

1

X1

de extrato de cotilédones de feijao, destacados ou

presos ao embriao, tratados com benziladenina -

-4

10 "M.

Com embriao Sem embriao
19,1 45,4
14,2 36,4
13,8 42,2
15,6 41,6
22,3 45,9
18,8 . 36,4
17}3_ 41,5

Tabela 12b - Maltose liberada (D.0. a 535 nm x 102) em 0,5 ml

Cotilédone

de misturas de extratos de cotilédones de feijao
tratados com benziladenina, destacados (-} ou pre

sos ao embriao (+).

MISTURAS
1 2 3
3t .1 171" 1*.3”
23,3 32.0 35,8
25,8 34,6 42,8
20,8 37,9 40,2
27,8 ' 35,7 44,0

24,4 35,0 40,7



Tabela 12¢ - Valores esperados e valores observados para 0,5 ml
' de misturas de extratos de cotilédones de feijdo

nas proporcdes de 3 :17; 17:17 e 37:17. 0s sinais

(+) e () significam presenca ¢ ausencia de embrido

respectivamente.

PLANTA A B C D

mistura valor observado valor esperado valor observadoe
+ - pela tab. 12a (soma da col. B)

3:1 28,8 + 22,7 51,5 23,3

1 1:1 19,1 + 45,4 66,5 32,0

1:3 68,1 + 9.6 77,7 35,8

3:1 21,3+ 17,3 ' 42,6 25,8

2 1:1 14,2 + 34,6 48,8 34,6

1:3 51,9 + 7,1 59,0 42,8

3:1 20,7 + 21,1 - 41,8 20,8

3 1:1 13,8 + 42,2 56,0 37.9

1:3 63,1 + 6,9 70,2 40,2

3:1 23,4 + 20,8 44,2 27,8

4 1:1 15,6 + 41,6 57,2 35,7

| 1:3 62,4 + 7,8 70,2 44,0

Calculo dos valores da coluna B

~ Tomando-se como exemplo a proporcao de 3717 da planta 1, tem-se:

3+:1- equivale a 0,375 ml do extrato com embriao: 0,125 ml do extrato de co
tilédones destacados.

Se 0,25 ml de extrato de cotilédones com embrifo equivalem a 19,1,
entao 0,375 ml equivalem a 28,8,

Se 0,25 ml de extrato de cotiledones destacados equivalem a 45,4,
entao, 0,125 ml equivalem a 22,7,

Assim, o valor esperado para a mistura na proporgac de 37117 serd
28,8 + 22,7 = 51,5,
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a atividade observada nas misturas foi sempre menor que o valor
esperado para a soma dos componentes, indicando que cotilédones
com embriac nao simplesmente apresentavam menor quantidade de
enzimas, mas, ao contrario, apresentavam um inibidor que pode
afetar a atividade enzimatica de extratos de cotilédones desta-
cados.

Este experimento foi repetido em mais detalhe utilizan-
do-se além das misturas de extratos jd mencionadas, misturas de
extratos onde aquele supostamente com inibidor foi fervido a
fim de destruir a atividade amilolitica presente. Desta vez nio
foram utilizados cetilédones individuais, mas sim extrato de 10
cotiledones.

O primeiro passo neste experimento foi mostrar que ex-
tratos de cotilédones com embrido apresentavam realmente menor
atividade amilolitica que os destacados. Isto foi confirmado
pelos dados da tabela 13a, onde a atividade de cotilédones conm
embrizo foi somente 35% da atividade de cotilédones destacados.
Tendo sido estabelecido que a atividade dos dois extratos foi
bem distinta, procurou-se¢ obter o valor de atividade amiloliti-
ca para volumes diferentes destes extratos (fig. 34) para se po
der posteriormente calcular a atividade das misturas feitas on-
de ha diferentes volumes de cada extrato analisado. Pela figu-
ra 34 pode ser observado que a atividade amilolitica foi funcio
do volume da aliquota, obtendo-se uma relacdo linear(p< 0,001).
Através destas retas calculou-se a atividade amilolitica para
0,125 m1, 0,25 ml e 0,375 ml, que foram os volumes utilizados
nas misturas feitas. As absorbancias obtidas a 535 nm para es-
tes volumes sdo também dadas na figura 34.

A seguir a atividade de misturas com proporgoes diferen
tes de extratos de cotiledones com ou sem embrido foram analisa
das: as proporcoes foram 3 :17, 17:17 e 17:37 e os dados
sao mostrados na tabela 13b. Nota-se novamente que as misturas
que continham maior proporcdo de extrato de cotilédones destaca
dos tiveram maior atividade.

0 extrato que possivelmente teria inibidor foi fervido
e novamente sua atividade foi testada para varios volumes., No-
ta-se pela figura 34 que este tratamento foi efetivo, removendo
a atividade enzimatica. O pequeno aumento observado na densida
de O0tica foi devido & pequena quantidade da maltose no extrato,



FIGURA 34, Atividade de amilase, durante 7 minutos de reacao,
em varios volumes de extratos de cotilédones  de
feijao, tratados com benziladenina, na ausdncia (&)
ou presenca de embriao (®) ou de extrato fervido
na presenca de embriac (v).
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que obviamente aumenta com ¢ aumento do volume da aliquota. As-
sim, as misturas anteriocres foram repetidas, mas desta vez uti-
lizando-se o extrato fervide de cotilédones com embrifo. Estes
dados sao mostrados na tabela 13c. Novamente foi notado que a
mistura que teve maior quantidade de extrato sem embrido foi a
que apresentou malor atividade. Mas, nota-se esta vez que, em
comparacao com os dados da tabela 13b, a atividade das misturas
foi menor uma vez que uma parcela das enzimas foi destruida pe-
la fervura. Através dos dados obtidos para a atividade amiloli
tica em volumes diferentes foi possivel comparar os valores ob-
servados com os valores esperados, podendo ser verificado a exis
tencia ou nido de inibidores. Estes dados sdo mostrados nas ta-

belas 13d (extratos nao fervidos) e 13e (extrato fervido).

Ambas as tabelas mostram na primeira coluna os volumes
de extratos de cotilédones com e sem embrido presentes na mistu
ra. A segunda coluna mostra a absorbancia esperada (através dos
dados calculados pela figura 34) e a terceira coluna mostra os
dados observados para cada mistura, dados estes provenientes
das tabelas 13b e 13c. Nota-se que para todas as misturas,
antes da fervura, e ap6s a fervura, que a atividade observada
fol sempre menor que aquela teoricamente esperada e que apos
ferver o observado foi ainda menor. Esta diminuicao mostrada
na Ultima coluna da tabela 13e n3o foi devido simplesmente a
uma redugao proporcional em relacdo aos valores da tabela  13d
para cada mistura, mas foi relativamente maior onde a proporcio
de extrato de cotilédones com embrifc foi maior. Isto sugere
que embora a fervura tenha destruido a enzima, o inibidor perma
neceu, havendo conseqlientemente mais inibidor para menos enzima
em cada mistura e assim os efeitos de inibicao foram maiores na
mistura com a proporcao de 3%.3” que na mistura de proporgao
17:37,

Uma vez demonstrado que o tratamento de  ben:iladenina
teve efeito sobre a atividade amilolitica em cotilédones de fei
jao, resolveu-se verificar se este tratamento teria influ®ncia
sobre o padrao de desenvolvimento da atividade amilolitica e
proteolitica durante o crescimento da plantula. Assim, de plan
tas com 3, 5, 7, 9 e 11 dias de idade foram retirados os cotilé
dones e analisados para a atividade amilolitica e proteolitica.

Os dados para peso fresco de cotilédones e embrices es-



- TABELA 13

Tabhela 133 -

" Tabela 13b -

Tabela 13¢c -

Atividade amilolitica (D.O. a 535 nm) de 0,5 ml da
extracao de cotilédones de feijac com (+) ou sem

(-) embriao.

extrato (+) | extrato (-)

0,566 0,852

atividade amilolitica de 0,5 ml de misturas de ex

tratos de cotilédones com (+) e sem (~) embrido

Misturas D.0. 535nm
371 0,702
1%.17 0,720
1*.3” 0,821

atividade amilolitica de 0,5 ml de mistura de ex

tratos de cotilédones sem embrido (-) e de extrato

fervido de cotilédones com embrido (+).

Misturas D.0, 535nm
+ -
31 0,420
171 0,642
+ -

1 :3 : 0,858




Tabela 13d - valores esperados e valores observados para 0,5 ml

de misturas de extratos com (+) e sem (-) embrido

Misturas (ml) D.0O. esperada

+ - (535 nm)
0,375 0,125 0,535 + 0,390 0,925
0,250 0,250 0,397 + 0,649 1,046
0,125 0,375 0,259 + 0,908 1,167

D.0. observada
(535 nm)
0,702
0,720

0,821

Tabela 13e - valores esperados e valores observados para 0,5 ml

de misturas de extratos de cotilédone sem

embriao

(-) e de extratos fervidos de cotilédones com enm

briao (+)

Misturas (ml) D.0. esperada

+ - (535 nm)

0,375 0,125 0,180 + 0,390 0,570
0,250 0,250 0,168 + 0,649 0,817
0,125 0,375 0,155 + 0,908 1,063

D.0. observada
(535 nm)
0,420
0,642
0,858
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tao nas figuras 35a-b, Observa-se que houve translocacac do ma
terial do cotiledone para o embrido durante o crescimento da
plantula, uma vez que houve diminuicio do peso dos  cotilédones
acompanhada por um aumento no peso do embrifo. FEste crescimen-
to foi menor em plantas tratadas com benziladenina, tanto em
termos de peso fresco como de peso seco (fig. 35b-c). Assim nos
ultimos dias do experimento os cotilddones tratados apresenta-
ram maior peso fresco que o controle, devido a menor transloca-
¢ao de reservas (fig. 35a).

0 desenvolvimento da atividade amilolitica foi examina-
do entre os dias 3 e 11 (fig. 36a), desde que em xperimentos
preliminares nao foi encontrada atividade amilolitica antes de
44 horas de embebicao da semente. Observa-se apds o 39 dia de
germinacao que a atividade em cotilédones tratados foi maior que
a atividade em cotilédones controle em todas as idades examina-~
das. Embora tenha havido diferencas na atividade enzimatica en
tre os tratamentos de benziladenina e controle, o padrio de de-
senvolvimento desta atividade foi semelhante nos dois casos: au
mentando de uma maneira linear entre o 3¢ e 99 dias de cresci -
mento, €poca em que as reservas foram rapidamente utilizadas
{fig. 35a), tendo uma diminuic@o drastica somente no 11° dia,
quando as reservas cotiledenares ja estavam esgotadas. No g¢
dia de crescimento a atividade amilolitica alcancou seu pico ma
ximo, sendo em cotilédones controle 240% maior e em cotilédones
tratados 315% maior em relacao ao 3% dia de crescimento.

A influéncia do tratamento de benziladenina sobre a ati
vidade proteolitica também foi analisada (fig. 36b). Como ob-
servado para amilases (fig. 36a), a atividade proteolitica foi
maior em cotilédones tratados em todas as idades testadas. O pa
drao de desenvolvimento desta atividade foi semelhante nos dois
casos. As mudancas na atividade proteolitica nZo foram tio ni-
tidas como aquelas observadas para amilases: enquanto houve um
aumento continuo na atividade amilolitica até o 9° dia de cres-
cimento, a atividade proteclitica aumentou até o 5°¢ dia, manten
do este nivel constante até o 9° dia, diminuindo apds este pe-
riodo.

Este experimento fol repetido em mais detalhe, analisan
do-se a atividade de amilases, tanto de o amilases como de Bami

lases, proteases, mudancas nos niveis de aclicares livrese amino

-




FIGURA 35. Peso fresco de cotilédones (a), peso fresco (b) e
seco (c) de embrices de plantas de feijZo contro-
le (¢} ou tratadas com benziladenina (a). Cada
ponto representa a média de 6 valores.
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FIGURA 36.

Atividade amilolitica (a) e proteolitica (b) em
extratos de cotilédones de plantas de feijao
controle (o) ou tratadas com benziladenina (a).

Cada valor representa a média de 6 cotilédones.
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acidos livres em cotilédones e embrices de plantas tratadas com

benziladenina 107

M, ou em plantas controle.

As figuras 37a-b-c mostram respectivamente os dados pa-
ra peso fresco de embriGes e cotilédones e peso seco de enbrides
durante o desenvolvimento das plantas.

Observa-se na figura 37b que, durante o periodo de de-
gradagao das reservas, os cotilédones de plantas tratadas com
benziladenina apresentaram maior peso fresco que cotilédones con
trole. Os embrioes de plantas tratadas (fig. 37a - 37c¢), no en
tanto, apresentaram pesos fresco e seco menores que embrices de
plantas controle, refletindo um retardamento na translocacio dos
materiais de reserva dos cotilédones para o embrido.

A figura 38a mostra os resultados da analise da ativi-
dade amilolitica total dos cotilédones durante o desenvolvimen-
to da planta, observando-se que sob tratamento benziladenina es
tes cotilédones apresentaram maior atividade amilolitica que os
controles. Entretanto em ambos os casos o padrao de desenvolvi
mento da atividade amilolitica foi semelhante, alcancando maxi-
ma atividade no 7° dia de crescimento.

A atividade de B amilases, observada na figura 38b, per
maneceu constante durante todo o periodo analisado, tanto nos
cotilédones controle como nos tratados. Portanto, as modifiéaw
¢oes anteriormente observadas na atividade amilolitica total
(fig. 38a) foram devidas apenas as alteracbes na atividade de
o amilases. A atividade de f amilases em termos totais foli pe~-
quena, sendo em plantas controle 1,5 vezes menor e em plantas
tratadas 2,5 vezes menor que a atividade de o amilases no pico
da atividade amilolitica. Pela figura 38c, onde tem-se apenas
a atividade de o amilase nota-se que esta atividade s6 & igual
ou maior que a de B amilase apGs o 5° dia de crescimento para o
controle e apdés o 49 dia de crescimento para tratamento com ben
ziladenina, sugerindo maior sintese de g amilases sob tratamen-
to de benziladenina,

0 desenvolvimento da atividade proteolitica € mostrado
na figura 3%a, onde observa-se que houve aumento continuo na a-
tividade de proteases até o 7° dia de crescimento, quando entao
comegou a decrescer até o final do experimento, sendo este pa-
drao de desenvolvimento semelhante ao observado no experimento

anterior. Entretanto, neste experimento nao houve diferencas




FIGURA 37. Peso fresco de embrides (a), peso fresco de coti-
lédones (b) e peso seco de embrices (c) de plantas
de feijao controle (e) ou tratadas com benzilade-
nina (4). Cada ponto representa a média de 10 va

lores.



FIGURA 37

< g
M
@ -
[oa)
@ A
\\\ h
\ I
qe -4
| i ! H 1 ! i i f f ] i i
o o o o
€0 o (S ™
o~ o -
(bw) ovTIqUe Op ODOS OSBg
[} - T
*ﬂ/ -
< & S
Q| ///::://////
///9 17
"\ 1w
4 - ™
[} 1 J ] ]
< [wn [en [es) [
< o L ] [en}
LN Ay ™ o~ ~
(bw) suopsITIOD Op ©USRII O0S8d
-
® < =
® < 1
@] \ \
0\‘ i
© 1
edq-l ™

o

28001
2000

(buy oeTtaque

1000L

Op o00saIF 0sadg

Idade em dias




FIGURA 38, Atividade total de amilases (a), de B amilases (b)

e de ¢ amilases (¢) de extratos de cotilédones con
trole (o) ou tratados com benziladenina (4). Cada
ponto representa a média de 6 valores,
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significativas na atividade proteolitica de cotilédones contro-
le ou sob tratamento de benziladenina, com excecao do 99 dia de
crescimento onde esta atividade permaneceu alta em cotilédones
tratados.

As alteractes no nivel de aminoacidos livres em cotilé-
dones e embrices de plantas controle ou tratadas com benzilade-
nina sao mostradas nas figuras 39-c, Observa-se que em cotilé
dones (fig. 3%b), tanto nos controles como naqueles tratados, o
nivel de aminodcidos livres diminuiu durante o crescimento  da
planta, atingindo um valor minimo no 11¢ dia de crescimento. En
tre o 39 e 7° dias o nivel de aminoacidos livres foi maior em
cotilédones controle que naqueles tratados com benziladenina.
Em embrioces o nivel de aminoacidos livres (fig. 39¢c) tanto mno
controle como sob tratamento de benziladenina (sendo menor com
benziladenina), sofreu um aumento seguido por um decréscimo, al
cangando um nivel maximo no 5% dia de crescimento para o contro
le e dois dias mais tarde, no 7% dia, para os tratados.

As figuras 40a-b-c-d mostram os resultados de analise
do nivel de aclicares livres em cotilédones e embrides de plan-
tas controle ou tratadas com benziladenina. O nivel do aciicar
livre no cotilédone (fig. 40a) teve um aumento até o 7¢ dia de
crescimento, comegando a decrescer apds este periodo até o fi-
nal do experimento. Como ja notado para aminoadcidos livres, pa
rece que a taxa de tfanslocagéo de aclicares livres foi menor em
plantas tratadas, fazendo com que no 99 dia de crescimento 0s
cotilédones ainda apresentassem altos niveis de aclcares livres.
Isto pode ser observado com maior clareza na figura 40b onde
tem~se ug de aclcar livre/mg de peso fresco do cotilédone. Em
embrides (fig. 40c) o nivel de aglcares livres aumentou conti-
nuamente do 3° para o 11° dia, para o controle e até o 99  dia
para tratamento de benziladenina. Na figura 406d & mostrada a
concentracao de aclcar livre no embrifo. Novamente foi verifi-
cado um atraso na utilizagdo de aglicar livre em plantas trata-
das. Assim, em termos relativos, em embrioces, a concentragao
de aclicar livre no controle comecou a diminuir depois do 3% dia,
enquanto que em plantas tratadas isto sO ocorreu apdés o 99 dia
de crescimento.



FIGURA 39a Atividade proteolitica em cotilédones de plantas
de feijao centrole {®) ou tratadas com benzilade

nina {a). Cada ponto representa a média de 6 va
lores.

FIGURA 39b-c Contelido de aminodcido livre (ug de dcido as-
partico em cotilédones (b) e embrides (c) de
plantas de feijao controle (e) ou tratadas conm
benziladenina (4). Cada ponto representa a me
dia de 6 valores.
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FIGURA 40. Contelido em aglicar livre em cotilédones (a) em emp
brices (b) de plantas controle (e) ou tratadas com
benziladenina (4). Concentragdo de acglicar livre
(1g de aglcar/mg de tecido fresco) em cotilddones
(c) e embrices (d) de plantas controle (e) ou tra-
tadas com benziladenina (4). Cada ponto represen-
ta a meédia de 6 valores.
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5. Mudancas nos niveis endbpenos de eiberelinas e citocininas

durante as primeiras horas de germinacao

5a. Resultados preliminares

Das varias concentracgdes de acido giberélico  testadas
para a obtencao de uma curva padrao para a dosagem de gibereli-
nas em bioensaiocs, ficou estabelecido que concentracoes entre
0,0325 e 1,0 ppm apresentavam uma linearidade na resposta de
crescimento dos hipocétilos de alface (fig. 41a). Portanto, enm

experimentos futuros utilizou-se concentracoes de 0,0312; 0,0625;

0,1; 0,125; 0,25; 0,375; 0,5; 0,625 e 1,0 ppm de acido giberéli
co na preparacao da curva padrio. ‘

As concentracoes de 6-benziladenina que deram respostas
lineares ao aumento de peso fresco dos cotilédones de rabanete

estavam entre 0,01 e 1,0 ppm, sendo portanto estas concentra-

¢oes utilizadas para a dosagem de citocininas em biocensaios
(fig. 41b).
A eficiéncia do método de recuperacao de giberelinas

ap0s a extracdo foi testada através de fracionamento de  solu-
¢oes de acido giberélico de concentraciao conhecida. Da fracio
acida final obtida, uma aliquota contendo 0,5 g de acido gibe-
rélico (caso n&o houvesse perdas) foi aplicada em papél de cro-
matografia. Simultaneamente foi corrido um cromatograma onde
foi aplicado apenas acetato de etila. A figura 4lc mostra que
o cromatograma cnde foi aplicado acido giberélico apresentou pi
cos de atividade giberelinica entre os Rfs 0,5 e 0,7, resultado
este que foi confirmado em outros testes. Os cromatogramas con
trole (fig. 41d) nZo apresentaram efeito sobre o comprimento do
hipocotilo de alface. Utilizando-se a curva padrio de acido gi
berélico, quantificou-se os giberelinas presentes no cromatogra
ma, encontrando-se 0,45 ug eq. a GA3' Isto representou uma re-
cuperacgdo de 90% da quantidade de acido giberélico passada pelo
método de fracionamento. Em outros testes a recuperagao foi en

tre 80 a 95%, estabelecendo a eficiencia do método na quantifi
cacao de giberelinas em amostras desconhecidas.

)




FIGURA 4la-b.

FIGURA 41c-~d.

Curvas~padrao de concentracdes conhecidas de
acido giberélico (a) e de benziladenina (b)

Atividade giberelinica em faixas de Rf de
cromatogramas onde foi aplicada solucgao de
acido giberélico de concentracio  conhecida

(c) ou onde foi aplicado apenas acetado de
etila (d).
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5b. Niveis endbgenos de giberelinas e citocininas

Tendo sido estabelecidas a eficiencia do método de fra-
cionamento e a sensibilidade do bioteste de hipocdtilo de alfa-
ce para deteccao de giberelinas em baixas concentracdes, exami-
nou-se o nivel de giberelinas de sementes com 12 a 18 hs e con
16 a 28 hs de embebicao.

O intuito destes primeiros experimentos foi o de fazer
uma primeira deteccao de giberelinas nestas sementes e ter-se a
no¢cao dos niveis destes hormdnios no material. Os resultados
destes testes sao vistos nas figuras 42 e 43.

As giberelinas foram detectadas em todas as horas de em
bebigéo examinadas, embora tenham apresentado niveis absolutos
diferentes nas varias horas. Assim nota-se, no primeiro experi
mento (fig. 42a), que o nivel de giberelinas, inicialmente bai-
xo, aumentou marcadamente de 12 para 18 horas. Entretanto, no
segundo experimento (fig. 42blnota-se que os picos de atividade
giberelinica nos vidrios Rfs tenderam a uma diminuicdo com o tem
po, sugerinde que durante o desenvolvimento o nivel deste hormo
nio teve um aumento nas etapas iniciais de embebicio da semente,
decaindo mais tarde. As 16 horas de embebicao a distribuicao
de giberelinas pelos Rfs dos cromatogramas de dois experimentos
distintos (apenas os resultados de um experimento sac mostrados
na figura 42) mostrou-se semelhante, ou seja, com um pico de
atividade giberelinica entre a faixa de Rf 0,0 e 0,1 claramente
separado de outro pico entre os Rfs 0,3 e 0,5. Deve ser ainda
notado que as 12 horas a atividade gibereJinica compreendia ape
nas a regido entre os Rfs 07 e 08 abrangendo, porém, mais tarde
também as regides dos Rfs 0,0 a 0,2. Apdos 18 horas de embebi-
¢ao da semente, quando a atividade giberelinica comegou a dimi-
nuir, houve redugao da atividade giberelinica mais ao redor do
Rf 0,6 que dos Rfs mais proximos da origen.

Concluiu-se destes dois experimentos preliminares que
nas primeiras horas de embebiciao da semente ha o aparecimento
de dois grupos de giberelinas, um que aparece primeiro, apresen
tando maior mobilidade na cromatografia e outro, surgido mais
tarde, de menor mobilidade. As giberelinas de maior mobilidade,
embora tenham aparecido primeiro, foram as que desapareceran
mais rapido.




FIGURA 42. Atividade giberelinica em extratos de 200 sementes
de feijao embebidas por 12, 16, 18, 20, 24 e 28 ho
ras,

a: embebigac de 12 a 18h (19 exp.)
b: embebigao de 20 a 28h (2° exp.).
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0 contelido de giberelinas nas diversas horas de embebi-
¢ao de semente € mostrado nas figuras 43a e 43b, onde os dados
sao apresentados em nanogramas e ecquivalentes a GAs/grama de pe
so fresco da semente. Pode ser visto que entre 12 e 18 horas o
nivel de giberelinas aumentou oito vezes, entretanto, apos es-
te periodo houve um decréscimo quase linear, de 16 para 28 ho-
ras, de 1léng/g de peso fresco para 3ng/g de peso fresco. Deve
ser entretanto lembrado que o inicio do decréscimo deve ter ocor
rido apos 16 hs de embebicdo, uma vez que no experimento ante-
rior (fig. 43a) foi mostrado um nivel maximo de giberelinas 3s
18 hs de embebiciao.

Una vez obtidos estes resultados analisou-se os niveis
endégenos de giberelinas desde 6 até 30 horas de embebicao da
semente num Unico experimento. Os resultados sio mostrados nas
figuras 44 e 45,

As mudancas qualitativas e quantitativas nos niveis en-
dogenos de giberelinas anteriormente observados foram novamente
verificados. Assim a primeira regidc de atividade no cromatogra
ma referente a 6 horas de embebicio da semente foi entre a fai-
xa de Rf 0,5 e 0,6, aparecendo so mais tarde a atividade entre
as faixas de Rfs 0,0 a 0,2, O pico méaximo de atividade gibere-
l1inica foi novamente ao redor de 18 horas, decaindo a atividade
apos este periodo. Novamente, as giberelinas apresentando maior
mobilidade foram as primeiras a desaparecer. Estes dados corro
boram o sugerido no experimento anterior de que no inicio da ger
mina¢ao o conteldo total de giberelinas aumenta, decrescendo
posteriormente, havendo, provavelmente, deis grupos de gibereli
nas envolvidos.

0 conteiido de giberelinas & mostrado na figura 45. Po-
de ser observado que entre 6 e 18 horas houve um aumento linear
na quantidade de giberelinas, seguido por um decréscimo até 27
horas, permanecendo o nivel constante até 30 horas,

O0s niveis endégenos de citocininas foram verificados
sendo utilizadas sementes com 3, 15 e 29 horas de embebicio. Po
de ser visto pela figura 46 que nas tres idades testadas foi en
contrada atividade citocininica, sendo o padrdo quantitativo se
melhante aquele observado para giberelinas, havendo um aumento
no nivel de citocininas de 3 até 15 horas, sendo que as 29 horas

de embebicao o nivel j2 era inferior ao inicial. Infelizmente,



FIGURA 43. Nivel de giberelinas {(nanograma equivalente a GA3/
grama de peso fresco da semente) em sementes de fei
jao com diferentes tempos de embebicdo.

a e b sao dois experimentos distintos.
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FIGURA 44. Atividade giberelinica em extratos de 200 sementes
de feijao embebidas por 6, 12, 15, 18 24 e 27 horas.
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FIGURA 45. Nivel de giberelinas (nanograma equivalente a GAg/
grama de peso fresco da semente) em sementes de fel

jio com diferentes tempos de embebicao.
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FIGURA 46 a-b-¢ Atividade citocininica em extratos de 200
sementes de feijao embebidas por 3, 15 e
29 horas.

FIGURA 46d. Nivel de citocininas (micrograma equivalente
a 6BA/grama de peso fresco da semente) em se-
mente de feijao com diferentes tempos de embe
bicao.
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pelas poucas idades testadas, nac ficou bem estabelecido onde

realmente ocorreu o pico maximo de atividade citocininica. No-

tou-se também que &s 15 horas houve o aparecimento de um  novo

pico de atividade citocininica, de mobilidade mais alta.

Estes dados estabelecem que tanto giberelinas como cito

cininas estdo presentes nos
semente, mostrando mudancas
tes dados juntamente com os
tratamento de benziladenina

estagios iniciais da germinacdo da
de niveis durante este perfodo. Es
achados anteriores com relacio ao

sobre a mobilizacao de reservas e

sobre a atividade enzimatica, sugerem que as citocininas talvez

possam controlar a hidrolise das reservas em sementes de fejijio

em germinacao.
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DISCUSSAO

Uma vez obtidos dados sobre o crescimento inicial de
feijao, seus niveis endogenos de giberelinas e citocininas e a
influéncia do acido giberélico e benziladenina exdgenos sobre a
hidrolise e utilizagao das reservas cotiledonares, pode-sc, en-
tao, tentar compreender os processos ocorridos durante as pri-
meiras etapas do crescimento de planta e o envolvimento de hor-
monios vegetais durante este periodo.

Foi observado que sementes maduras, quando em contato
com a agua, sofrem uma rapida hidratacf@o durante as primeiras
28 hs de embebiczao, tendo este proéesso ocorrido em duas fases:
uma mais rdpida, até 4 hs e outra mais lenta, até 28 hs (fig 4a
e 4b). A entrada de agua durante a embebicao da semente  pode
se dar uniformemente por toda a casca, mas € sabido que no caso
de Phaseolus a absorgao inicial de agua ocorre através da micrg
pila. A embebicao da maioria das sementes mostra trées fases ti
picas (Bewley e Black, 1978), embora meste trabalho s  tenham
sido visiveis as duas primeiras fases. A primeira fase, aue
neste caso se deu entre 0 e 4 hs, & dependente de processos fi-
sicos, sendo controlada por fatores ambientais como temperatura
e composicdo quimica da semente. Simon e Meany (1965) observa-
ram que, em Phaseolus, houve maior absorcao de ﬁgua'a 24°C que
a 159C. Também foi verificado para varias outras sementes que
com elevacao da temperatura a embebicZo da semente se torna mais
rapida (Bewley e Black, 1978). Em cevada foi observado que
graos mais ricos em proteinas absorvem agua mais rapidamente
que graos mais pobres (Métivier, 1975)., Estes mesmos resulta-
dos também foram encontrados para milho (Lopes e Grabe, 1971).
A segunda fase de embebicao da semente, que neste caso se deu
entre 4 ¢ 28 hs, € caracterizada por um periodo em que ndo  ha

aumento em peso fresco, uma vez que a absorcao fisica de agua
pela semente atingiu um equilibrio osmdético. Sementes dormen-
tes ou mortas mantém este nivel de hidratacio, sementes viaveis,

entretanto, quando em condictes favordveis entram na  terceira
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fase de embebigdo, que &€ caracterizada por uma absorgido metabo-
lica de agua e € geralmente associada com a germinacio visivel.

Simon e Meany (1965) também encontraram um rapido aumen
to no conteudo de agua, durante a embebicio de sementes de
Phaseolug, que eles atribuiram principalmente a embebigdo dos
cotilédones, ja que a absorg¢io de dgua pelo eixo embriondrio foi
quase insignificante em relagdo a absorcdo total de dgua pela
semente, Este fato também foi encontrado em cevada (Brown,
1943, 1972). Entretanto o eixo, por seu pequenc tamanho e por
ser un tecido rico em proteinas, tem suas células hidratadas an
tes que as do tecido de reserva, podendo, portanto, certos pro-
cessos metabolicos serem iniciados no tecido embriona-
rio. '

Embora o aumento em peso fresco da semente tenha sido
rapido nas primeiras horas de embebig@o a 25°C, ¢ eixo sO come-
¢ou a aumentar em peso seco apds as 20 hs (fig. 5a e 5b). Estes
dados, para Phaseolus, também foram encontrados por Simon e
Meany (1965) a temperatura de 24°C, no entanto, foi wverificado
que a 15¢C o inicio do crescimento do eixo s6 ocorreu por volta
de 52 hs. Estes autores atribuiiram o crescimento inicial do
eixo ao crescimento da radicula, uma vez que a plimula sé come-
¢ou a aumentar em peso por volta de 32hs. Em milho também foi
notado que, nas raizes, a mitose e a respectiva sintese de DNA
ocorreu cerca de 40 hs antes do inicio destes processos no cau-
le (Stain e Quastler, 1963). Em outras leguminosas, como ervi-
lha, o injcio do crescimento do eixo também ocorreu por volta
de 20 hs, entretanto em cereais, como cevada, este fato sO ocor
reu apos 48 hs de embebicdo do grao (Brown, 1972).

Observa-se, entZo, que embora o eixo embrionario seja
logo hidratado, ha uma demora entre esta hidratacio e o inicio
de seu crescimento em peso seco. Simon e Meany (1965) tentaram
verificar se o controle deste crescimento poderia ser dado pelo
teor de égué no tecido embrionario, mas estes autores conclui-
ram que esta hipotese nio poderia ser viavel, sendo mais prova-
vel um envolvimento hormonal no controle deste fenomeno. Atual
mente existem evidencias de que neste periodo de demora ha a
sintese de hormonios, ou a liberagao destes de uma forma inati
va para a ativa no eixo embrionaric (McComb, 1961; Macleod e
Palmer, 1967; Radley, 1967, 1969; Van Staden, 1973). Estes hozl
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monios sao translocados para o tecido de reserva, onde em muitos
casos eles controlam a sintese de enzimas hidroliticas, as quais
fornecerdo ao eixo carbono ¢ nitrogénio, através da degradacio
das principais reservas da semente, amido e proteina. Em cevgi
da, o hormonio mais importante envolvido nestes processos & o
dcido giberélico, enquanto que em dicotileddneas parece que hi
também o envolvimento de citocininas (Paleg, 1960; Macleod e
Millar, 1962; Varner e Chandra, 1964; Sprent, 1968a; Gepstain e
Ilan, 1970; Briggs, 1972; Vigil e Ruddat, 1973),

Mesmo antes da fase de maior degradacao das reservas,
os hormonios sao sintetizados no eixo embrionadrio, sendo respon
saveis pelas etapas de seu desenvolvimento. Assim em cevada
apds 5 hs de embebigao do grao, auxinas sdo sintetizadas e pare
cem ter um papel importante na organizacao do sistema vascular
entre o embrizo e o escutelo, o qual seria utilizado mais tarde
para a translocagao de giberelinas sintetizadas no eixo embrio-
nario.

Parece provavel, entdoc, que esta fase de demora entre a
embebicio da semente e o inicio do crescimento do eixo represen
te o tempo minimo necessario para a reativacac de sistemas res-
piratorios pré-existentes (Ching, 1972) e para a sintese ou li-
beracao e translocacao de hormonios até o seu sitio de  acao.
Nesta fase inicial de embebicao, antes do crescimento do eixo.
o suprimento de nutrientes para a sintese de enzimas & dado pe-
las proprias reservas do embrido, como acontece em cevada, onde
rafinose e sacarose estocadas no eixo sao rapidamente vrespira-
das ou utilizadas na sintese de novas par~des celulares (Bewley
e Black, 1978). Em milho, lipidios estocados no escutelo sao
rapidamente degradados para o fornecimento de energia nas eta-
pas iniciais de crescimento, antes de haver a hidrolise das re-
servas do endosperma (Dure, 1960)., Ingle, Beevers e Haelgman
(1964), também trabalhando com milho, notaram que embora ndo ha
ja ¢rescimento do eixo durante as primeiras 23 horas de embebi-
¢ao, ha a solubilizagdo de 17% do peso seco total do grdo, indi
cando que muitos processos metabolicos ja se iniciam antes  do
crescimento visivel do eixo. Da mesma forma, em ervilha o alon
gamento da radicula durante as etapas iniciais de germinacdao nao
necessita de reservas cotiledonares, mds utiliza lipidios e pro
teina estocados no proprio eixo embrionario.
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Nos experimentos de medidas de respiracao (fig. 6,7 e8)
nao foi possivel detectar trocas gasosas em sementes secas, in-
dicando que a respiracao neste periodo deva ser extremamente
baixa. Varios trabalhos, onde estes dados tentaram ser estabe-
lecidos, foram criticados no passado, uma ve:z que a respiracao
detectada poderia ter sido devida a respiracio de microcrganis-
mos presentes na casca da semente (Beevers, 1976). Entretanto,
logo apds a primeira hora de embebicdo ja foi possivel detectar
a absorgdo de oxigénio pela semente (fig. 6), corroborando 0s
dados de Opik e Simon (1963) para feijzo e de Brown (1943) para
cevada, que também detectaram absor¢ioc de oxigénio pela semente
logo apés o contato desta com a agua. Até 56 horas de embebicdo
da semente, periodo em que foi medida a respiragac da semente,
a taxa de absorcao de oxigénio aumentou continuamente, sendo
mais rapida atée 24 hs de embebicao, caindo para um valor reduzl
do durante as restantes 28 horas (fig. 7 e 8). Este padrido de
respiragao, nos primeiros dias de germinacZo, também foi obser-
vado por Opik e Simon (1963) em Phaseolus, e por Folkes e Yemn
(1958) em cevada. Esta taxa mais rapida durante as primeiras
20 horas de embebicao reflete, provavelmente, a reativacao de
sistemas respiratorios durante a hidratacido, acompanhada pela
hidrolise das reservas do tecido embriondrio (Ching, 1972). Foi
demonstrado que no tecido embriondrio de Phaseolus vulgaris ha

ao redor de 0,8 mg de aclcar sollvel que pode ser utilizado pa-
ra o fornecimento de energia durante as etapas iniciais do cres
cimento do eixo, além de que os cotilédones contém cerca de 80
mg de aglicar solivel, 50% sacarose e 509 estaquiose, que podem
ser translocados ao eixo mesmo antes da hidrolise de amido do
tecido de reserva, que s tem inicio apos o aparecimento de
amilase (Yomo e Varner, 1973). Simon e Meany (1965) atribuiram
a respiracao no inicio da embebico da semente & utilizacdo des
tes produtos.

Foi notado pela respiragao de embrides isolados que, por
volta de 40 horas, a respiracdo destes equivaleu a 45% da tespi
racao total da semente, mostrando que o tecido embrionario € re
lativamente mais ativo que o tecido de reserva. Entretanto, de
ve-se tomar cuidado na interpretaciao destes dados, uma vez que
embrioes isolados podem ter uma taxa respiratoria diferente da-
quela de embrioes em sementes intactas. Tanto assim que Brown




(1972) mostrou que a soma da respiragao de embrides e endosper-
mas isolados eram maiores que a respiracdo de sementes intac-
tas. Em adicgao, Folkes, Willis e Yemm (1951) mostraram que a
taxa respiratdria € um pouco aumentada em tecidos isolados, prin
cipalmente em embrioces.

7 Em resumo ficou estabelecido que durante as primeiras
horas de embebicao da semente de feijdo ha uma rapida hidrata-
¢ao do tecido, seguida por uma fase estacioniria na absorcio de
agua, periodo este em que seriam ativados os sistemas enzimati-
cos respiratdrios pré-existentes. Ao redor de 20 horas, quando
os niveis de citocininas e giberelinas sio altos (fig. 44 e 45),
as condigOes ja permitem um aumento em peso seco pelo embrido,
indicando o inicio da incerporacio do material de reserva coti-
ledonar. _ :

A analise do crescimento inicial da planta (fig 9 a 12)
mostrou um aumento continuo no peso seco do eixo embrionario
que, durante os primeiros sete dias foi acompanhado por um .de-
créscimo no peso seco dos cotilédones.

0 decréscimo no peso seco total observado nas etapas
iniciais do crescimento (figs. 9, 15 e 16a), devido a2 utilizsao
de substratos respiratérios, foi suplantado 2pds o 7° dia pela
fixacdo de carbono das folhas primarias recém-expandidas, contri
buindo com isso para o aumento em peso seco total. Embora 0s
cotilédones, em plantas de germinac@o epigea como o feijio, tam
bém possam contribuir para a fixacao de carbono (Young e Varner,
1959; Larson e Beevers, 1965), sao as primeiras folhas, na ver-
dade, os principais 6rgdos responsaveis p-lo suprimento de car-
bono a planta em desenvolvimento (Dale, 1972; Felippe e Dale,
1973, 1975), tanto assim que o impedimento do  desenvolvimento
normal destas folhas podem prejudicar irreversivelmente o desen
volvimento da planta (Dale e Felippe, 1972a,b; Métivier, 1979).
Em Phaseolus vulgaris, ainda no embrizo, as folhas sio relativa

mente grandes em comparacio ao restante do eixo embrionirio, ja
apresentando sua forma final, com seu sistema de nervuras bem

desenvolvido. Em condigdes favoriveis estas folhas podem atin-

gir tamanho consideravel, chegando a representar um terco da
drea foliar final da planta (Dale, 1964). Estes dados mostranm
sua importancia como componente fotossintético da planta.. A

area foliar e o peso fresco da folha tiveram um aumento conti-
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nuo ate o 17¢ dia, sendo estes dois parametros fortemente corre
lacionados (fig. 10). Mesmo apos o término das reservas cotile
donares as folhas continuaram seu crescimento, indicando Jue
elas utilizaram nutricao de sua prépria fotossintese, a qual po
de atingir taxas maximas mesmo antes da folha atingir seu tama-
nho maximo final (Hopkinson, 1964; Viana e Métivier, 1980). Hou
ve também um aumento continuo no contelido de clorofila e protei
na durante este perfiodo, tendo este aumento ocorrido em duas fa
ses distintas: uma mais rapida até o 8° dia e outra mais lenta
até que a folha atingisse seu tamanho maximo final. O conteilido
de clorofila e proteina foliar foram fortemente correlacionados.
As folhas além de apresentarem maior peso seco que as raizes,
também apresentaram maior conteildo em proteina (fig. 14b e
tab. 2), sendo, talvez, a maier parte desta proteina ribulose-
bifosfato-carboxilase, uma enzima correlacionada com a fotossig
tese foliar (Kawashima e Wildman, 1970; Blenkinsop e Dale, 1974;
Métivier e Dale, 1977b). Assim parece que as reservas cotiledo
nares, nas etapas iniciais do crescimento, sao importantes para
o estabelecimento de uma planta autotrofica, apresentando uma
area foliar relativamente grande que propicie a planta altas ta
xas de fotossintese.

Na fase de crescimento em que as reservas cotiledonares
estao sendo utilizadas, verificou-se uma perda de peso dos coti
ledones, acompanhado por um ganho em peso concomitante pelo ei-
xo. Esta fase € tipicamente caracterizada pela mobilizacio de
rYeservas dos cotilédones para o eixo embriondrio, tanto em rela
cdo a matéria seca (Folkes, Wwillis e Yemm, 1952: Prisco, Ainouz
e Mello, 1975; Métivier e Dale, 1977a) como em relacdo a protel
na (Beevers e Guernsey, 1966; Guardiola e Sutcliffe, 1971). Es-
ta correlacao entre a mobilizacdo de reservas e o  crescimento
do eixo levou muitos pesquisadores a assumirem que a degradacao
das reservas poderia ser controlada pelo eixo embrionario.

Nos primeiros e Ultimos dias de mobilizacao de reservas
a taxa da translocaczo dos cotilédones para o eixo foi menor,
mas entre os dias 4 e 6 foram observadas as maiores taxas de
translocagao, equivalendo a 1/6 do peso inicial da semente por
dia. Desta forma, o eixo embriondrio que representava menos de
2% do peso seco total da semente, passou a representar, por vol
ta do 6° dia, quase a metade do peso seco total da semente. Es-
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te padrao de translocaczo foi encontrado tanto em  leguminosas

como Pisum sativum (Beevers, 1968), Vigna sinensis {Prisco et

al., 1975) como também em monocotiledbneas: cevada (MEtivier
e Dale, 1977a) e milho (Monteiro, 1979). Entre os dias 2 e 6 a
perda de peso pelos cotilédones foi maior que o correspondente
ganho em peso pelo eixo (tab., 2a), indicando que uma parte con-
sideravel do material hidrolisado foi respirado, desta forma nao
sendo incorporado pelo eixo e que também houve uma demora na in
corporagao pelo eixo embrionario do material de reserva degrada
do. O primeiro ponto ja tinha sido demonstrado pela queda no
peso seco total até o 7° dia de crescimento (fig. 11 a 13). Evi
dencias para o segundo ponto foram demonstradas pelo acimulo de
aminoacidos livres e aciicares livres nos cotilédones (fig. 39 e
40), acompanhado pela atividade de enzimas hidroliticas durante
o mesmo periodo. Apds o 6° dia, quando a degradacio das reser-
vas cotiledonares ja ocorria mais lentamente, o ganho de peso
eixo foi maior que nos dias anteriores, esfe fato podendo ser
devido tanto & utilizagao de reservas previamente hidrolisadas,
como também devido a um novo suprimento de carbono dado pela fo
tossintese das folhas primarias, que nesta fase estavam em rapi
da expansao (figs. 11 a 13).

A anilise de reservas protéicas (fig. 14 e tab. 2b) mos
trou que sua translocacao dos cotilédones para o eixo se deu nu
ma taxa mais alta que aquela observada para translocagao de ma-
téria seca. Este fato foi também observado em cevada (Métivier,
e Dale, 1977a) e em milho (Monteiro, 1979}, onde, para estes
autores, a diferenga na taxa de translocacio entre proteinas e
matéria seca foi atribuida a um desbalanceamento na  proporgao
de nitrogenio e carboidratos nos graos de cereais. Assim, a
translocacao mais rapida de nitrogenio teve o fim de suprir o
embrizo mais em nitrogénio que em carboidratos, levando a um ba
lanco mais favoravel entre esfes dois componentes durante oS
primeiros dias de crescimento. Em um estudo em graos de cevada
com alto e baixo teores em nitrogenio, foil demonstrado que graos
mais pobres mostraram uma taxa de absorgao de nitrogenio exbge-
no muito mais alta, conseguindo, desta forma, restabelecer 0
equilibrio entre nitrogénio e carboidratos na plantula. Tambénm
graos com baixo teor de nitrogenio, na ausencia de suprimento

exdgeno, nao foram capazes de utilizar os carboidratos de sua
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reserva tao eficientemente como aqueles com alto teor de nitro-
génio enddgene, ou fornecido exogenamente (Métivier, 1975) . Mes
mo em leguminosas, onde o teor de nitrogénio & comparativamente
maior que em graos de cereais, a hidrolise de proteinas foi mais
rapida que a de matéria seca, como foi visto em Pisum (Beevers e
Guernsey, 1966), em Vicia (Prisco et al., 1975) e neste presen-
te trabalho em Phaseolus. FEste fato pode ser confirmado pela
comparacao entre o cruzamento das curvas de contetdo protéico
de eixo e dos cotilédones e o cruzamento das curvas de peso se-
co do eixo e dos cotilédones (figs. ld4a e 14b), que no primeiro
caso se da entre os dias 3 e 4 e no segundo, entre os dias 6 €
7, havendo, pertanto uma defasagem de 2 dias entre os dois pon-

tos de cruzamento. O cruzamento destas curvas representa o pon
to em que, aproximadamente, 50% das reservas translocaveis dos
cotilédones foram transpostas ao eixo, uma vez que neste ponto
o conteddo de proteina ou de matéria seca € o mesmo tanto para
cotilédones como para o eixo.

A utilizacdo mais rapida de proteina que de matéria se-
ca também foi comﬁTOVada pela andlise da taxa de translocacgao
das reservas (tab. Za e 2b), onde verificou-se que a maior taxa
de translocacd@o de proteinas se deu entre os dias 2 e 4, enquan
to que para matéria seca isto so ocorreu entre os dias 4 e 6.
Como resultado destes fatos, entre o 6% e o 9?¢ dias, a quantida
de de proteina translocada dos cotilédones foi pequena, enquan-
to que a quantidade de matéria seca translocada ainda alcancou
um valor considerdvel. Dados semelhantes foram encontrados em
cevada (Folkes, Willis e Yemm, 1951i; Métivier e Dale, 1977a),
em ervilha (Beevers, 1968) e em milho (Monteiro, 1979). A taxa
de translocacao de proteinas dos cotilédones e a taxa de incor-
poragao destas pelo eixo nao foram correspondentes, durante 0
pericdo analisado, refletindo uma defasagem éntre a degradacio
de proteinas e sua incorporacao pelo eixo.

A distribuicao das reservas cotiledonares nao se deu
igualmente entre parte aérea e raiz, sendo que a primeira sem-
pre apresentou maior conteldo tanto em proteina como em matéria
seca. Entretanto a diferenca foi marcadamente maior em relacao
a distribuicao de proteinas, isto sendo reflexo do alto contel-

do de ribulose bifosfato carboxilase, principalmente nas folhas
(Blenkinsop e Dale, 1974).




Os efeitos de tratamento com acido giberélico e benzila
denina foram marcantes e distintos. No primeiro caso (fig. 15
e tab. 3) as plantas tornaram-se alongadas, sendo 0
aumento na altura total promovido tanto pelo crescimento do epil
co6tilo como do hipocdtilo, embora o epicdtilo tenha nostrado
maior aumento de crescimento, cerca de 300% em relacao ao con-
trole. Este grande aumento no alongamento do caule foi seguido
por uma diminuicao de suz espessura (tab. 3d), as plantas apre-
sentando um aspecto mais fragil. O alongamento provocado pelo
acido giberélico, atualmentce conhecido como um dos efeitos mais
marcantes deste hormonio, foi originalmente observado em arroz,
fato este que levou a descoberta das giberelinas. Este efeito
de alongamento € ainda observado em uma grande variedade de
plantas como Stevia rebaudiana (Valio e Rocha, 1976), cana . de

agucar, repolho, alface, cenoura, pepino (Weaver, 1972) e fei-
jao (Felippe, Boschini, Amabis e Rossi, 1971). Mais recentemen
te, Valio e Schwabe (1978) mostraram estiolamento em caule de
feijdo, tendo o epicétilo sofrido maior aumento que o hipocoti-
lo. Também foi encontrado por estes autores e por Pereira
(1978) uma reducdo na area foliar de plantas de Phaseolus vulga

ris sob tratamento com acido giberélico, confirmando os dados
obtidos neste trabalho, onde além de reducdo na area, as folhas
também apresentaram menor peso fresco e seco (fig. 15d e tabs.
3e, 4 e 5). Entretanto estes foram os Gnicos Orgios a apresen-
tarem diferencas significativas em peso, em relagao ao controle.
Desta maneira, parece que os efeitos de morfologia externa vis-
tos ndo foram necessariamente correlacionades com a distribuigao
de reservas cotiledonares, sendo que a diminuicdo em peso obser
vada pelas folhas foi mais devida ao efeito deste tratamento na
reducdo da area fotossintética da folha, diminuindo sua produ-
¢ao em carboidratos.

Os efeitos provocados pelo tratamento de benziladenina
quanto & morfologia externa foram, em geral, contrdrios aqueles
provocados pelo tratamento de acido giberélico. Os caules se
tornaram mais curtos e mais grossos, tanto em termos de epicﬁti
1o como de hipocdtilo, sendo novamente o efeito mais  marcante
no epicotilo (fig. 16, tab. 3d). Este efeito de tratamento de
benziladenina sobre a redugaoc e espessamento do caule também_
foi encontrado por Juliano e Varner (1969). Outros autores,
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usando cinetina, verificaram este mesmo efeito, onde caules de
ervilha tiveram seu alongamento inibido e um alargamento de seu
diametro (Brian e Hemming, 1957; Katsumi, 1962). O espessamenul
to de caule também foi observado em girassol (Roppe, 1956) e es
te parece ser um efeito geral péra citocinina, a qual promove o
crescimento radial das células vegetais, provocando um aumento
de peso fresco. Desta forma, os tecidos vegetais mais sensi-
veis a este efeito, como cotilé€dones de rabanete, podem servir
de detectores da presenca de citocininas em bicensaios {(Lethan,
1968) .

Quanto & distribuicao de matéria seca o tratamento  de
benziladenina provocou uma reducao de peso fresco e seco em fo-
lhas e raizes, e um aumento no peso fresco ¢ seco de cotilédo-
nes (tabs. 4 e 5). A diminuicdo de peso em raizes e folhas e o
aumento de peso nos cotilédones sugerem que talvez tenha havido
menor translocagao de reservas nas plantas tratadas, tanto as-
sim que quando as reservas cotiledonares de plantas controle ja
tinham sido esgotadas, as plantas tratadas ainda apresentavam
consideravel contelido em matéria seca. Resultado similar foi
encontrado por Juliano e Varner (1969), em ervilha, onde sob
tratamento de benziladenina houve um atraso na translocacao de
amido dos cotilédones. FEste efeito provocado pelo tratamento
de benziladenina poderia ser explicado por duas hipéteses. Pri
meiro, o tratamento de benziladenina poderia agir diretamente
na acao ou sintese de amilases, enzimas responsaveis pela degra
dagdo do amido; em segundo lugar, este tratamento poderia ini -
bir, por outros caminhos, o crescimento geral do eixo embriona-
rio, diminuindo a fonte de consumo e assim diminuindo a demanda
de carboidratos pelo eixo. Se assim fosse, os efeitos provoca-
dos pelo tratamento de benziladenina (tabs. 4 e 5) seriam con-
seqliencia de um efeito toxico dado pelas altas concentracgoes
aplicadas, onde a inibi¢do do crescimento de folhas e raizes le
vou a uma diminuigao na taxa de degradacio das reservas. Juliano
e Varner (1969} mostraram que sementes embebidas em benziladeni
na mostraram um retardamento no crescimento, menor degradacao
de reservas e menor producac de enzimas que o controle, sendo
estes efeitos similares aqueles provocados por substdncias ini-

bidoras do crescimento normal, como o cloranfenicol e ciclohexi
mida.
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A analise do contelide protéico dos varios drgios da plan
ta (tabs. 6a e 6b) mostrou que o tratamento de acido giberélico,
como visto no caso para matéria seca, ndo afetou a distribuicao
de proteina. A an2alise em mais detalhe das folhas mostrou  um
aumento na concentracdo de proteina nestes orgdos, mas isto sen
do devido a reducio de irea e peso foliar, sob este tratamento,
levando, por este motivo, a um aumento na concentracdo de pro-
teinas. Estes dados sugerem que embora o tratamento de acido
giberélico tenha mostrado um grande efeito sobre a  morfologia
externa, ele ndo afeta a distribuicdo de proteina ou de matéria
seca, uma vez que, em relacao ao controle, a mesma  quantidade
destes componentes foi translocada para cada orgao da planta.

Sob tratamento de benziladenina, entretanto, as folhas
e raizes tiveram diminuido seu teor em proteina, isto sendo
acompanhado por um aumento no contetido de proteinas dos cotilé-
dones, As folhas, apesar de apresentarem menor quantidade de
proteina que as folhas de plantas controle, tiveram maior con-
centracdao de proteina que estas, uma vez que sob tratamento de
benziladenina elas sofreram uma acentuada reducaoc em peso e en
area (tab. 6c)l Apesar dos conteldes de clorofila e proteina
serem fortemente correlacionados em plantas normais, sob trata-
mento de benziladenina apenas o teor de clorofila sofreu aumen-
to. Este fato foi também verificado por Van Onckelen, Caubergs
e De Greef (1977). Este aumento no conteldo de clorofila sob
tratamento de citocininas tinha ja sido anteriormente verifica-
do por Richmond e Lang (1957), onde folhas destacadas, sob este
tratamento, permcneciam verdes por um maior espaco de tempo. En
tretanto, neste caso, o fenomeno estava mais associado a um re-
tardamento da senescéncia que a um aumento na sintese de clorc-
fila. .

Em resumo estes dados estabeleceram que os efeitos de
tratamento de acido giberélico e benziladenina foram bem distin
tos. O primeiro tratamento parece afetar apenas a  morfologia
externa da planta, sendo a distribuigZo de matéria seca e pro-
téica similar aquela vista para plantas controle, com  excegao
das folhas que tiveram seu peso seco diminuido, mas isto sendo
causado pela reducdo concomitante da area fotossintética.  En-
tretanto, sob tratamento de benziladenina, além de haver modifi
cagbes na morfologia externa da planta houve também alteracgoes




72,

na distribuicdo de matéria seca e proteina, tendo as folhas e
raizes menor teor destes componentes que plantas controle, en-
quanto que nos cotilédones estes niveis foram aumentados. A di
minui¢ao do conteldo de matéria seca nas folhas foi provavelmen
te devido tanto & menor degradacdo das reservas cotiledonares
como a menor fixacac de carbono.

0 exame dos métodos para a medida de atividade enziméti
ca de amilase e protease (figs 19 e 20) mostrou que os métodos
de dosagem dos produﬁos formados, maltose e tirosina respectiva
mente, foram eficientes e sensiveis para a detecgao de mudancas
na atividade destas enzimas hidroliticas. Considerando, em pTi
meiro lugar, o método de dosagen de amilases foi verificado que
os.extratos de cotilédones de feij@o apresentaram alta ativida-
de hidrolitica, a qual nZo foi diminuida durante o perfodo de
experimentacao; que esta atividade aumentou linearmente com o}
tempo, com o volume de extrato e com o aumento de temperatura e
que extratos fervidos nao mostraram atividade enzimatica, Estes
dados confirmaram a presenga de amilases nos extratos de cotilé
dones de feijao. O pH otimo para esta reacdo foi de 5,5, dado
este também observado por French (1960) para a dosagem de amila
se em soja.

Os mesmos parametros observados pafa a dosagem de ativi
dade de amilases também foram observados para proteases. A maior
diferenca entre os métodos foi o tempo de reacio. Beevers (1960,
1976} sugeriu que a reacgdo proteolitica seria mais lenta que a
amilolitica, uma vez que na primeira as enzimas responsaveis pe
la hidrdélise seriam excenzimas, exopeptidases, que sG atacam ca
deias terminais, ao passo que mna reacido amilolitica as enzimas
responsaveis pela hidrolise seriam endoenzimas, o amilase, que
degradam ligacoes internas. O método colorimétrico empregado
para a dosagem de proteases mede a liberagao de tirosina e trip
tofano (Lowry, Rosebrough, Farr e Handall, 1951). A dosagem de
aminoacides por absorbancia a 280 nm foi criticada por Reevers
(1968, 1976), uma vez que durante a reacao sao formadas outras
substancias que também absorvem no ultravioleta. 0  substrato
mais satisfatorio foi caseinz em pH 5,5, dado este confirmado
por Yomo e Srinivasan (1973) para feijao, por Guardiola e
Sutcliffe (1971) em ervilha e por Prisco et al. (1875) em Vigna.
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0 papel dos hormonios no controle da degradacio das re-
servas foi bem estudado nos anos de 1960 a 1970, em monocotile-
doneas, particularmente em cevada onde foi demonstrado que o]
acido giberélico era o hormdnio responsivel pela sintese e libe
racao de muitas enzimas hidroliticas, sendo proveniente do em-
briao e translocado para a camada de aleurona nos primeiros dias
de germinagéo (Varner e Chandra, 1964; Filner e Varner, 1967).
Na auseéncia do embrido nio ocorria a hidrdlise do  endosperma,
sendo, portanto, a degradacao das reservas completamente depen-
dente da presenca do embrido. Na presenca de inibideres da sin
tese de proteina, mesmo na presenca do embrifio, nio havia hidro
lise das reservas, mostrando que muitas enzimas hidroliticas
eram sintetizadas '"de novo" (Paleg, 1960; Varner, 1964; Briggs,
1968). Entretanto foi logo verificado que este modelo de degra
dagcao nao era verdadeiro para outros cereais, como no caso de
milho, onde a atividade de enzimas hidroliticas ndo era depen-
dente da presenca do embriao e nem poderia ser aumentada pela
adicao do acido giberélico (Harvey e Oaks, 1974; Goldstein e
Jenning, 1975; Monteiro, 1979). Em aveia (Naylor, 1969) e en
arroz (Palmiano e Juliano, 1972) também ndoc foi evidente o pa-
pel de acido giberélico no controle da degradacdo das reservas.
Em adigao, foi demonstrado que o acido giberélico nao é o Unico
hormonio envolvido na degradacac de reservas em cereais, como &
0 caso de trigo, onde as citocininas estdo implicadas na hidro-
lise do amido (Eastwood, Tavener e Laidman, 1969) e uma auxina
envolvida no metabolismo de lipides da camada de aleurona (Bewley
e Black, 1978).

Para dicotiledoneas o volume de trabalho sobre o contro
le da degradacao das reservas & bem menor e bem menos detalhado
que para cereais. A maioria dos trabalhos neste campo abrange
dois aspectos: primeiro, onde s8o feitos experimentos com ex-
tratos ou difusatos de embriaes, numa tentativa de se estabele-
cer’a importancia de subst3ncias provenientes do embrido sobre
a degradacao de reservas cotiledonares; o segundo tipo de traba
lho feito € com relagdo ao efeito da aplicagdo de hormdénios exd
genos sobre a utilizacao de reservas, assumindo-se que se o hor
monio aplicado em questdo tem um efeito sobre a hidrolise  das
reservas, € razoavel que ele endogenaménte possa controlar este
processo.

No presente trabalho a analise do controle da hidrdlise




T4,

das reservas foi feita verificando-se tanto a influencia do ei-
xo embriondrio, como o da aplicagio de hormdnios exdgenos neste
processo. Em adiczo, o nivel de hormonios exdgenos também foi
verificado durante as etapas iniciais da germinacio.

Na anilise da influéncia do eixo sobre a hidrolise das
reservas, os cotilédones de feijao foram isolados da semente
ainda seca, evitando-se assim qualquer possivel difusio de subs
tancias do eixo para os cotilédones durante a embebicdo. Nestes
experimentos ficou estabelecido que a presenca do embriao nao
foi absolutamente necessaria para o inicio da degradacio das Te
servas, embora na sua ausencia a taxa de hidrolise tenha sido
sensivelmente menor. ‘Este ponto foi estabelecido tanto para a
atividade amilolitica como proteolitica (figs. 26 e 29), entre-
tanto para a atividade de proteases os efeitos do embriao foram
bem menos nitidos.

Estes dados sugerem que para haver uma taxa maxima de
hidrdlise das reservas, a presenca do embriZo € necessaria, ou
para o fornecimento de hormonios que aumentam a atividade hidro
1itica, ou agindo como fonte de consumo, aumentandg a degrada-
cao de reservas por aumentar a demanda de nitrogenio e carboidra
tos. Mas, o efeito hormonal parece ser mais, provavel desde que
somente uma pequena fracao do embrido € capaz de provocar as
mesmas taxas de degradacdc de reservas. Neste caso € evidente
que esta pequena fragao do embrizo nzo seria uma fonte de consu
mo suficiente para controlar a hidrolise das reservas, como acon
tece com o embride inteiro (Young, Huang, Vanecko, Marks e Var-
ner, 1960; Scala, Patrick e Macbeth, 1969).

0 fato de cotilédones destacados ja apresentarem ativi-
dade amilolitica sugere que na semente seca poderia ou ja exis-
tir um certo nivel de hormonios, ou entdo ja estarem presentes
certas enzimas hidroliticas. A presenca de hormdonios em semen-
tes secas foi demonstrada por Radley (1958), Brian (1966) ,
Koshimizu, Kusaki, Mitsui e Matsubara (1967}, Parker e Lethan
{(1973) e Shyndy e Smith (1975).

A nio necessidade do embrido para o inicio da hidrdlise

em cotilédones destacados de Phaseolus vulgaris, apesar de ser

diferente do observado para cevada (Varner, 1964), concorda com
os dados de Gepstain e Ilan (1970) e de Van Onckelan et al.
(1977) para feijdo e com os dados para outras dicotiledoneas co
molervilha (Varner, Balce e Huang, 1963; Locker e Ilan, 1975),




abobora (Penner e Ashton, 1967a,b; Wiley e Ashton, 1967; Sze e
Ashton, 1971), algodao e girassol (CGilad, Tlan e Reinhold, 1970)
e amendoim (Marcus e Feely, 1964). Estes dados também foram en
contrados em sementes com reservas endospermdticas como E&ﬂgﬁi‘
ponderosa e Pinnus silvestris (Nyman, 1971 e Bilderback, 1974),
e Trigonella foenun-graecum (Reid e Meier, 1972).

Apesar de haver concordancia em todos estes trabalhos
da existéncia da atividade hidrolitica na auséncia do embrido,
o grau desta atividade em relag@o a sementes intactas & confusa;
segundo Gepstain e Ilan (1970) e este presente trabalho a atividade foi
menor; entretanto em trabalhos de Yomo e Varner (1973) foi en-
contrada promogao e Bewley e Black (1978) relataram que a ativi
dade foi semelhante tanto na presenca como na ausencia do em-
briao. '

Para a analise da influéncia de hormonios exogenos So-
bre 2 hidrdlise de reservas, utilizou-se o acido giberélico, uma
giberelina natural e o regulador de crescimento sintético benzi
ladenina, uma substancia de atividade citocininica.

Foi visto que no caso do acido giberélico, apesar deste
hormonio ter mostrado efeito sobre a morfologia externa da plan
ta, nio houve alteracdo na atividade amilolitica (figs. 24 a 26)
e nem na atividade proteolitica (fig. 28) em qualquer das con-
centracoes testadas. Isto corrobora os dados de Gepstain e
Ilan (1970) que nao encontraram efeito promotor por este trata-
ﬁento na atividade de amilases, mostrando, ao contrario, consi-
deriavel inibicao. Entretanto Van Onckelen et al. (1977} encon-
traram, em feijao, que o tratamento de acido giberélico poderia
reverter o efeito inibider da luz branca na atividade de amila-
ses, sugerindo que este hormonio poderia ter um possivel envol-
vimento no controle de reservas. No entanto, em ervilha, Yomo
e Varner (1973) demonstraram que o tratamento de acido giberéli
co foi incapaz de reverter o efeito inibidor causado pela apli-
cagao do acido abscisico. Ainda para ervilha ha varios outros
dados, como os de Varner, Balce e Huang (1963), onde foi verifi
cado que apesar do tratamento de acido giberélico promover a a-
tividade de amilases na ausencia do embriao, esta atividade nun
ca foi tao alta como na presenca deste. Estes dados, de certa
forma, corroboram os dados de Gepstain e Ilan (1970} onde  foi

visto que apenas aplicacac e acido giberélico nao poderia subs-
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tituir o efeito do embriao na degradacao de reservas amiloliti-
cas, sendo necessario para isto a aplicacao conjunta de  acido
giberélico e citocininas. Entretanto Sprent (1960a,b) nfo en-
controu efeito promotor de acido giberélico sobre a atividade
de amilases em cotilédones de ervilha. Estas diferencas encomn-
tradas entre estes trabalhos poderiam, talvez, ser reflexo de
condigoes experimentais nio homogéneas e da utilizacdo de varios
cultivares de ervilha. Em outras espécies examinadas, como em
abobora, mamona, algoddo e macd, o tratamento de dcido giberéli
co nao teve influeéncia na atividade de amilases, lipases e ou~-
tras enzimas relacionadas com a degradac@o de reservas(Marriott
e Northcote, 1975). De qualduer forma, mesmo quando encontrado
um efeito de acido giberélico sobre a atividade amilolitica, es
te efeito nunca foi tao marcante como o observado para cereais,
tanto assim, que a maior promocdo provocada pelo acido giberéli
'co sobre a atividade enzimatica, até hoje vista, foi em Corylus
avelana onde a atividade de isocitrato liase foi aumentada cin-
co vezes em relacao ao controle (Pinfield, 1968). Este efeito
€ extremamente pequeno quando comparado com o aumento promovido
poer este tratamento na atividade de amilases em endospermas de-
embrionados de cevada.

0 tratamento de benziladenina, ao contrario do de acido
giberélico, teve efeito promotor tanto na atividade amilolitica
(figs. 24, 29, 30, 32, 36 e tabs, 9, 12 e 13) como na atividade
proteolitica (tab. 8), embora no Gltimo caso a promogac nao te-
nha sido tdao nitida como no casc de amilases. Foi demonstrado
neste trabalho que, em cotilédones de-embrionados de feijao, o
tratamento de benziladenina promoveu a atividade amilolitica a
niveis iguais ou superiores aqueles dados pela presenca do em-
briao, sugerindo que as citocininas vossam estar envolvidas na
hidrolise do amido. Gepstain e Ilan (1970) também encontraram,
em cotilédones destacados de feijdo, alta promocao da atividade
amilolitica sob tratamento de cinetina. Em cotilédones de-em-
brionados de ervilha foi encontrada promogdo da atividade ami
lolitica tanto sob tratamento de benziladenina como de cinetina
(Varner et al., 1963; Sprent, 1968a, b; Locker e Ilan, 1975),
alem de que o tratamento de cinetina pode reverter o efeito ini
bidor do dcido abacisico sobre a atividade de amilase {Yomo e
Varner, 1973). Short e Torrey (1972) encontraram durante a fa-
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se de mobilizacao das reservas, alteos niveis de zeatina em pon-
tags de raizes de ervilha, local este estabelecido como sitio de
sintese de citocininos na planta (Kende, 1965: Itai e Vaadiea,
1965; Carr ¢ Burrows, 1966 e Burrows e Carr, 1969). Neste pre-
sente trabalho, o nivel enddgeno de citocininas aumentou até 15
horas (fig. 45) demonstrando que este grupo de hormonios estava
presente durante as etapas iniciais de germinacao. A analise
de outras espécies de plantas mostrou que cinetina também aumen
tou a hidrdlise do amido em cotilédones destacados de girassol
(Gilad, Ilan e Reinhold, 1970) e em abobora, benziladenina foi
capaz de substituir a presenca do embriZo na promocio da ativi-
dade de outras enzimas como isocitrato liase, proteases e dipep
tidases (Penner e Ashton, 1967a,b; Sze e Ashton, 1971).

A influencia de citocininas na atividade de enzimas en-
volvidas na degradacao de reservas parece ser um fenomeno comum
em dicotiledaneaé, 0 que representa o envolvimento de um grupo
hormonal diferente daquele visto em monocotiledoneas, em espe-
cial para cereais, no controle da mobilizacao de reservas.

A snalise mais detalhada sobre a influéncia de benzila-
denina, em varias concentracoes, na atividade amilolitica de co
tilédones de-embrionados ou presos ao embrido (fig. 32a), mos-
trou que a presenca do embriazo impediu o aumento da atividade
amilolitica, enquanto que em cotilédones de-embrionados esta
atividade foi correlacionada com o aumento das concentragoes de
benziladenina. A concentracao de 10"6M substituiu completamen-
te o efeito do eixo, concentracoes abaixo desta tiveram efeito
menor que o do eixo e concentracoes acima desta suplantaram a
promocao de atividade dada pelo eixo. Estes dados concordam com
os de Gepstain e Ilan (1970) para ervilha, onde em cotilédones
na presencga de embriao nao houve aumento da atividade amiloliti
ca com o aumento de concentracoes de cinetina, enquanto que en
cotilédones de-embrionados houve forte correlacdo entre estes
dois fatores. Neste caso, entretanto, as concentracces de cing
tina aplicadas nao foram capazes de suplantar o efeito dado pe-
lo embriao. Parece, entao, que benziladenina talvez seja mais
efetiva na promogao da atividade amilolitica.-que a cinetina, ja
que as concentracoes destas duas substancias foram similares nos
dois experimentos. O fato de nao haver aumento na atividade

amilolitica com o aumentc da concentracdo de benziladenina, enm
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cotilédones na presenca do embrizo, sugere uma influencia do ei
xo embriondrio no grau da atividade amilolitica a qual poderia
ser dada através de dois caminhos: ou através de um  inibidor
que controlaria a taxa de atividade das amilases, ou entao atra
vés de competiczo entre as citocininas naturais, liberadas pelo
eixo, e a benziladenina pelos receptores destas substancias, que

no caso deveriam favorecer as citocininas naturais. Corroboran
do esta hipotese, Leocker e Ilan (1975) notaram que, em ervilha,
as citocininas naturais, zeatina e seu ribosideo, foram mais

efetivas na promocgao de atividade de amilases em cotilédones des
tacados que cinetina ou benziladenina. Isto indicaria que as
citocininas sintéticas talvez precisassem ser modificadas
estruturalmente antes de atuarem na atividade enzimatica, como
acontece com o esteviol, uma substancia de estrutura semelhante
e das giberelinas, que so passa a ter atividade giberelinica de
pois de ser convertido em giberelinas dentro do tecido vegetal
(Ruddat, Heftmann e Lang, 1965).

A hipdtese de que a menor atividade em cotilédones pre-
sos ao embriao, sob tratamento de benziladenina, tinha sido cau
sada por um inibidor foi testada atraves da mistura de extratos
de cotilédones tratados com benziladenina, de-embrionados ou pre
s0s ao embrido (fig. 34 e tab. 12 e 13). Encontrou-se eviden=-
cias da presenca de inibidores, uma vez que extratos de cotileé-
dones com embrido conseguiram diminuir a atividade de extratos
de cotilédones de-embrionados. Este inibidor liberado para o)
cotilédone nas primeiras etapas de germinacdao, talvez controla-
ria o fornecimento de produtos degradados para o embrido em cres
cimento.

0 embriZo, além de promover a atividade hidrolitica,
através da liberacdao de citocininas, poderia também  controlar
esta atividade em termos de maior ou menor demanda de nutrien-
tes dos cotilédones para o tecido embriondario em  crescimento.
Desta forma, baixas taxas de incorporacao de produtos de hidro-
lise levaria a um aclimulo destes produtos nas vias de transloca
cao, inibindo subseqliente degradagao das reservas. Oaks (1965)
mostrou que, em milho, um fornecimento de aminoacidos exdgenos
ao meio de cultura do graoc em germinacao teve o efeito de inibir
a degradacdo de reservas proteoliticas. Estes dados também fo-
ram cbservados em ervilha por Yomo e Varner (1973). |



Em plantas epigeas foi sugerido que a luz poderia in-
fluir no controle da atividade hidrolitica, tanto assim que Van
Onckelen et al. (1977) mostraram que cotilédones de feijido colo
cados no escuro tinham um aumento na atividade de amilase em re
lagao aqueles colocados na luz, havendo uma forte correlagdo en
tre o aumento no conteiido em clorofila e a inibicdo da ativida-
de amilolitica.

Neste presente trabalho procurou-se estudar estas inte-
racoes, tanto em relacdo a luz como em relacdo ao tratamento de
benziladenina, uma vez que, como visto anteriormente, este tra-
tamento aumentou o conteldo de clorofila no tecido (tab. 9).

Foi observado que o conteudo de clorefila foi maior em
cotilédones destacados, tanto no controle, como nos tratados
com benziladenina, indicando a influencia do embriao no contro-
le dos niveis de clorofila dos cotilédones. Também foi observa
do que em presenc¢a de luz o tratamento de benziladenina, embora
tenha aumentado o conteltdo de clorofila total, nao modificou a
proporc¢cao entre clorofila a e b, sendo, como nos controles, a
quantidade de clorofila a mais abundante, concordando, neste as
pecto, com os dados de Van Onckelen et al. (1977). Entretanto,
com relacdo a atividade amilolitica estes dados nao  coincidem
com os dados dos autores acima citados, nao se¢ encontrando dife
rengas entre a atividade amilolitica de cotilédones colocados
na luz ou no escuro, com excegao de cotilédones destacados tra-
tados com benziladenina, onde a atividade foi maior ma luz que
no escurc, sendo o oposto do encontrado no trabalho de Van
Onckelen et al. (1977). Estes autores, entretanto, nao examina
ram as interacOes entre luz, benziladenina e atividade amiloli-
tica, nao podendo os dados deste presente trabalho serem compa-
rados. . _

0 desenvolvimento da atividade‘amilolitica nao foi- de-
tectado antes de 44 horas de embebicao da semente, mag aumentou
rapidamente apos o terceiro dia (figs. 36a e 38a), fase em que
a matéria seca da reserva estava sendo rapidamente translocada
(figs. 35a e 37b)}, caindo somente apos o 9¢ dia, quando as re-
servas ja comecavam a se esgotar.  Assim o aumento na atividade
amilolitica foi altamente correlacionado com o aumento do cres-
cimento do eixo e diminuicdo do peso seco dos cotilédones, suge
rindo que este material estava sendo degradado e transferido pa



-

8800

ra o eixo em crescimento. A analise da atividade de B amilases
(fig. 38b) mostrou que em relagamo ao total a atividade foi pe-
quena e permaneceu constante durante todo o experimento, sendo,
desta forma, a amilase a enzima responsavel pela maior parte da
degradacio do amido. No 3¢ dia de germinacgao a atividade de
8 amilases foi maior que a de a amilases, entretanto apds este
dia houve rapido aumento na atividade de o amilases. Estes da-
dos sdo similares aqueles vistos em milho por Dure (1960), onde
R amilase representava apenas uma pequena fragao do total das
enzimas amiloliticas, ndo aumentando em atividade durante o de~-
senvolvimento. Baixa atividade de B amilase durante o desenvol
vimento também foi observada enm arroz, aveia e sorgo (French,
1960). Entretanto estes dados naoc concordam com os de Van

Onckelen et al. (1977), onde foi verificado que a atividade de

B amilases aumentou durante os seis primeiros dias de germina-
cio de feijdo. Juliano e Varner (1969) entretanto, trabalhando
com ervilhas, mostraram que B amilase sempré esteve presente num
nivel baixo e constante durante os 15 primeiros dias de germina
¢io, sendo que a ¢ amilase fol sintetizada nos primeiros dias
de germinaciio e as taxas mais rapidas de degradacio de matéria
seca coincidirem com o aparecimento desta enzima. Estes dados
coincidem com os resultados obtidos neste presente trabalho.
Por estes motivos, Juliano e Varner (1969) concluiram que as en
zimas mais importantes para a degradacao do amido eram as o ami
lases, enquanto que B amilases so atacariam oligossacarideosp;g
duzidos pela acdo de o« amilases. Os estudos de Walker e Hope
(1963) corroboram estes dados, uma vez que estes autores mostra
ram que somente a  amilase poderia hidrolisar graos de amido.
A atividade proteolitica foil relativamente alta (fig 36b)
no 3¢ dia de germinacao, mostrando atividade méxima no 59 dia
de crescimento, como encontrado por Yomo e Srinivasan (1673)
também em Phaseclus. A aplicag@o de benziladenina levou a  um
pequeno aumento na atividade proteolitica, sem modificar o pa-
drio desta atividade. O fato de que a atividade  proteolitica
foi alta no inicio da germinacio e teve um pico de maxima ativi
dade anterior ao de amilases, corrobora os dados vistos para a
analise de crescimento, onde as reservas protéicas foram utili-
zadas relativamente mais rapido que matéria seca. Esta utiliza

cio mais rapida das reservas protéicas também foi  demonstrada
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em cevada (Folkes, Willis e Yemm, 1952; Métivier e Dale, 1977a)
e em milho (Monteiro, 1979), sendo que talvez isto seja rcflexo
da existéncia de algumas proteases ja na semente seca (Yomo e
Srinivasan, 1973; Chrispeels, Baumgartner e Harris, 1976; Bewley
e Black, 1978).

Interessante notar que a atividade hidrolitica sé come-
¢ou a diminuir quando as reservas estavam esgotadas, sugerindo
que as enzimas uma vez sintetizadas permanecem ativas, sé sendo
degradadas quando as reservas sao esgotadas. Assim, em ensaios
"in vitro'" € comum encontrar maximos de atividade apds o perio-
do maximo de utilizacdo das reservas, como foi observado por
Beevers (1968) para a atividade proteolitica em cotilédones de
ervilha, onde a maior degradacio de proteinas ocorreu entre os
dias 2 e 8, enquanto que o pico maximo de atividade proteoliti-
ca "in vitro" foi ao redor do dia 11. Isto poderia ser inter~
pretado de varias maneiras: em primeiro lugar existem  varias
proteases, peptidases e isoenzimas e amilases (Beevers, 1068,
Mikola e Kolehmainer, 1972; Bilderback, 1974; Ellerman, 1974;
Ashton, 1976)}. Assim, em qualquer dosagem utilizando um {mnico
substrato, a atividade encontrada nao seria um reflexo da ativi
dade 'in vivo", Uma outra explicacdo seriam as evidéencias de
que sao sintetizadas mais enzimas hidroliticas que necessarias,
havendo "in vivo' competicao pelo substrato, uma vez que normal
mente a degradacdoc das reservas se faz através de uma frente de
hidrélise (Briggs, 1972). Assim, quando estas enzimas sao ex-
traidas e colocadas num substrato nZo limitante, em condicgoes
Otimas de pH e temperatura, sua atividade parecera muito mais
alta "in vitro'" que "in viveo'. Em aveia (Sutcliffe e Baset,
1973) e feijao (Bewley e Black, 1978) sabe-se que a degradacao
das reservas tem inicio numa determinada regiao, e entao vao se
alastrando para outras porcles dos cotilédones. No primeiro
caso a hidrolise comeca no escutelo e dal prossegue pera o en-
dosperma e em Phaseolus vulparis o inicio da hidrolise comeca

na regido central do cotilédone e se espalha para o exterior,
evitando as zonas logo ao redor dos .eixos vasculares., Uma ou-
tra possibilidade € de que inibidores presentes "in vivo" (Bur-
ger e Siegelman, 1966), talvez se tornem menos efetivos "in vi-
tro". Também "in vivo' as taxas de hidrolise poderiam ser arti
ficialmente baixas se no tecido comegassem a acumular  produtos



de hidrolise; entretante no tempo zero de reacdo "in vitro" a
concentracao do substrato € 100% e a do produto zero, havendo
por isto um aumento de atividade.

Desta forma, estes varios pontos levantam uma questao
extremamente importante neste tipo de estudo, onde em muites ca
sos nao ha correlagdo entre a atividade enzimatica ¢ a degrada-
cao de reservas sendo que altas e baixas atividades enzimaticas
nao sac necessariamente acompanhadas por altas e¢ baixas taxas
de hidrolise (Bewley e Black, 1978). Este fato tambem foi estu
dado por Beevers (1968) que analisou os dados de varios outros
autores com relacao a este problema, chegando também a conclu-
sao de que nem sempre ha correlacdo entre atividade enzimatica
"in vitro" e a hidrdlise de reservas '"in vivo'.

Este aspecto pode ser observado meste presente trabalho
(figs. 35, 36, 37 e 38) onde embora tenha sido visto que o au-
mento de atividade de amilases e proteases coincidiu com o cres
cimento do eixo e perda de peso dos cotilédones, uma analise
mais detalhada mostrou que esta relacio nao foi, na verdade, tao
simples., Tanto no caso de amilases (fig. 35c¢) como no caso de
proteases (fig. 37c) foi visto que o ganho de pesc pele eixo em
brionario em plantas controle foi maior que aquele visto em plan
tas tratadas com benziladenina, e que isto foi refletido na corx
respondente perda de peso pelos cotilédones, estabelecendo wuma
forte relacao entre utilizagac das reservas e o crescimento do
eixo. A analise da atividade enzimatica revelou, entretanto,
que plantas tratadas com benziladenina mostraram maior ativida-
de amilolitica (figs. 36 e 38), apesar do cotilédone ter apre-
sentado uma perda de peso mais lenta e um correspondente menor
crescimento do embriao. Desta forma, estes dados corroboram a
proposicao de Bewley e Black (1978) de que a atividade enziméti
ca nac € necessariamente um reflexo da mobilizagdc de reservas.

Finalmente deve ser considerado o efeito distinto do
tratamento de benziladenina sobre processos como a atividade en
zimatica e o crescimento e metabolismo geral da'planta. Desta
forma, concentragces de benziladenina que promovem a atividade
amilolitica e proteolitica poderiam também ter um efeito simul-
taneo, através de outros caminhos, sobre o crescimento geral da
planta. Foi visto nos experimentos de analise de crescimento
que um dos efeitos mais nitidos de benziladenina sobre a morfo-
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logia externa da planta foi a reducio da area foliar, mesmo na
concentracao de IOWGM que, em relacdo 3 atividade amilolitica,
nao modificou a atividade enzimdtica normalmente encontrada em
cotilédones de plantas controle. Entretanto, como foi vorifich
do por Dale (1972), o principal Orgdo responsavel pelo suprimen
to de carbono a planta em desenfolvimento sao as folhas, Assim,
a reducido na area foliar, provocada pelo tratamento de benzila-
denina, levaria a uma diminuigdo na taxa de crescimento da plan
tula, pela reducdo de fotossintese. Esta diminuicfo na fixacio
de carbono poderia levar a uma maior utilizacaoc das reservas em
amido., Isto nao foi observado, indicando que a nac utilizacdo
das reservas em cotilédones de plantas tratadas foi devido a me
nor demanda de nutrientes, mesmo sendo a fixacdo de carbono re-
duzida. Esta hipotese de menor demanda de nutrientes pelo eixo
foi corroborada pelo fato de que as proteinas também nido foram
utilizadas em plantas tratadas. Assim, mesmo em plantas intac-
tas o tratamento de benziladenina poderia provocar maior sinte-
se de enzimas, mas a atividade destas seria reduzida pelo aclmu
lo de produtos "in vivo".

Em resumo, os estudos feitos neste trabalho sobre o cres
cimento inicial da planta e a utilizacgao das reservas cotiledo-
nares mostraram que embora o acido giberélico tenha efeito so-
bre a morfologia externa da planta e giberelinas estejam presen
tes em altos niveis no inicio da germinacgfo, este grupo de hor-
monios nao parecem ter efeito direto sobre a atividade de amila
ses e proteases. Entretanto a presenca deste hormonio sugere
que eles estejam envolvidos em outros processos paralelos ocor-
ridos durante a germinacio. Entretanto, as citocininas, tambénm
presentes em altos niveis durante o inicio da germinacao, promo
vem a atividade hidrolitica, sugerindo.que "in vivo'" este grupo
de hormonios esteja implicado na degradacaoc das reservas de ami
do e proteina. '
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RESUMO

Este trabalho apresenta dados sobre as mudangas nos ni-
veis hormonais enddgenos de giberelinas e citocininas; a utili-
zagao das reservas da semente e o crescimento inicial de Phaseo
lus vulgaris cv carioca, como também sobre o efeito da aplica-
cio de dcido giberélico (GA;) e 6-benziladenina (6-BA) sobre a
atividade de amilases e proteases.

A absorgdo de agua pela semente mostrou duas fases dis-
tiﬁtas, e as taxas respiratdrias aumentaram rapidamente atée 20
horas de embebicdo, perfodo no qual o embriao contribuiu com 45%
da absorcao total de oxigénio pela semente.

0 peso seco do embriio aumentou continuamente apds 20
horas de embebic3o, crescendo rapidamente as expensas das reser
vas cotiledonares, as quais foram esgotadas no oitavo dia de
crescimento. As proteinas de reserva foram utilizadas relativa
mente mais rapido que a de matéria seca, e maior quantidade foi
translocada para a parte aérea, cujo pesc seco também foi maior
que aquele da raiz, devido principalmente aoc primeiro par de fo
l1has.

GA; ndo afetou a distribuicao de matéria seca ou de
proteInas, mas reduziu significantemente a area da folha, an-
quanto, simultaneamente, promoveu alongamento do hipocotilo e
epicdtilo. 6-BA reduziu a altura total da planta a area foliar
e o peso seco de raiz e parte aérea, reduzindo também a utiliza
cao de matéria seca e protéica cotiledonar pela planta. O dia-
metro do caule foi aumentado, tanto como os niveis de clorofila
nas folhas e cotilédones.

A atividade de amilases foi baixa na semente seca, au-
mentando rapidamente do 3¢ ao 8° dia, atingindo ai um maximo de
atividade, permanecendo, entretanto, com altos niveis até  que
as reservas cotiledonares fossem esgotadas. -Esta atividade foil
atribuida principalmente & « amilase. A atividade proteolitica
total, com pH 6timo entre 5-6, teve um pico de atividade ante-
rior que o de atividade amilolitica, no 6°¢ dia, mantendo este
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nivel constante, sendo a liberacdo de aminoiacidos maior em pH
entre 5-6. Cotilédones destacados mostraram baixos niveis  de
atividade indicando que a presenga do embridao ndo & absolutamen
te necessaria para o inicio da hidrolise.

GA3 nio afetou tanto a atividade amilolitica cemo a pre
teolitica, enquanto 6-BA aumentou significantemente ambas, e po
de substituir o efeito do eixo em cotilédenes destacados. BEste
efeito foi dependente da concentracao, sendo a atividade amilo-
1itica dada pelo embriZo completamente substituida pela concen-

6M de 6-BA, abaixo desta a atividade foi reduzida

tragdo de 10~
e acima desta a atividade aumentou em cotilédones destacados,
mas foi mantida a niveéis constantes na presenca do embrido, su-
gerindo um controle, provavelmente através de um inibidor.

Os niveis endogenos de giberelinas e citocininas aumen-
taram durante os primeiros estagios de germinacdo, caindo para
niveis iniciais apos 24 horas. A analise dos valores de Rf in-
dicam a presenca de mais de uma forma do hormonic em ambos  os
Ca50S.

0s resultados, no total, sugerem que os niveis engdge-
nos destes hormonios poderiam estar correlacionados com a ini-
ciagao do crescimento do eixo, e que citocininas, mas nao gibe-
Telinas, estariam envolvidas no controle da degradacgidao das Tte-
servas. A interpretacdo da atividade enzimatica "in vitro', par
ticularmente em cotilédones destacados, deve ser feita com cui-
dado, uma vez que a‘fisiologia da planta intacta poderia ser
afetada pela aplicacio exogena de reguladores de crescimento em

baixas concentracoes.
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SUMMARY

This work reports data upon changes in the endogenous
levels of gibberellins and cytokinins, the utilization of seed
reserves and early growth of Phaseolus vulegaris cv carioca, as
well as the effect of applied gibberellic acid (GAg) and
6-benziladenine (6~BA) upon the activity of amylases and pro-
teases in the cotyledon.

Water uptake showed two distinct phéses and respiration
rates increased rapidly up to 20 hours at which time the embrvo
accounted for 45% of the total oxygen absorved by the seed.

Embryo dry weight increased continually from 20 hours,
growing rapidly at the expense of cotyledonary reserves, which
became exhausted on day &. Protein reserves were utilized
relatively faster than dry matter and greater amounts were
translocated to the shoot whose dry weight was also than that
of the root, principally due to the first leaf pair.

GAS did not affect the distribution of dry matter nor
protein but significantly reduced leaf area while simultanecously
promoting etiolation of the hypocotyl and epicotyl. 6-BA
reduced total plant height, leaf area, root and shoot dry weight
and reduced the utilization of cotyledonary dry matter and
protein reserves in whole plants. Stem girth was increased as
were levels of chlorophyl in leafs and cotyledons. _

Amylase activity was low in the dry seed increasing
rapidly from day 3 to a peak on davs 8-9 thereafter remaining
at a high level until the hydrolysis of the cotyledonary
reserve was complete. Total activity was attributable
priﬁéipaily to o amylase. Total proteolytic activity, with a
pH optimum between 5-6, peaked earlier on day 6 thereaflter
maintaining constant levels, amincacid liberation being maximal
at an pH between 5-6. Detached cotyledons showed low levels of
activity indicating that the presence of the embryo is not
absolutely necessary for the initiation of hydrolysis.
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GAS had not effect upon amylolitic or proteolytic
activity whereas 0~BA significantly increased both and could
substitute the axis in detached cotyledons. This effect was
concentration dependent, full amylolitic activity being replaced
by 107°

this activity increases in detached cotyledons but was

M 6-BA; below this full activity was reduced though above

maintained at constant levels in the presence of the embryo
suggesting some means of control, precbably through an inhibitor.

Endogenous levels of gibberellins and cytokinins
initially increased during the early stages of germination,
falling to initial levels after approximately 24 hours. Analysis
of Rf values indicated the presence of more than one form of the
hormone in both cases.

The results in total suggest that endogenous hormone
levels may be correlated with the initiation of embryo growth
and that cytokinins, but not gibberellins, are involved in the
degradation of reserve degradation. Interpretation of "in vitro”
enzyme activity, particularly in detached cotyledons, approched
with caution as whole plant physiclogy may also be affected with

the application of exogenous regulators at low concentrations.




.88,

BIBLIOGRAFIA

ARNON, D.I., 1949. Cdoper enzyme in isolated chloroplast. Poly
phenoloxidase in Beta vulgaris. Plant Physiol. 24:1-15.

ASHTON, F.M., 1976. Mobilization of seed storage proteins. Ann.
Rev. Plant Physicl. 27:95-117.

ASHTON, F.M. e DAHMEN, J., 1967a. Purification and characteri
zation of a dipeptidase from Cucurbita maxima cotyledons
Phytochemistry 6:1215-1225.

ASHTON, F.M. e DAHMEN, J., 1967b. A partial purification and
characterization of two peptidases from Cucurbita maxima

cotyledons. Phytochemistry ©6:641-653.

BAGLEY, B.W.; CHERRY, J.H.; ROLLINS, M.L. e ALTSCHUL, A.M. 1963
A study of protein bodies during germination of peanut
(Arachis hypogaea) seed. Ann. J. Bot. 50:523-532.

BAILEY, C.J. e BOULTER, D. 1970. The structure of legumin, a
storage protein of broad bean (Vicia faba) seced. Eur. J.
Biochem. 17:460-466.

BAIN, J. e MERCER, F.V., 1966. Subcelular organization of
developing cotyledons of Pisum sativum. J. Biol. Sci. 19:
49~67.

BARKER, R.D.G.; DERBYSHIRE, E.; YARWOOD, A. e BOULTER, D. 1976,
Purification and characterization of the major - storage

proteins of Phaseolus vulgaris seeds and their intracellular

cotyledonary distribution. Phytochemistry 15:751-757.

BASHA, S.M.M. e BEEVERS, L. 1975. The development of proteclytic
activity and protein degradation during the germination of
Pisum sativum L. Planta 124:77-87.




88,

BEEVERS, L. 1868. Protein degradation and proteolytic activity
in the cotyledons of germinating pea seeds (Pisum sativum).
Phytochemistry 7:1837-1844.

BEEVERS, L. 19876. Nitrogen metabolism in Plants. Arnold.
London.

BEEVERS, L. e GUERNSEY, F.S.. 1966. Changes in some nitrogenous
components during the germination of pea seeds. Plant Physiol.
-+ 41:1455-1458.

BEEVERS, L. e SPLITTSTOESSER, E. 1968. Protein and nuclei acid
metabolism in germinating peas. J. Exp. Bot. 19:61, 698-711.

BERNFELD, P, 1951. Enzymes of starch degradatiocon and synthesis.
Advances in Enzimology 12:379-428.

BERNFELD, P. 1955. Amylases. In Methods in Enzymologyl. Ed.
by S.P. Colowick and N.P. Kaplan. Academic Press Inc. N.Y.

BEWLEY, J.D. e BALCK, M. 1978. Physiology and Biochemistry
- of seeds in relation to germination. Vol. 1. Springer-Verlag .
Berlin Heidelberg. New York.

BILDERBACK, D.E. 1974. Amylases from aleurone layers and
starch endosperm of barley seeds. Plant Physiol. 53:480-484.

BIELSKI, R.L. e TURNER, N.A, 1966. Separation and estimation
of amino acid in crude plant extracts by thin layer eletro-
phoreses and chromatography. Analyt. Biocem. 17:278-282.



.90,

BLENKINSOP, P.G. e DALE, J.E. 1974. The effects of  shade
treatment and light on ribulose 1-5 diphosphate carboxylase-
activity and Fraction I protein level in the first leaf  of
barley. J. Exp. Bot. 25:889-912,

BRIAN, P.W. 1966. The gibberellins as hormones. Int,. Rev.
- Citol. 19:229-265,

BRIAN, P.W. e HEMMING, H.G. 1957, Effect of gibberellic acid

and kinetin on growth of peé stem sections., Naturwiss 44:594.

BRIATY, L.G.; COULT, D.A. e BOULTER, D. 1969. Protein bodies
of developing seceds of Vicia faba. J. Exp. Bot. 20:35§-362.

BRIGGS, D.E. 1968. Amylase in germinating, decorticated bariey I,
Phytochemistry 7:513-529.

BRIGGS, D.E. 1972. Enzyme formation, cellular breakdown and
the distribution of gibberellins in the endosperm of barley.
Planta 108:351-358,

BROWN, R. 1943, Studies in germination and seedling growth,
Ann. Bot. 7:93-11727.

BROWN, R. 1972. Germination. In Plant Physyology VIC: Ed.F.C.
Steward. Academic Press. London.

BURGER, W.C. e SIEGELMAN, H.W., 1966, Location of a protease
and its inhibitor in the barley kernel. Physiol. Plant. 19:
1089-1093.

BURROWS, W.G. e CARR, D.J. 1969, Effects of flooding the root
system of sunflower plants on the cytokinin content in the
xylem sap. Physiol. Plant. 22:1105-1112Z.

CARR, D.J. e BURROWS, N.G. 1966. Evidence of the presence in
xylem sap of substances with kinetin-like activity. Life
Sci. 5:2061-2077.



91

CATSIMPOOLAS, S.N.; CAMPBELL, T.G. e MAYER, E.W, 1968 Immuno-
chemical study of changes in reserve proteins of germinating
soybean seeds. Plant Physiol. 43:799-805,

CHERRY, J.H. 1973. Molecular Biology of Plants. Columbia Uni
versity Press.

CHIM, T.Y.; POULSON, R. e BEEVERS, L. 1972. The influence of
axis removal on protein metabolism in cotyledons of Pisum
sativum L. Plant Physiol. 49:482-489,

CHING, T.M. 1972, Metabolism of germinating seeds. In seed
Biology. Vol. ITI. Acad. Press. London.

CHRISPEELS, M.J.; BAUMGARTNER, B. e HARRIS, N. 1976. Regulation
of reserve protein metabolism in the cotyledons of mung bean
seedlings. Proc. Nat. Acad. Sci. 73:3168-3172,

CHRISPEELS, M.J. e VARNER, J.E. 1966. TInhibition of gibberellic
acid and induced formation of amilase by abscisin II. Nature
211:1066~1067, |

DALE, J.E. 1964. Leaf growth in Phaseolus wvulgaris I.. Growth
of the first pair of leaves under constant conditions. Ann.
Bot., 28:579-589.

DALE, J.E. 19069, Gibberellins and the early growth in seed-
lings of Phaseolus vulgaris. Planta 89:155-164.,

DALE, J.E. 19872. Growth and photosynthesis in the first leaf
of barley.. The effect of time of application of nitrogen.
Ann., Bot. 36:967-979,

DALE, J.E. e FELIPPE, G.M., 1972. Effects of shading in the
first leaf on the growth of barley plants. II. Effects on

photosynthesis Ann., Bot, 36:397-409,




2.

DAUSSANT, J.; NEUCERE, N.J. e CONKERTON, E.J. 1969 TImmunoche-

mical studies on Arachis hipogaea proteins with particular

reference to the reserve proteins II. Protein modification
during germination. Plant. Physiol. 44:480-489,

DERBYSHIRE, E.; WRIGHT, D.J. e BOULTER, D. 1976. Legumin and

vicilin storage proteins of legume seeds. Phytochemistry 15:
3-24,

DERBYSHIRE, E.; YARWOOD, D.J.N.:; NEAT, E. e BOULTER, D, 1976,
Seed proteins of Phaseolus and Vigna. New Phytol. 76:283-288,

-

DURE, L. 1960. Gross nutritional contributions of . nmaizes
endosperm and scutellum to germination growth maizes 4%iG .
Plant Physiol. 35:919-925,

DURLEY, R.C.; McMILLAN, J. e PRICE, R.J. 1971. Investigation
of gibberellins and other growth substances in the seed of
Phaseolus multiflorus and of Phaseolus vulgaris by gaz chro-

matography and by chromatography-mass spectrometry. Phyto~
\ chemistry 10:1891-1908.

DURLEY, R.C.; SASSA, T. e PHARIS, R.P. 1979. Metabolisn of
tritiated gibberellin AZO in immature seeds of dwarf pea cv
Meteor. Plant Physiol. 64:214-219,

EARLE, F.R. e JONES, Q. 1962. Analyses of seed samples from
113 plant families. Econ. Bot. 16:221-250.

EASTWOOD, D.; TAVERER, R.J.A. e LAIDMAN, D.L. 1969. Sequential
action of cytokinin and gibberellic acid in wheat alenrone
tissue. Nature 221:1267.

ELLERMAN, T.C. 1974. Aminopeptidases of pea. Biochem. J. 141:
113-118.

FELTPPE, G.M. e DALE, J.E. 1972. The uptake of 14602 by deve-
loping first leaves of barley and the partition of labelled
assimilates. Ann. Bot., 36:411-418.




FELTPPE, G.M. e DALE, J.E. 1973. Effects of shading the first
leaf of barley plants on growth and carbon nutrition of the
stem apex. Ann. Bot. 37:063-706.

FELIPPE, G.M.; BOSCHINI, J.; AMABIS, J.M. e ROSSI, C.L. 1971.
Effect of different levels of gibberellic acid on plants
with know quantity of CCC. Hoehnea 1:115~-118,

FILNER, P. e WARNER, J.E. 1967. A test for de novo synthesis

of enzymes; density labelling with H2018 of barley amylase

induced by gibberellic acid. Proc. Nat. Acad. Sci. 58:1520-
1526. '

FISHER, E.H. e STAIN, E.A. 1960. o amylases. In The Enzymes.
Vol. IV 313-343 Ed. Paul D. Boyler. Academic Press. New

York.
FOLXES, B.F. e YEMM, E.W. 1958. The respiration of bariey
plants X. Respiration and metabolism of aminocacids and

protein in germinating grain. New Phytel. 57:106-131.

FOLKES, B.F.; WILLIS, A.F. e YEMM, E.W. 1951. The respiration
of barley plants VII. The metabolism of nitrogen and respira-
tion in seedlings. The New Phytologist 51:317-341.

FRANKLAND, B. e WAREING, P.F. 1960. Physiological effect of
gib. acid on hypocotyl growth of lettuce seedling. Nature
185:255-256.

FRENCH, D. 1960 B amylases. In The Enzymes. Vol. IV: 345-368
Ed. Paul D. Boyler. Academic Press. New York.

GEPSTAIN, S. e ILAN, I, 1970, A promoctive action of kinetin
on amylase activity in cotyledons of Phaseolus vulgaris. Plant
and Cell Physiol. 11:819-822.




.94,

GILAD, T.; ILAN, TI. e REINHOLD, L. 1970. The effect on kinetin
and the embryo axis on the level of reducing sugars in sun-
flower cotyledons. Israel. J. Bot. 19:447-450,

GOLDSTEIN, L.D. e JENNINGS, P.H., 1975. The occurence and
development of amylase enzymes in incubated, de-embryonated
maize kernels. Plant Physiol. 55:803-898,

GOTOH, N. e ESASHI, Y. 1973, Diffusible and extractable
gibberellins in bean cotyledons in relation to dwarfims.
Physiol. Plant. 28:480-489,

GREENWOOD, C.T. e THONSON, J. 1962. Studies on the biosynthesis
of the components of starchs from smooth and wrinbled peas
during growth. Biochem. J. 82:156-164.

GUARDIOLA, J.L. e SUTCLIFFE, J.F. 1971. Control of protein
hydrolysis in the cotyledons of germinating pea (Pisup sati-
vum L.) seeds. Ann. Bot, 35:791~807.

\GUPTA, G.R.P. e MAHESHWARI, S.C. 1970. Cytokinins in seeds
of pumpkin., Plant Physiol. 45:14-18,

HARVEY, B.M.R. e OAKS, A. 1974, The role of geibberellic acid
in the hydrolysis of endosperm reserves in Zea mays. Planta
121:67-74,

HOCK, I. 1969, Inhibition of isocitrate lyase in  watermelon
seedlings by white light. Planta 85:340-350.

HOPKINSONS, J.M. 1964. Studies on the expansion of the . leaf
surface IV, The carbon and phosphorus economy of a leaf. J.
Exp. Bot. 15:125-137.

HUANG, R.C. e BEEVERS, L. 1974. Developmental changes in
Endosperm of germinating castor bean independent of embryonic
axis. Plant. Physiol. 54:277-279,

HUTCHINSON, J. 1964. The genera of flowreing plants. Vol. I.
Clarendon Press. Oxford.




95,

INGLE, J.; BEEVERS, L. e HAELGMAN, R.H. 1964. Metabolic changes
associated with the germination of corn I. Changes in weigth
metabolites and their distribution in the enbryo axis,
scutellum and endosperm. Plant Physiol. 39:735-740,

ITAI, C. e VAADIA, Y. 1965. Kinetin-like activity in  root
exidate of water stressed sonflower plants. Phisiol. Plant.

'l§:941~944.

JONES, F. 1964. Examination of the gibberellins of Zea mays

and Phaseolus multiflorus using thin-layer chromatography.
Nature 202:1309-1310.

JONES, R.L. e STODDART, J.L. 1977, Gibberellins and seed
germination in The Physiology and Biochemistry of seed
dormancy and germination. Ed. A.A. Khan. North-Holland.
Amsterdan. '

JULTANO, B.0O. e VARNER, J.E. 1969. Enzymic degradation of
starch granules in the cotyledons of germinating peas. Plant
% Physiol. 44:886~892.

KATSUMI, M. 1962, Physioclogical effects of kinetin,. Effect
on the thinskening of etiolated pea stem section. Physiol.
Plant. 15:115-121. |

KAWASHIMA, N. e WILDMAN, S.G. 1970. Fraction I protein. Ann.
Rev. Pl. Physiol. 21:325-358.

KENDE, H. 1965. Kinetin-like factors in the root exudate of
sunflowers., Proc., Nat. Acad. Sci. 53: 1302-1307,

KHRISHNAMOORTHY, H.N. 1975. Gibberellins and Plant Growth,
Ed. H.N. Khrishnamoorthy. Wiley Eastern Limited. New Delhy.

KOSHIMIZU, K.; KUSAKI, T.; MITSUI, T. e MATSUBARA, S. 1967,
Isolation of a cytokinin, (-) - Dihidrozeatin, from immature
seeds of Lupinus luteus. Tethrahedron Let. 14:1317-1320.




-95u

KOZLOWSKI, T.T. 1972. Seed Biology. Vol II. Academic Press.
London.

LADO, P.:; SCHWENDIMAN, M. e MARRE, E. 1968. Repression of
isocitrate lyase synthesis in germinated in the presence of
glucose. Biochim. Biophys. Acta 157:140-148.

LARSON, L.A. e BEEVERS, H., 1965. Amino acid metabolismn in
young pea seedlings. Plant Physiol. 40:424-432.

LEINER, I.E. 1976. Phytohemagglutinins (Phytolectins). Ann.
Rev., 27:291-319. '

LETHAM, D.D. 1968. A new cytokinin biossay and the naturally
occuring cytokinins complex, pp. 19-32. In F. Wightman and
G. Setterfield. (eds.) Runge Press. Otawa.

LIDDLE, A.M.; MANNERS, D.J. e WRIHT, A. 1961. Studies on
carbohidrate metabolying enzymes6. The activity of  potato
phosphorylase on starch type polysaccharides. Biochem. J.
80:301-309.

LOCKER, A. e JLAN, I. 1975, On the nature of the hormonal
regulation of amylase activity in cotyledons of germinating
peas. Plant. and Cell Physiol. 16:449-454,

| LOPES, A. e GRABE, D.F. 1971, Effect of seed protein content
on plant growth of barley and wheat. Agron. Austr. pg. 44.

LOWRY, O.H.; ROSEBROUGH, N.J.; FARR, A.L. e RANDAL, R.J. 1951.

Protein measurement with the Folin Phenol reagent. J.Biol
Chem. 193:265-275, | |

"MACLEOD, A.M. e MILLAR, A.H. 1962. Effect of gibberellic acid
on barley endosperm. J. Inst. Brewing 68:322-332.

MACLEOD, A.M. e PALMER, G.H. 1967. Gibberelling from barley
embryos. Nature 216:1342~1343.




97,

MARCUS, A, e FEELY, J. 1964. Isocitric lyase formation in the
dissected peanut cotyledon. Biochim. Bhiophys. Acta 89:170
171.

H

MARRIOT, K.M. e NORTHCOTE, D.H. 1975. The breakdown of lipide

reserves in the endosperm of germinating castor bean. Biochem.
J. 148:139-144,

MAYER, A.M. e POLJAKOFF-MAYBER, A. 1975. The germination of
seeds. Pergamon, Press.

McCOMB, A.J. 1961. '"Bound" gibberellin in nature runner bean
seeds. Nature:192:575-576.

McLEESTER, R.C.; HALL, T.C.; SUN, S.M. e.BLISS, F.A. 19753,

Comparasion of globulin proteins from Phasecolus vulgaris with

those from Vicia faba. Phytochemistry 2:85-93,

METIVIER, J.R. 1975. Studies on the growth and photosynthesis

of barley as affected by grain nitrogenand exogeously
\ supplied nitrate. PhD Thesis. Universidade de  Idimburgo,
Inglaterra.

METIVIER, J.R. 1979. The effect of time of nitrate applicaticn
upon the growth of barley cultivars of differing endogenous

nitrogen levels: Long term experiments. Ann. Bot. 43: 753~
764.

METIVIER, J.R. e DALE, J.E. 1977a. The utilization of endospemm
reserves during early growth of barley cultivars and effect
of time of application of nitrogen. Ann. Bot. 41:15-728.

METIVIER, J.R. E DALE, J.E. 1977b. The effects of grain nitrogen
and applied nitrate on growth photosynthesis and protein
content of barley cultivars. Ann. Bot. 41:1287-1296,

MIKOLA, J. e KOLEHMAIREN, L. 1972, Localisation and activity
of various peptidases in germinating barley. Planta 104 :
167“1770




.98,

MILLERD, A. 1975. Biochemistry of legume seed proteins. Ann.
Rev. Plant Physiol. 206:53-72,

MILLERD, A.; SIMON, M. e STERN, H. 1971. Legunmin synthesis in
developing cotiledons of Vicia faba. Pl. Physiol. 48:419 -
425. ' '

MONTEIRO, A.M. 1979, Utilizac@o e translocagao de reservas du
rante a germinacao e desenvolvimento de plantulas de milho.
Tese de mestrado (Inédito). UNICAMP.

MUTO, §. e BEEVERS, H. 1974. VLypase activity in castor  bean
endosperm during germination., Plant Physiol. 54:23~28.

NAYLOR, J.M. 1969. Regulation of enzyme synthesis in aleurone
tissue of Avena species.. Can. J. Bot. 47:2069-2072.

-NYMAN, B. 1971. Light, seed coat and gibberellic acid in
relation to the amylase activity in germinating Scots Pine
seeds (Pinus silvestris). Physiol. Plantarum 25:112-117.

OAKS, A. 1865. The regulation of nitrogen loss from maize
endosperm. Can. J. Bot. 43:1077-1082,

OPIK, H. 1972, Some observation of coleoptile cell ultrastruc

ture in ungerminated grains of rice (Oryza sativa L.) Planta
102:61-72,

CPIK, H. e SIMON, E.W. 1963, Water content and respiration
rate bean cotyledons. J. Exp. Bot. 141:299-310.

ORY, R.L. e HENNINGSEN, K.W. 1969. Enzymes associated with
protein bodies isolated from ungerminated barley seeds. Plamnt
Physiol. 44:1488-1498.

OSBORNE, T.B. 1895, The chemical nature of diastase J. Amer.
Chem. Soc. 17:587-603,




99,

OSBORNE, J.B. e CAMPBELL, G.F. 189%6. The proteins of malt. J.
Amer. Chem. Scc. 18:542-564,

PALEG, L.G. 1960. Physiological effect of gib. acid: I on
carbohydrate metabolism and amylase activity of barley
endosperm. Plant. Physiol. 35:293-299.

PALMIANO, E.P. e JULIAMNO, B.O, 1872, Biochemical changes in
the rice grain during germination. Plant Physiol. 49:751-756.

PARKER, C.W. e LETHAM, D.S. 1973, Regulators of cell division
in plant tissue XVI, Metabolism of zeatin by radish coty-
ledens and hypocotyls. Planta 114:199-218.

PEGG, G.F. 1966. Changes in levels of naturally occuring
gibberelling~like substances during germination of seed of
Lycopersicum esculentum Mill, J. Exp. Bot. 17:214-230.

PENNER, D. e ASHTON, F.M. 1967a. Hormonal control of isocitrate
lyase synthesis. Biochem. Biophys. Acta 148:481-485.

PENNER, D. e ASHTON, F.M. 1967b. Hormonal control of proteinase
activity in squash cotyledons. Plant Physiol 42:791-796.

PERETRA, M.F.A. 1978. Primordial development in Phaseolus.
PhD Thesis. University of Edinburg.

PIENFILD, N.J. 1968. The promotion of isocitrate lyase activity

in hazel cotyledons by exogenous gibberellin. Planta 82:

PRESLEY, H.J. e FOWDEN, L. 1965. Acid phosphatase and isoci-

tritase production during seed germination. Phytochem. 4.
169-175.

PRISCO, J.T.; AINOUZ, I.L. e METO, S.C. 1975. Changes in
Nitrogenous compounds and proteases during germination of
Vigna sinensis seeds. Physiol. Plant. 33:18-21.




.100.

RADLEY, M. 1958. The distribution of substances similar to
gibberellic acid in high plants. Ann. Bot. 22:207-307.

RADLEY, M. 1967. Site of production of gibberellin-like subs-
tances in germinating barley embryos. Planta 75:164-171.

RADLEY, M. 1969. The effect of the endosperm on the formation
of gibberellin by barley embryos. Planta 86:218-223,

REID, J.S5.G. e MEIER, H. 1972. The function of the aleurcne
layer during galactomannan distribution in germinating seeds

of fenugreek (Trigonella foenum-graecum L.). Grinson clover

(frifolium encarnatum L.) and lucerne (Medicago sativa L.} A

correlative biochemical and ultrastructural study. Planta
106:44-60,

RICHMOND, A.E. e LANG, A. 1957, Effect of kinetin on protein
content and survival of detached Xantium leaves. Science 1Z5:
650-651,

ROPPE, de R.S. 1956. Kinetin and auxin activity. Plant Physiol.
31:253-254.

ROSWELL, E.V. e GOAD, L.J. 1962. Latent amylase of wheat: its
mode of attachment to glutenin and its release. Biochem. J.
84:73~74.

RUDDAT, M.; HEFTMANN, E. e LANG A. 1965. Conversion of steviol
to a gibberellin-like compound by Fusarium moniliforme. Arch.
Biochem. Biophys. 111:187-190.

RYAN, C.A. 1973. Proteolytic enzymes and their inhibitors.
Ann. Rev. Plant Physiol. 24:173-196.

SCALA, J.; PATRICK, C. e MACBETH, G. 1969. Gibberellic acid

and castor bean fructose 1-6 diphosphatases. Phytochem. 8:
37-44.

0
<

UNICAD
RIBLIOTECA (E

HRAL

_—




L101.

SCHNARRENBERGER, C,; OESER, A, e TOLBERT, N.E. 1972 Isclation
of protein bodies on sucrose gradients. Plants 104:185-194.

@

SHINDY, W.W. e SMITH, D.E. 1976. Identification of plant hor-
mones in coton ovules. Plant Physiol. 55:550-554,

SHORT, K.C. e TORREY, J. 1972. Cytokinins in seedling root of
pea. Plant Phisiol. 49:155~160.

SIMON, E.W. e MEANY, A. 1965, Utilization of reserves in
germinating Phaseolus seed. Plant. Physiel, 40:1136~1139,

SMITH, D.L. 1973. Nucleic Acid, protein and starch  synthesis
in developing cotyledons of Pisum arvense L. Ann. Bot. 37
795-804.,

SMITH, A.M. e AGIZA, A.H. 1951. The determination of amino
acid colerimetrically by the ninhydrin reactios. Analyst
76:623-627.

SOEDIGO, R. e GRUBER, M. 1960. Purification and some properties
of a protease from pea seeds, Pisum sativum L. ssp. arvense.
Biophys. Acta 44:315-323,

SOKAL, R.R. e ROHLF, F. 1969, Biometry W.H. Lueman and Company.

SPRENT, J.I. 1568a. Inability of gibberellic acid to stimulate
' amylase activity in pea cotyledons. Planta 82:299-301.

SPRENT, J.I. 1968b. Effects of benzyladenina on cotyledon
metabolism and growth peas. Planta 81:80-87." ‘

STAIN, D.L. e QUASTLER, H. 1963, The use of triated thymidine
in the study of tissue activation during germinating in Zea
mats- Annn J- BGto 59_:1006"1011.-’

STTODART, J.L.; BREIDENBACH, W.; NADEAU, R. e RAPPAPORT, L. 1974,
Selective binding of SH gibberellin Al by protein fractions
from dwarf pea epicotyls. Proc. Nat. Acad. 71:3255-3259.



102,

SUGE, H. e GALLARDO, M.F. 1977. Changes of gibberellins during
seed and pericarp development in common bean with special
regard to abortion. J. Crop. Sci. 46:371-378,

SUN, S.M. e HALL, T.C. 1975. Solubility characteristecs of
globulins from Phaseolus seeds in regard to their isolation

—

and characterization. Agric. Food. Chem. 23(2):184-189.

SUTCLIFFE, J.F. e BASET, G.A. 1973, Control of hydrolysis of
reserve materials in the endosperm of germinating ocat grain.
Plant Science Letters. 1:15-20.

SWAIN, R.R. e DEKKER, E.E. 1966. Seed germination studies I.
Purification and properties of an amylase from the cotyledons
of germinating pea seedlings. Biochim. Biophys. Acta. 122:
75-860.

SZE, H. e ASHTON, F.M. 1971. Dipeptidase development in coty-
ledons of Cucurbita maxima during germination. Phytochemistry
10:2935-2942.

UMBREIT, W.W. e BURRIS, R.H. 1964. -Manometric thecniques.
Ed. Umbreit, W.W, Burris, R.H. e Stareffer, J.F. Minneapolis
Burgess publishing Company.

USBERTI, R. 1979, Estude da germinacdo de sementes de limao-
cravo (Citrus reticulata var. austera Pib. Swingle). Tese
de mestrado. UNICAMP.

VALIO, I.F,M. 1969. Promotion and inhibition of growth in
Lunularia cruciata {L.) DUM. PhD Thesis. University of

London.

VALIO, T.F.M. e ROCHA, R.F. 1976, Physiolegicél effects of
steviol, Z. Planzenphysicl, 78:90-94,




103,

VALIO, I.F.M. e SCHWABE, W.W. 1968. Correlative growth in
sedlings of Phaseolus vulgaris L. Inhibition of stem growth

by the primary leaves. Ann. Bot. 42:263-268,

VAN OCKELEN, H.A.; CAUBERGS, R. e DE GREEF, J.A. 1977 Effect
of light treatment and endogenous growth hormones on o ¢ 8
amylase activities in cotyledons of Phasecolus vulgaris L.
Plant and Cell Physiol. 18:1029-1040.

VAN STADEN, J. 1973, Changes in endogenous cyteokinins of
lettuce seced during germination. Physiol. Plantarum 28:222-
227,

VARNER, J.E. 1964. Gibberellic acid controlled synthesis of
amylase in barley endosperm. Plant Physiol. 39:413-415,

VARNER, J.E. e CHANDRA, G.R. 1964. Hormonal control of enzZyme
synthesis in barley endosperm. Biochemistry 52:100-106.

VARNER, J.E. e SCHIDLOVSKY, 6. 1963. Intracellular distribu-
tion of proteins in pea cotyledons. Plant Physiol. 38:139-
144, '

VARNER, J.E.; BALCE, L.V. e HUANG, C. 1963. Senescence of

cotyledons of germinating peas, influence of axis tissue.
Plant. Physiol. 38:89-92, '

VIANA, A.M. e METIVIER, J.R. 1980. Changes 1n the levels of
total soluble proteins and sugars during leaf ontogeny in
Stevia rebaudiana Bert. Ann. Bot. (no prelo).

VIGIL, E. e RUDDAT, M, 1973, Effect of gibberellic acid and
actinomycin D on the formation and distribution of rough

endoplasmic reticulum in barley aleurone cells. Plant Phy -
siol. 51:549-558,

WALKER; G.F. e HOPE, P.M, 1963. The action of .amylases on
starch granuls. Biochem. 86:452-462.




104,

WEAVER, R.J. 1972. Plant growth substances in agriculture.

W.H. Freeman and Company.

WEBB, D.P.; VAN STADEN, J. e WAREING, P.E. 19873. Seed dormancy
in Acer: Changes in endogenous cytokinins, gibberellins and
germination inhibitors during the breaking of dorm in Acer
Saccharum. J. Exp. Bot. 24:105-116.

WILEY, L. e ASHTON, F.M. 1967. Influences of the embryonic
axis on protein hydrolises in cotyledons of Cucurbita maxima
Physiol. Planyatrum 20:688-696.

WRIGHT, D.J. e BOULTER, D. 1973, A comparasion of acid extrac
ted globulin fractions and vicilin and legumin of Vicia faba.
Phytochemistry 12:79-84,

YATSU, L.Y. e JACKS, T.J., 1968, Association of lysossomal
activity with aleurone grains in plant seeds. Arch. Biochen.
Biophys. 124:466~471.

~ YEMM, E.W. e WILLIS, A.J. 1954, Estimation of carbohydrates
in extracts by anthrone. Biochem. J. 57:508-514.

YOMO, H. e SRINIVASEN, XK. 1973, Protein breakdown and formation

vulgaris L. P1. Physiol., 52:671-673.

YOMO, H. e TAYLOR, M.P, 1973, Histochemical studies on
protease formation in the cotyledons of germinating  beans.
Planta 112:35-43,

YOMO, H. e VARNER, J.E. 1973, Control of the formation of amy
lases and proteases in cotyledons of germinating peas. P1,
Physiol. 51:708-713.

YOUNG, J.L.; HUANG, R.C.; VANECKO, S.; MARKS, J.D. e VARNER,J.E.
1960. Conditions affecting enzyme synthesis in cotyledons
of germinating seeds. Plant. Physiol. 35:288-292,




SA05

YOUNG, J.L. e VARNER,J.L. 1959, Enzyme synthesis in the

cotyledons gevrminating sceds, Arch. Biochem. 84:71-78,




