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RESUMO

RIBEIRO, Dimas Mendes, M. S., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro 2003.
Germinacdo de sementes dormentes de Stylosanthes humilis H.B.K.
promovida pelo acumulo de etileno em ambiente fechado. Orientador:
Raimundo Santos Barros. Conselheiros: Fernando Luiz Finger e Rolf
Puschmann

Sementes dormentes escarificadas de estilosante (Stylosanthes humilis HBK),
leguminosa tropical forrageira anual, germinaram em ambiente fechado devido ao
acumulo de etileno por elas produzido. O etileno acumulado fez aumentar a
germinacao e intensificou a sua producdo. A adicdo de etileno a atmosfera interna
dos frascos Erlenmeyers selados, as concentracées 0,5 mmol m> ou menores,
promoveu um aumento na producdo de etileno, em comparacdo ao etileno
adicionado, caracterizando um efeito autocatalitico do regulador gasoso. A remocéao
do etileno da atmosfera dos frascos por solucdo de perclorato de mercurio levou a
diminuicdo da emanacdo do regulador gasoso pelas sementes dormentes e nao-
dormentes e também da germinacdo. Os inibidores da biossintese do etileno, 2-
aminoetoxivinilglicina mais Co(NO3),, bloguearam completamente a germinacdo das
sementes dormentes, mas nao das ndao-dormentes, possivelmente devido ao etileno
residual produzido por estas. A combinacdo das duas técnicas, isto €, remoc¢éo do
etileno da atmosfera dos frascos simultaneamente a embebicdo das sementes com
a solucéao dos inibidores, promoveu uma inibicdo completa da producédo de etileno
por sementes dormentes e ndo-dormentes e da germinacdo. Com a Injecado de
etileno na atmosfera dos frascos Erlenmeyer, a germinacdo das sementes nao-
dormentes foi estimulada sob concentracdes bem menores do que as requeridas
para a germinacdo das sementes dormentes, indicando que a sensibilidade ao

regulador gasoso foi bem maior nas sementes nao-dormentes.



ABSTRACT

RIBEIRO, Dimas Mendes, M. S., Universidade Federal de Vicosa, February 2003.
Germination of dormant seeds of Stylosanthes humilis H.B.K. as promoted
by ethylene accumulation in closed environment. Adviser: Raimundo Santos
Barros. Committee members: Fernando Luiz Finger and Rolf Puschmann

Scarified dormant seeds of Townsville stylo (Stylosanthes humilis HBK), an annual
tropical forage legume, germinated in closed environments in response to ethylene
accumulation. This accumulation, caused an increased germination and also in
ethylene production. Injection of ethylene, at concentrations 0.5 mmol m™ or less into
sealed Erlenmeyer flasks promoted an ethylene increase in their internal
atmospheres, as compared to ethylene injected, demonstrating an autocatalytic
production. In an ethylene-free atmosphere obtained with a mercuric perchlorate
solution, emanation of the gaseous regulator from dormant and non-dormant seeds
was drastically decreased as was also total germination. Germination of dormant
seeds, but not of non-dormant ones, was completely blocked by ethylene
biosynthesis inhibitors 2-aminoethoxyvinylglycine (AVG) plus Co(NO3),, likely due to
the residual ethylene produced by non-dormant seeds. When both techniques were
used, e.g., by removing ethylene form the flask atmosphere and simultaneously
imbibing seeds in AVG plus Co?" solution, neither germination of nor ethylene
production by dormant and non-dormant seeds occurred. Ethylene injected into this
system promoted germination of non-dormant seeds at much lower concentrations
than those required for germination of dormant seeds, demonstrating that in non-
dormant seeds sensitivity to the gaseous regulator was higher than in dormant

seeds.
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1 INTRODUCAO

Sementes de estilosante (Stylosanthes humilis HBK), uma leguminosa tropical
forrageira anual, apresentam dois mecanismos reguladores da germinagdo, a
barreira tegumentar e a endodorméncia. A barreira tegumentar pode ser rompida por
altas temperaturas (Holm 1972) e por escarificacdo mecanica (Burin et al 1987) ou
acida (Araujo et al 2000). A endodorméncia reduz-se gradualmente com o avanc¢o da
idade pds-colheita; aos seis meses de idade, a perda da dorméncia se acentua e
aos 12-15 meses, as sementes germinam completamente (Vieira e Barros 1994).
Em sementes recém-colhidas, a endodorméncia pode ser completa ou parcialmente
quebrada pelo acido 2-cloroetilfosfonico (CEPA, Ethrel), composto liberador de
etileno no interior da célula, benziladenina e pelo acido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC), precursor imediato do etileno em sua rota biossintética
(Burin et al 1987, Vieira e Barros 1994, Barros e Delatorre 1998). O etileno, portanto,
seria um dos principios requeridos para a germinacédo das sementes de estilosante.
Isso foi confirmado pela observacdo de que as maiores taxas de producao de etileno
em sementes nao-dormentes coincidiu com o aumento da germinacdo. Além disso, a
guebra da dorméncia das sementes de estiosante pelo ACC foi acompanhada por
intensificacdo na producao de etileno (Pelacani 2001).

O etileno esta associado a quebra da dorméncia de sementes de diversas
espécies (van Staden 1973, Adkins e Ross 1981, Whitehead e Sutcliffe 1995,
KOpczylski et al 1996). Contudo, essas informagdes foram baseadas em testes de
germinacdo conduzidos em sistemas fechados nos quais a atividade metabdlica das
sementes pode alterar significativamente a concentracdo de gases como o etileno e
CO, (Keys et al 1975). Em Chenopodium album, Machabée e Saini (1991)
observaram um comportamento diferencial na germinacdo das sementes dormentes
confinadas em ambientes fechados, em comparacdo as sementes embebidas em
placas de petri ndo-seladas. No primeiro caso, a germinag&o foi muito maior que nas
placas; portanto, o0 estimulo para a germinacdo seria provocado pelo
enclausuramento das sementes. Cardoso e Felippe (1987) também verificaram que
a germinacdo das sementes de maxixe (Cucumis anguria), enclausuradas em

frascos Erlenmeyer sob luz branca, foi muito maior que nas sementes em placas de



petri. Colocando-se um pequeno recipiente de vidro com solugéo de perclorato de
mercurio, substancia fixadora de etileno, dentro dos frascos, a germinacdo das
sementes do maxixe foi grandemente diminuida para valores proximos aos obtidos
em placas de petri. O etileno, entdo, estaria envolvido no processo de germinacgao,
naquelas condicbes. Em sementes de alface ‘Grand Rapids’, tanto a germinacao
como a produgdo de etileno aumentaram significativamente em sementes
confinadas em frascos selados. Por outro lado, mantendo-se as sementes sob um
sistema aberto de fluxo continuo de ar, Negm et al (1972) observaram uma reducéo
tanto da germinacdo, como da producdo de etileno, sugerindo que o confinamento
alterou a atividade metabdlica daquelas sementes. Em condicbes de laborat6rio,
tem-se também observado que o confinamento de sementes dormentes de
estilosante embebidas promove um aumento significativo na germinacéo. Por seu
turno, a germinacdo das sementes em placas de petri ou em frascos Erlenmeyer
abertos mostra-se muito pequena ou nula. Como em todos esses casos 0 etileno foi
naturalmente requerido para a quebra da dorméncia, o seu acumulo em ambientes
fechados poderia estar promovendo a germinacéo, hipétese que, ainda hoje, carece
de quantificacdo. Em condicdes de ambiente fechado, a 2-aminoetoxivinilglicina
(AVG), um dos inibidores da biossintese do etileno, tem falhado em bloquear
completamente a germinacdo das sementes nao-dormentes de Arachis hypogea
(Hoffman et al 1983), Amaranthus caudatus (KOpczylOski e Karssen 1985),
Chenopodium album (Machabée e Saini 1991) e Stylosanthes humilis (Pelacani
2001). Portanto, torna-se dificil correlacionar o requerimento do etileno com o
processo de germinacéo, sob condi¢des de enclausuramento.

Em condi¢cBes naturais, o etileno requerido para a quebra da dorméncia das
sementes poderia provir do seu acumulo no solo, resultante da atividade microbiana,
ou ser hiossintetizado pela propria semente (Egley 1980, Schonbeck e Egley 1981).
Assim, uma possivel explicacdo para a germinacdo das sementes dormentes em
ambientes fechados seria que, dentro da populacdo de sementes dormentes,
algumas exibiriam uma pequena capacidade de biossintetizar etileno (Pelacani
2001); o acumulo do gas nessas condi¢cdes promoveria a germinagcdo. O etileno
acumulado na atmosfera dos frascos poderia ainda catalisar a sua propria
biossintese em outras sementes, resultando num efeito amplificado. Até o presente,

ainda ndo se determinou o efeito do acumulo de etileno dessa natureza na



germinacao de sementes dormentes e, principalmente, as consequéncias sobre uma
possivel autocatalise, em ambiente fechado. Em frutos climatéricos mantidos em
ambientes fechados, por exemplo, o fato é bastante comum; apenas um unico fruto
em amadurecimento é capaz de promover um efeito em cascata, levando ao
amadurecimento de outros frutos, o que tem resultado em prejuizos consideraveis
(Risse e Hatton 1982). Yang (1985) e Sitrit et al (1986) verificaram que a exaustao
do ar de dentro das camaras, nas quais os frutos climatéricos estavam confinados,
levava a uma diminuicdo no amadurecimento dos frutos, sugerindo que o acumulo
do etileno seria responsavel pela intensificacdo do amadurecimento. Portanto, €
possivel que o etileno emanado pelas préoprias sementes de estilosante e de outras
espécies mencionadas e acumulado na atmosfera de ambientes confinados
intensifique a germinagao das sementes.

Pelacani (2001) observou que a eficacia dos inibidores da biossintese do
etileno, Co(NOs3), e AVG, sobre a germinacdo das sementes n&o-dormentes de
estilosante foi menor em frascos Erlenmeyer vedados do que em placa de petri,
devido, provavelmente, também, ao acumulo de etileno. Isso indica que a
germinagao das sementes enclausuradas seria pouco afetada pelos inibidores da
biossintese do etileno, em comparacédo a germinacdo das sementes em ambientes
abertos. Gallardo et al (1994) observaram que a AVG ndo afetou a germinacao das
sementes ndo-dormentes de Circer arietinum mantidas em caixas plasticas. Os
autores propuseram que um minimo de etileno por ventura biossintetizado pelas
sementes seria suficiente para promover a germinagcdo das sementes nao-
dormentes

Vieira e Barros (1994) observaram um incremento na resposta das sementes
de estilosante ao Ethrel com o avanco da idade poés-colheita das sementes. Os
autores sugeriram que a sensibilidade das sementes ao regulador aumentou ao
longo do periodo de armazenamento poés-colheita. Esashi et al (1978) verificaram
gque uma das causas da dorméncia fisiologica das sementes de Xanthium
pennsylvanicum seria a baixa sensibilidade dos tecidos internos das sementes ao
etileno. A capacidade de resposta das sementes de estilosante ao etileno talvez,
entdo, exerca um papel controlador na quebra da dorméncia. Assim, ndo s6 a
capacidade de biossintese , mas também a sensibilidade (conforme definicdo de

Trewavas 1981, 1982) das sementes ao etileno estariam associadas a germinacao.
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A investigacdo do papel desses dois fatores, capacidade biossintese e
sensibilidade, na germinagédo de sementes em ambientes confinados seria bastante
interessante, pois o sistema € simples, o etileno seria acumulado e poder-se-ia inferir
sobre a sensibilidade de sementes dormentes e ndao-dormentes em condi¢cées em
que os dois tipos de semente exibiriam um metabolismo supostamente diferente
(Machabeé e Saini 1991).

Este trabalho objetivou quantificar as relagdes entre o etileno emanado por
sementes dormentes de Stylosanthes humilis e acumulado na atmosfera de
ambientes fechados com a sua germinagcdo. Propfs-se, ainda a examinar um
possivel efeito autocatalitico do etileno acumulado naquelas condigbes. O papel
relativo da capacidade das sementes em biossintetizar o etileno e da sua

sensibilidade ao regulador gasoso no processo de germinacao foi também estudado.



2 MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e condi¢cdes de cultivo

Foram utilizadas sementes de estilosante obtidas de plantas cultivadas
continuamente em vasos plasticos de 3,0 dm®, em casa de vegetacdo, na
Universidade Federal de Vigcosa, Vigosa (20° 45’ S, 42° 15 W), Minas Gerais. O
substrato era composto de duas partes de solo e uma parte de esterco bovino
curtido e recebia adubacédo de cobertura de, aproximadamente, 15 g por vaso de
NPK (25-5-20), parcelada em duas aplicagbes, durante o estado vegetativo das
plantas. A irrigacdo era feita de maneira a manter-se a umidade do solo dos vasos
proxima a capacidade de campo. Os frutos produzidos eram colhidos
periodicamente e armazenados em sacos de papel, em condic6es de laboratorio.
Em razdo de a espécie comportar-se como planta de dia-curto (Cameron e
‘tMannetje 1976), nos meses do ano com dias mais longos (dezembro a margo), as
plantas eram cobertas com uma empanada preta, reduzindo-se o periodo luminoso

para 8 h diarias, para promocao da floragéao.

2.2 Conducéo dos experimentos

Os frutos eram debulhados por friccdo entre duas superficies emborrachadas.
As sementes assim obtidas eram escarificadas por meio de leve friccdo em lixas
finas (lixas d’ agua n° 150) e submetidas a uma semi-esterilizaco, por imersdo em
solucédo de hipoclorito de sédio 0,5%, por 10 min, e lavadas exaustivamente com
agua destilada. Em seguida, as sementes eram enxugadas com papel absorvente e
transferidas para placas de petri de vidro (90 mm de diametro) ou para frascos
Erlemneyer de 10 a 125 cm® de capacidade, contendo, ao fundo, duas camadas de
papel filtro Whatman n° 1. As placas e os frascos, juntamente com o papel filtro,
eram previamente semi-esterelizados em estufa, a 105 °C, por 4 h. As placas de
petri, com 50 sementes, recebiam 10 cm?® da solucdo de germinacdo (HCI-KOH 10
mol m3, pH 7,0) ou das solucdes de ACC (niveis entre 0,001 a 1,0 mol m™) ou AVG
(0,1 mol m™) mais Co(NO3); (1,0 mol m™®). Os frascos Erlemneyer, com 10 a 100
sementes, recebiam de 1,0 a 4,0 cm® das solucées e eram vedados com seladores

de borracha. O conjunto era mantido no escuro em camaras de crescimento
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noite/dia, de temperatura controlada (Forma Scientific, Inc., Ohio, USA), a 30 °C, por
um periodo de quatro a cinco dias. Em todos os experimentos, a germinagao era
registrada diariamente, sendo a protrusdo da radicula (+ 3,0 mm de comprimento) o

critério adotado para considerar-se uma semente germinada.

2.3 Manipulacao do etileno

O etileno utilizado nos experimentos era produzido colocando-se 4,0 cm® de
solucdo de KOH 25% ao fundo de um frasco de vidro de aproximadamente 2,0 dm?,
hermeticamente fechado. Através de um selador de borracha adaptado na tampa do
frasco era injetado 1,0 cm® de Ethrel (1,84 kmol m™). O frasco era mantido em estufa
a 75 °C por, no minimo, 15 min, para que a reacdo entre o Ethrel e a solucdo de
KOH se processasse (Abeles et al 1992). Em seguida, injetava-se nitrogénio gasoso
na atmosfera do frasco, para que a presséao criada no interior do frasco facilitasse a
retirada das amostras. A atmosfera do frasco era homogeneizada por agitacao
magnética. O etileno (quantificado por cromatografia a gas, ver abaixo) coletado do
frasco era injetado nos frascos Erlemneyer através dos seladores de borracha com
uma seringa plastica, vedada ao ar.

Para produzir-se uma atmosfera livre de etileno no interior dos frascos de 50
cm?, uma tampa semi-flexivel de polipropileno (26,0 mm de diametro e 6,0 mm de
altura), invertida, forrada com trés camadas de papel filtro, era inserida nos frascos
sobre o forro de papel de filtro e recebia solucdo de perclorato de mercurio 250 mol
m= (0,3 a 1,0 cm?), sendo as sementes distribuidas ao seu redor (figura 1). O etileno
fixado pela solucdo de perclorato era quantificado por cromatografia a gas, apos sua
liberacao, pela aplicacdo de igual volume de solucdo de NaCl 4,0 kmol m™ (Abeles
1973).

A atmosfera dos frascos Erlenmeyer era homogeneizada, ocasionalmente,
por meio de bombeamento do ar interno com uma seringa com agulha longa
perfurando o selador. Para estimar-se a quantidade de etileno dentro dos frascos,
seu volume livre era obtido pela diferenca entre a sua capacidade total e do conjunto
de volumes do papel filtro, do selador de borracha, da solugéo-teste, da solugéo de

perclorato e da tampa de polipropileno.



Figura 1. Sistema usado para produzir-se uma atmosfera livre de etileno. As
sementes distribuidas ao redor da tampa de polipropileno invertida eram embebidas
em solugéo de germinagdo. O efeito combinado da atmosfera livre de etileno e dos
inibidores da biossintese era obtido substituindo-se 0 meio de germinacdo por
solucdo de AVG mais Co**. Os frascos permaneciam abertos por 24 h e, em

seguida, eram selados

2.4 Quantificacao do etileno

O etileno era quantificado segundo metodologia descrita por Saltveit e Yang
(1987). Em todos os experimentos, eram coletadas amostras de 1,0 cm® da
atmosfera livre dos frascos Erlenmeyer, com auxilio de uma seringa vedada ao ar,
de 1,0 cm® de volume livre (agulhas 29 G1/2"). Em experimentos a serem
continuados, a pressao no interior dos recipientes era equilibrada pela injecdo de
igual volume de ar, ap6s cada retirada das amostra das atmosfera dos frascos. As
amostras eram injetadas em um cromatografo a gas Hewlett-Packard 5890, série II,
equipado com um detetor de ionizacdo de chama e uma coluna de aco inoxidavel
(1,0 m x 6,0 mm), empacotada com Porapak-N (80-100 mesh). O gas de arraste era
o dinitrogénio, em fluxo de 30 cm® min *; os fluxos do hidrogénio e do ar sintético
(22% O, em N;) eram mantidos em 30 e 320 cm® min™, respectivamente. As
temperaturas da coluna, do injetor e do detetor eram mantidas em 60, 110 e 150 °C.
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A determinacgdo do etileno era feita comparando-se as areas das amostras obtidas
em integrador HP 3395 A com areas de picos de uma mistura padréo de etileno de

concentracao conhecida.

2.5 Quebra da dorméncia das sementes com etileno

Para investigarem-se os efeitos do etileno na quebra da dorméncia das
sementes, 0 gas, as concentracdes 0 a 5.10° mol m=, era injetado na atmosfera dos
frascos selados de 25 cm® de capacidade, contendo 25 sementes dormentes
embebidas no meio de germinagcdo. A germinacdo era acompanhada até o quinto
dia.

2.6 Germinacdo de sementes dormentes em relagdo ao acumulo de etileno

Uma relacdo entre a producdo de etileno por sementes dormentes e o tempo
de acumulo com sua possivel germinacao foi investigada, mantendo-se os frascos
Erlenmeyer selados por tempo variavel de 0 a 120 h, ap6s o inicio da embebicéo
das sementes na solucdo de germinagédo. Apos cada tempo de enclausuramento, o
etileno acumulado na atmosfera dos frascos era quantificado. Em seguida, os
frascos eram abertos e, juntamente com os frascos do controle (permanentemente
abertos) e todos os demais frascos em que o tempo de enclausuramento ja
transcorrera anteriormente, tinham o ar exaurido por ventilacdo e exaustao forcadas
em capela, por 10 min. Os frascos de 25 cm® de capacidade e as placas de petri
receberam 2,0 e 10,0 cm® de solucéo de germinacéo. As sementes germinadas, de
um total de 25 por frasco e de 50 por placa de petri, eram contadas diariamente até
0 quinto dia do ensaio.
2.7 Volume dos frascos e numero de sementes em relacdo a germinacdo de
sementes dormentes

Para avaliar-se se o0 etileno emanado a partir das sementes dormentes
afetaria 0 estado de dorméncia de outras sementes, isto €, se o efeito seria
amplificado, foram conduzidos ensaios, fixando-se um numero constante de 50
sementes em frascos Erlenmeyer vedados de capacidade entre 10 e 125 cm®. Os
frascos receberam entre 1,0 e 4,0 cm® do meio de germinacéo, a depender de sua

capacidade.



Em complementacdo ao ensaio acima, sementes dormentes, em ndmero
entre 10 e 100, foram mantidas em frascos Erlenmeyer vedados de 50 cm?® de
capacidade, contendo 3,0 cm® do meio de germinacéo.

Em todos os ensaios relativos a esta seccao, o etileno acumulado nas
atmosferas dos frascos selados era quantificado no quarto dia de embebicdo das

sementes, sendo a germinacdo acompanhada até o final do experimento.

2.8 Estimulo da germinacdo de sementes dormentes por sementes nao-
dormentes

Buscando-se investigar se sementes nao-dormentes em germinagao
afetariam a germinacdo de sementes dormentes, via acumulo de etileno, as tampas
de polipropileno, forradas com duas camadas de papel de filtro, foram inseridas
dentro dos frascos Erlenmeyers de 50 cm® de capacidade e recebiam 25 sementes
dormentes e 1,0 cm® da solucdo de germinacdo. Ao redor das tampas foram
distribuidas sementes n&do-dormentes, em numero entre 10 e 100, embebidas em
3,0 cm® do meio de germinagdo. No quarto dia do curso do experimento, o etileno
acumulado na atmosfera dos frascos foi quantificado, sendo a germinacgéo registrada
diariamente até aquele dia.

2.9 Producéo autocatalitica de etileno

Para investigar-se a capacidade do etileno em regular a sua propria
biossintese em sementes de estilosante, 25 sementes dormentes foram embebidas
em 2,0 cm® da solucéo de germinacdo em frascos Erlenmeyer fechados de 25 cm?.
Outro grupo de frascos Erlenmeyer de mesmo volume recebeu um numero idéntico
de sementes dormentes, que se encontravam embebidas em solugdo de AVG mais
Co?*. Apds 24 h de embebicao, o ar dentro dos frascos foi exaurido por ventilacdo e
exaustao forcadas, em capela, por 10 min. Em seguida, os frascos foram selados e 0
etileno, as concentracdes entre 0 e 5.10°° mol m™, foi injetado na sua atmosfera. O
etileno na atmosfera dos frascos foi quantificado no quinto dia apés embebicdo das
sementes, sendo a germinacgao registrada diariamente.

A capacidade do etileno em regular a sua propria biossintese nas sementes

foi inferida subtraindo-se os niveis de etileno quantificado ao final do experimento



dos niveis de etileno injetado, ao inicio do ensaio, na atmosfera dos frascos que
receberam a solugéo de germinacao ou a solucdo de AVG mais Co?".

2.10 Germinacao em atmosfera livre de etileno

A resposta de sementes de estilosante a atmosfera sem etileno foi avaliada
por meio da remocéo do regulador nos frascos selados pela solucdo de perclorato
de mercurio. A solucdo (1,0 cm®) era colocada em tampas de polipropileno inseridas
dentro dos frascos Erlenmeyer de 50 cm® de capacidade (figura 1). Cinquienta
sementes dormentes e ndo-dormentes em frascos distintos foram distribuidas ao
redor das tampas. No quarto dia de ensaio, o etileno fixado pela solucdo de
perclorato foi liberado, injetando-se solucado de NaCl sobre a solugao de perclorato,
ocasiao em que a germinacdo foi avaliada. O etileno por ventura acumulado na
atmosfera dos frascos foi quantificado antes (sempre zero) e logo apés a adicédo de
solucéo de NacCl.

Para investigar-se se o etileno fixado pela solu¢cdo de perclorato, durante a
germinacdo das sementes, seria capaz de estimular a germinacédo posterior das
sementes, as tampas de polipropileno inseridas dentro de frascos Erlenmeyer de 50
cm?® de capacidade receberam 0,75 cm® do meio de germinacdo (controle) ou da
solucdo de perclorato de mercurio. Durante o curso do experimento (terceiro dia),
foram adicionados as tampas mais 0,75 cm® do meio de germinacéo ou de solucéo
de perclorato ou de NaCl, através dos septos de borracha, utilizando-se, no
processo, de uma seringa com agulha longa. O etileno acumulado na atmosfera dos
frascos foi quantificado no quinto dia ap6s embebicdo das sementes. A germinacgao
foi registrada diariamente até o término do experimento.

2.11 Germinacdo de sementes em relacdo a capacidade de biossintese de
etileno

Para buscar-se uma possivel relacdo entre a quebra da dorméncia e a
capacidade de biossintese de etileno, 25 sementes dormentes foram dispostas em
tampas de polipropileno contendo duas camadas de papel filtro e 1,0 cm® do meio de
germinacdo. Outras 25 sementes dormentes foram distribuidas ao redor das tampas
inseridas dentro dos frascos Erlenmeyer de 50 cm® de capacidade e estavam

embebidas em 3,0 cm® da solucéio de ACC, as concentracdes entre 0 e 1,0 mol m™,
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Numa tentativa de comprovarem-se 0s resultados obtidos no ensaio acima,
25 sementes dormentes foram colocadas nas tampas de polipropileno inseridas
dentro dos frascos Erlenmeyer de 50 cm® de capacidade e receberam 1,0 cm® da
solucdo de ACC, em niveis crescentes. Outras 25 sementes dormentes distribuidas
ao redor das tampas estavam embebidas apenas na solu¢cdo de germinacgéao (3,0
cm?).

Em complementacdo aos ensaios anteriores, 25 sementes dormentes foram
colocadas nas tampas de polipropileno inseridas dentro dos frascos de 50 cm® de
capacidade e receberam 1,0 cm® da solucao controle ou da solucdo de ACC (1,0 mol
m). As outras 25 sementes dormentes, distribuidas ao redor das tampas, estavam
embebidas na solucdo de germinacéo (3,0 cm®) ou em solugédo de AVG mais Co?*.

Em todos os experimentos referentes a capacidade de biossintese, a
germinacao foi avaliada até o quarto dia apds o selamento dos frascos, ocasido em
que o etileno acumulado na atmosfera dos frascos vedados foi também quantificado.

Confrontando-se a germinacdo das sementes colocadas dentro das tampas
com a germinacgao das sementes distribuidas ao seu redor, nos diversos tratamentos
com e sem os inibidores da germinacao, foi possivel inferir-se sobre a relacdo entre

a quebra da dorméncia e a capacidade de biossintese de etileno.

2.12 Efeito dos inibidores da biossintese do etileno em sementes mantidas sob
atmosfera livre de etileno

Estudou-se, também, o efeito simultdneo da remoc¢éo do regulador gasoso da
atmosfera dos frascos Erlenmeyer e do blogueio da biossintese do etileno na
germinacao e na producao de etileno pelas sementes dormentes e nao-dormentes.
Cinquenta sementes dormentes e ndo-dormentes, em frascos diferentes, foram
embebidas, por um periodo de 24 h, em 3,0 cm® da solucdo de germinacédo
(controle) ou em solucdo de AVG mais Co®", para permitir que os inibidores
atingissem os tecidos-alvo antes da aplicacdo de qualquer outro tratamento. Em
seguida, tampas de polipropileno ja inseridas dentro de frascos Erlenmeyer de 50
cm?® de capacidade receberam 1,0 cm® de solucdo de perclorato de mercirio ou de
solucdo de germinagédo e os frascos foram imediatamente selados (figura 1). A

germinacao e a producao de etileno (quantificado logo apés a adicdo de NaCl sobre
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a solucdo de perclorato) pelas sementes foram analisados no quinto dia apés

selamento dos frascos.

2.13 Cinética de fixacdo do etileno por solucao de perclorato e sensibilidade
das sementes ao regulador

Para determinar-se o curso da remocao do etileno pela solucdo de perclorato
de mercario, as tampas de polipropileno foram inseridas dentro de frascos
Erlenmeyer de 50 cm® de capacidade e recebiam 0,3 cm?® de solugdo de perclorato.
Cinguienta sementes dormentes e n&o-dormentes embebidas em solugdo de AVG
mais Co®*, em frascos diferentes, foram distribuidas ao redor das tampas. No
tratamento-controle, os frascos Erlenmeyer receberam solugdo de AVG mais Co?*,
sem quaisquer sementes ao redor das tampas de polipropileno. Etileno, a
concentracdo de 5.10° mol m™, foi injetado nos frascos 24 h apds o selamento. O
etileno da atmosfera dos frascos foi quantificado a diversos intervalos de tempo,
apos a adicdo do gas.

Da curva de fixacdo de etileno pela solucdo de perclorato de mercuario foram
estimados os niveis do gas na atmosfera dos frascos ao longo do tempo. Esse
ensaio também deu suporte a determinacdo da sensibilidade ao etileno em
sementes dormentes e nao-dormentes.

Para determinar-se a intensidade de resposta ao etileno, sementes dormentes
e nao-dormentes foram embebidas em solucdo de AVG mais Co?*. Apés 24 h de
embebicdo das sementes na solucéo inibidora, tampas de polipropileno inseridas
dentro dos frascos Erlenmeyer de 50 cm® de capacidade receberam 0,3 cm® de
solucéo de perclorato de mercurio (figura 1). Em seguida, os frascos foram selados e
o etileno, as concentracdes entre 0 a 5.10° mol m™, foi injetado na atmosfera interna
deles. A quantificacdo do regulador gasoso na atmosfera dos frascos Erlenmeyer foi
feita no quinto dia apds o inicio da embebicdo das sementes, sendo a germinacgao
acompanhada ao longo de todo experimento. Adotando-se o nivel limiar de etileno
necessario para eliciar a germinacdo das sementes dormentes e nao-dormentes
(Firn 1986), tentou-se avaliar qual grupo de sementes apresentou maior
sensibilidade ao regulador.
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2.14 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado nos experimentos sobre a germinacao
de sementes, sobre os efeitos do etileno e sobre a producéo do gas pelas sementes
foi inteiramente casualizado. A unidade experimental era composta por um namero
variado de sementes (dependendo do ensaio), com cinco repeticdes por tratamento.
Os resultados de porcentagem de germinacao eram transformados em arco-seno (%
G/lOO)l’z, para que seguissem uma distribuicdo normal. As diferencas entre médias
de germinacao foram avaliadas pelo teste de Scott e Knott (1974), em nivel de 5%
de significancia. No caso de comparacdo entre duas médias, foram empregados os
teste F e t, também em nivel de 5% de significancia.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Efeito da aplicacdo e do acumulo de etileno na quebra da dorméncia

Observou-se um aumento progressivo da germinagcdo das sementes
dormentes de estilosante com o incremento nos niveis de etileno adicionado,
implicando em um requerimento etilénico na quebra da dorméncia de sementes de
estilosante (figura 2). A quebra da dorméncia fisiolégica por etileno foi também
observada por Egley (1980), em sementes de Xanthium pennsylvanicum, por
Machabée e Saini (1991), em sementes de Chenopodium album, por Whitehead e
Sutcliff (1995), em sementes Cyclopia intermedia e por KOpczy[ski et al (1996), em
sementes de Amaranthus retroflexus. O modo de acdo do etileno na quebra da
dorméncia e sobre o controle da germinacdo de sementes ainda € pouco conhecido.
Abeles (1986) sugeriu que em sementes dormentes de alface ‘Grand Rapids’, o
etileno estimularia a expanséo radial das células do hipocétilo, facilitando, assim, o
crescimento do embrido. A regulacdo da respiracdo e da absorcdo de agua pelas
sementes também tém sido consideradas (Esashi et al 1990, KOpczyski e Karssen
1985). Hasegawa et al (1995) acreditam que o etileno atuaria estimulando a
atividade da sintase da [l-cianoalanina, que converte HCN para [-cianoalanina e
gue estaria envolvida na regulacdo da quebra da dorméncia e na germinacdo das
sementes de Xanthium pennsylvanicum. Pode-se notar, que as informacgdes sobre o
modo de acdo do etileno na quebra da dorméncia e sobre a germinacdo de
sementes sdo muito fragmentadas e, em contraste a outros processos fisioldgicos, a
regulacdo da expressao de genes por etileno durante a germinacdao nao tem sido
suficientemente investigada.

Desde que as sementes dormentes de estilosante germinaram em resposta
ao etileno (figura 2) e sabendo-se que algumas de suas sementes dormentes
produzem o regulador gasoso (Pelacani 2001), € possivel que o etileno produzido
por elas, acumulando-se em ambientes fechados, leve a quebra da dorméncia. Uma
relacdo positiva entre a producao de etileno e germinacdo de sementes dormentes
foi observada aumentando-se o periodo de selamento dos frascos Erlenmeyer

(tabela 1). Uma vez que a germinacdo em placas de petri ou em frascos abertos foi
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nula, tanto o aumento da germinagcdo como da producédo de etileno foram resultados

do enclausuramento das sementes.
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Figura 2. Resposta das sementes dormentes (92 dias de idade poés-colheita) ao
etileno. A germinacdo das sementes foi registrada diariamente até o quinto dia. As
barras representam o erro padrdo da média. A relacdo entre a germinacdo e 0s
niveis de etileno foi descrita pela equacédo y = 1,7x> — 24,5x* + 86,5x + 9,6; r* = 0,99

Observa-se também, na tabela 1, que a partir de 72 h de enclausuramento
das sementes dormentes, ocorreu uma estabilizacdo na producéo de etileno e na
germinacao das sementes, que se manteve em torno de 20%. De fato, a atividade
metabolica dos tecidos das sementes dormentes em ambiente fechado pode levar a
mudancas na concentracdo de etileno na atmosfera dos frascos (Saini et al 1989,
Machabée e Saini 1991). A porcentagem de germinacdo relativamente baixa das
sementes dormentes confinadas em ambiente fechado (méximo, em torno de 30%)

parece ter sido imposta pela baixa capacidade de biossintese de etileno pelas
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sementes (tabela 1, ver também Figuras 3 e 4). Isto foi suportado, em parte, pelo
fato de que o confinamento de sementes dormentes em conjunto com sementes
nao-dormentes aumentou a germinacdo das dormentes além dos 30%, como
resultado do aumento da concentracdo de etileno (ver figura 5). Além disto, o ACC
aumentou significativamente a germinacédo das sementes dormentes (ver tabelas 5,
6 e 7). Portanto, a resposta das sementes dormentes ao etileno, naturalmente
emanado e acumulado na atmosfera dos frascos, indica que cada semente dentro
de um mesmo lote requer um nivel limiar do regulador gasoso para quebrar a
dorméncia, abaixo do qual, a germinacdo ndo ocorre. Como as sementes dormentes
parecem ter uma baixa capacidade de biossintetizar etileno, a germinacdo das
sementes dormentes, em ambiente fechado, ndo alcancou 100%, como pode ocorrer

com frutos climatéricos (Yang e Hoffman 1984).

Tabela 1. Efeito do periodo de selamento dos frascos sobre a germinacdo de
sementes dormentes (42 dias de idade poés-colheita) e sobre o acumulo de etileno

nas suas atmosferas internas

Periodo de selamento (h) Germinacgao (%) Etileno (nmol frasco ™)
Placa de petri 0,0 - -

0 (frascos abertos) o0d 0,0c

12 0,0 d 0,0c

24 40+1,7 c 0,09+0,02b

48 10,4+16Db 0,49+0,14b

72 19.2+2,3a 1,21+0,20a

96 2000+21a 1,24+0,13 a

120 216+20 a 1,27+ 0,15 a

- N&o determinado. Médias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem significativamente entre
si, pelo teste de Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. A germinagéo foi registrada até o
quinto dia

Em frutos climatéricos mantidos em ambientes fechados é bastante comum o

fato de o etileno emanado por alguns deles em amadurecimento estimular o

16



amadurecimento de outros frutos, promovendo, também, um incremento significativo
na producdo de etileno. Yang (1985) e Sitrit et al (1986) observaram reducdo no
amadurecimento dos frutos climatéricos com a exaustdo do ar de dentro das
camaras, indicando que o etileno emanado, acumulando-se na atmosfera das
camaras seria responsavel pela intensificacdo do amadurecimento. Portanto, o fato
de o etileno emanado por frutos climatéricos, acumulando-se em ambientes
fechados, estimular o amadurecimento dos frutos vicinais ndo € novo. Mas, em

sementes, esse fendbmeno nao tem sido devidamente examinado.

3.2 Volume dos frascos e numero de sementes em relacdo a germinacao das
sementes dormentes

Numa tentativa de concentrar-se o etileno emanado das sementes e, assim,
examinar-se uma possivel relacdo entre a producdo de etileno e a quebra da
dorméncia, inseriu-se um numero constante de 50 sementes em frascos de volumes
decrescentes e também aumentou-se o0 nimero de sementes dormentes em frascos
de 50 cm® de capacidade. A reducéo no volume dos frascos contendo 0o mesmo
ndamero de sementes promoveu um aumento na germinacdo e na quantidade de
etileno emanado pelas sementes (figura 3). A germinacédo e o acumulo de etileno foi
muito maior nos frascos de menor volume empregado. Entdo, o acumulo do
regulador gasoso na atmosfera dos frascos selados estimulou a germinacdo das
sementes vicinais, promovendo também um incremento na producéo de etileno. Isso
contribui para reforcar a sugestao de Saini et al (1986) de que a atividade metabdlica
das sementes de alface termoinibidas seria suficiente para modificar a concentracao
de etileno na atmosfera dos frascos selados, levando a um incremento na
germinacgao.

Em frutos climatéricos, ndo s6 o fato de o etileno emanado dos frutos
maduros estimular o amadurecimento de outros frutos, em ambientes fechados, mas
também o mecanismo de como o etileno elicia o fenbmeno tem sido bem
caracterizado. Gray et al (1992) observaram que o estimulo do etileno ao
amadurecimento dos frutos ocorre pela coordenagdo na expressao de genes que
sao responsaveis por uma variedade de processos, incluindo-se a intensificacdo na

taxa de respiracdo, a producdo autocatalitica de etileno, a degradacéo de clorofila, a

17



conversdo de amido para aclUcar e 0 aumento na atividade de enzimas de

degradacao da parede celular.
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Figura 3. Efeito do tamanho dos frascos sobre a germinacéo e producao de etileno
pelas sementes dormentes (17 dias de idade pés-colheita). O etileno () acumulado
na atmosfera dos frascos foi quantificado no quarto dia de embebicéo das sementes,
sendo a germinacdo ([J) acompanhada até o final do experimento. As barras

representam o erro padrdo da média

A proporgdo de sementes germinadas e a quantidade absoluta de etileno
emanado por cada semente aumentaram com 0 aumento no nimero de sementes
enclausuradas (figura 4). Entdo, o etileno emanado pelas sementes dormentes,
acumulando-se na atmosfera dos frascos, estimulou a sua prépria biossintese em

outras sementes, resultando em um efeito amplificado na germinagéo.
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A atmosfera dos solos pode conter etileno, resultante da atividade microbiana,
em nivel acima do limiar para eliciar a germinacdo das sementes dormentes (Egley

1980, Schonbeck e Egley 1981).
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Figura 4. Efeito do nimero de sementes dormentes (12 dias de idade pds-colheita)
sobre a sua propria germinacdo e sobre a producdo de etileno. O etileno (@)
acumulado na atmosfera dos frascos foi quantificado no quarto dia de embebicao
das sementes, sendo a germinacdo (O) acompanhada até o final do experimento.

As barras representam o erro padrdo da média

Nas figuras 3 e 4, observa-se que o acumulo de etileno e a quantidade
absoluta do regulador na atmosfera dos frascos selados aumentaram com o
incremento na germinagcdo. Portanto, o etileno emanado por algumas sementes
dormentes parece ter intensificado a sua prépria sintese em outras sementes de
uma maneira autocatalitica. A capacidade do etileno em regular a sua propria

biossintese tem sido muito bem estudada em frutos climatéricos e em flores (Yang e
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Hoffman1984, Jiang 1994), porém em sementes, o fato tem sido muito pouco

explorado.

3.3 Estimulo da germinacdo de sementes dormentes por sementes nao-
dormentes

Para examinar-se se as sementes nao-dormentes em germinacdo afetaria a
germinacdo das sementes dormentes, via acumulo de etileno, manteve-se constante
0 numero de sementes dormentes nas tampas de polipropileno dentro dos frascos e
variou-se o numero de sementes ndao-dormentes ao redor das tampas. Observou-se
que quanto maior o nimero de sementes ndo-dormentes maior a germinacdo das
sementes dormentes e a quantidade total de etileno acumulado na atmosfera dos
frascos (figura 5).

A germinacdo das sementes ndo-dormentes se manteve em torno de 80%,
enquanto nas dormentes a germinacdo aumentou em paralelo com aumento na
guantidade total de etileno acumulado nos frascos, resultante do maior numero de
sementes ndo-dormentes germinadas. Uma vez que o0 meio de germinacao das
sementes dormentes e nao-dormentes era separado por uma barreira fisica (tampa
de polipropileno), apenas um principio emanado pelas sementes ndo-dormentes e
difundindo-se pela atmosfera do frasco poderia ter afetado a germinacdo das
sementes dormentes. Saini et al (1989) e Machabée e Saini (1991) sugeriram que 0
etileno emanado de sementes dormentes poderia alterar a concentracdo do
regulador na atmosfera do ambiente de confinamento aumentando a germinacao
das sementes. Em ambiente fechado também foi observado um incremento na
germinacdo de sementes dormentes de estilosante que alcancou um limite maximo
de germinacdo em torno de 30% (tabela 1, figuras 3 e 4). Por outro lado, quando 25
sementes dormentes foram confinadas, em ambiente fechado, junto com 100
sementes nao-dormentes, a germinacao das dormentes aumentou significativamente
alcancando um limite maximo de 48%, como resultado do maior acumulo de etileno.
Parece, entdo, que as sementes dormentes possuem uma baixa capacidade de
biossintetizar etileno.

Nota-se também na figura 5 que sob o mesmo nivel de etileno a germinacéo
das sementes nao-dormentes foi sempre maior que nas dormentes, especialmente

sob as baixas concentracdes. Sugere-se, entdo, que as sementes nao-dormentes
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sdo bem mais sensiveis ao etileno do que as sementes dormentes. As causas da
dorméncia das sementes de estilosante podem, entdo, estar ligadas ndao s6 a baixa
capacidade de biossintese do regulador mas também a baixa sensibilidade das

sementes ao etileno.
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Figura 5. Efeito do numero de sementes ndo-dormentes (287 dias de idade
pos-colheita) sobre a germinacdo das sementes dormentes (7 dias de idade
pés-colheita). A germinacdo das sementes dormentes (32 0% ) e ndo-dormentes
( - -O- - ) foi registrada diariamente até o quarto dia. O etileno acumulado na
atmosfera dos frascos ( %:@% ) foi quantificado ao final do ensaio. As barras

representam o erro padrdo da média

3.4 Producdo autocatalitica de etileno
A germinacdo das sementes dormentes escarificadas de estilosante foi

intensificada quando confinadas em ambiente fechado (tabela 1). Por seu turno, a
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germinacdo das sementes em placas de petri ou em frascos Erlenmeyer abertos
mostrou-se muito pequena ou nula. O estimulo para a germinacao das sementes de
estilosante foi provocado pelo acumulo de etileno na atmosfera do ambiente de
confinamento. Isso também foi observado com sementes dormentes de
Chenopodium album, por Machabée e Saini (1991), que atribuiram o acumulo de
etileno ao metabolismo das sementes. Portanto, sementes dormentes de estilosante
germinando em frascos Erlenmeyer selados produziram etileno que, sob
acumulacéo fez aumentar a germinacéo e intensificou a producao de etileno. Esse
efeito autocatalitico de producado de etileno foi observado aumentando-se o niumero
de sementes embebidas no interior dos frascos de mesmo volume (figura 3) ou
diminuindo-se o tamanho dos frascos, mantendo-se constante 0 ndamero de
sementes embebidas (figura 4) e também pela remocao do etileno da atmosfera dos
frascos por solucdo de perclorato de mercurio (ver tabelas 3 e 4). Para examinar-se
a capacidade do etileno em regular a sua propria biossintese em sementes
dormentes de estilosante, etileno em niveis crescentes foi injetado na atmosfera dos
frascos Erlenmeyer nos quais as sementes estavam embebidas em solucdo de
germinacéo (HCI-KOH, pH 7,0), ou em solucédo de AVG mais Co*".

Quando as sementes dormentes de estilosante foram embebidas em solucao
de AVG mais Co?*, ndo se observou diferenca significativa (teste t p < 0,05) nos
niveis de etileno injetado na atmosfera dos frascos Erlenmeyer em relacéo ao etileno
observado ao final do experimento (tabela 2). Isso indica que néo acorreu sintese de
etileno nas sementes tratadas com AVG mais Co”*. Por outro lado, quando as
sementes dormentes foram mantidas em meio de germinacéo, a producéo de etileno
pelas sementes foi estimulada pelo regulador gasoso até a concentragéo de 10 mol
m™. Descontando-se a quantidade absoluta de etileno acumulado nos frascos do
controle, isto é, o nivel do gas naturalmente emanado pelas sementes na atmosfera
dos frascos, dos niveis de etileno quantificado ao final do experimento observou-se
que o acumulo do gas foi 15,1; 8,9; 6,1; 2,1 e 1,7 vezes maior em relacdo as
quantidades de etileno injetado nos frascos, 10°, 5.10°; 1.10° ; 5.10° e 10 mol
m, respectivamente. Esses resultados sugerem que o etileno, em baixos niveis, foi
capaz de regular a sua propria biossintese em sementes dormentes de estilosante.
Etileno, a concentracdo de 5.10“ mol m™® ou maiores, ndo estimulou a producéo

autocatalitica de etileno. Esse resultado foi o oposto ao observado em flores de

22



cravo ‘Chimera’ e ‘Epomeo’, cujo sistema autocatalitico de producéo de etileno foi
estimulado por altas concentracées do regulador (Van Doorn et al 1992). Porém, sob
altos niveis de etileno, o fenbmeno pode também ter ocorrido, mas a baixa
guantidade de etileno produzido pelas sementes pode haver-se diluido sob os altos
niveis do gas empregado. Alternativamente o etileno sob altas concentracdes
poderia estar inibindo a sua propria biossintese (Taylorson 1979, Southwich et al
1986).

Tabela 2. Efeito do etileno adicionado a atmosfera das frascos sobre a germinacao
das sementes dormentes (controle: 92, inibidas: 48 dias de idade pés-colheta) e

sobre o total de etileno acumulado na atmosfera dos frascos, em dois experimentos

separados
Meio de iﬁgg&% Germinacao (%) Etileno acumulado Razao
incubagdo  (mol m™) (mol m™) injet/acum
pH 7,0 0 9,8+27h 10,6.10° + 2,8.10°* -
(controle) 10°® 18,4 +3,0g 25,7.10° + 6,2.10° * 15,1
5.10° 28,0+28f 5,5.10° +0,4.10° * 8,88
10° 472+ 4,7 e 7,2.10° +0,7.10°* 6,14
5.107 64,8 + 4,2 d 1,2.10" + 0,2.10"* 2,13
10 76,0+3,3¢ 1,9.10" + 0,3.10™* 1,73
5.10 88,8+15bhb 5,9.10* + 0,8.10™ 1,16
1073 96,0 +2,2a 0,9.10°%+0,1.10° 0,90
5.10° 98,8+15a 4,8.10° +0,2.10°® 0,95
AVG + Co** 0 0,0Bd 0 -
10° 0,0Bd 1,4.10° +0,1.10° 1,40
10° 48+176¢C 1,0.10° + 0,2.10° 1,02
10 68,4 +3,98b 1,0.10" + 0,06.10 0,98
10° 84,0+3,35a 0,9.10° + 0,07.10°® 0,97

A germinacdo das sementes embebidas em solug&o inibidora foi registrada diariamente até o quarto
dia e até o quinto dia has sementes do controle. Médias seguidas pelas mesmas letras, na coluna, ndo
diferem significativamente entre si, pelo teste Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. Médias
seguidas por asteriscos representam diferencas significativas pelo teste de t, em nivel de 5% de
probabilidade, entre a quantidade de etileno acumulado nos frascos e o nivel de etileno injetado
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Uma vez que sementes dormentes emanam baixos niveis de etileno, infere-se
gue o incremento na germinacao das sementes dormentes em ambientes fechados
ocorreu, em parte, via um processo autocatalitico de producéo de etileno. Em varios
tipos de tecidos e 6rgaos, o etileno € autocataliticamente produzido, como ocorre em

frutos climatéricos (Yang e Hoffman 1984).

3.5 Germinagao das sementes em atmosfera livre de etileno

Quando o etileno foi removido da atmosfera dos frascos Erlenmeyer pela
solucdo de perclorato de mercurio, a germinacdo das sementes dormentes (8%) e
nao-dormentes (58%) representou 50% e 76% dos seus respectivos controles (tabela
3). Resultados similares foram obtidos com sementes de Xanthium pennsylvanicum
(Katoh e Esashi 1975), alface ‘Grand Rapids’ (Rudnicki et al 1978) e Cucumis anguria,
sob luz branca (Cardoso e Felippe 1987).

Tabela 3. Efeito da remocéao do etileno da atmosfera dos frascos selados sobre a
germinacéao e sobre a producao de etileno por sementes dormentes (32 dias de idade

pés-colheita) e ndo dormentes (287 dias)

Tratamento Germinacgao (%) Etileno (nmol frasco™)
Dormente
Controle 16,0+ 25a 1,40+ 0,19 a
Com perclorato 80+1,1b 0,82+0,06b

Nao-dormente
Controle 77,2+ 3,8a 8,98 + 0,89 a

Com perclorato 58,8+ 3,6b 355+0,24b

Médias seguidas pela mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si, pelo teste F, em nivel de 5% de
probabilidade. A germinacdo foi registrada até o quarto dia do ensaio, ocasido em que o etileno
liberado da solucao de perclorato foi quantificado

Ao final do experimento (quarto dia), o etileno fixado pela solucdo de perclorato
foi liberado. Nos frascos com solucéo de perclorato, a quantidade de etileno produzido

pelas sementes dormentes e nao-dormentes foi significativamente menor que nos
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frascos sem perclorato. Assim, o etileno extra emanado pelas préprias sementes, sob
atmosfera inalterada, acumulou-se nos frascos e pbde induzir a sua propria
biossintese (efeito autocatalitico) em outras sementes, intensificando a germinacao.
Para examinar-se se o etileno fixado pela solucéo de perclorato seria capaz de
estimular a germinagcdo posterior das sementes, tampas de polipropileno inseridas
dentro dos frascos Erlenmeyer, receberam solucdo de germinacdo (controle) ou
solucéo de perclorato de mercurio. No terceiro dia do curso do experimento, solucéo
de germinacado, de perclorato ou de NaCl foi adicionada as tampas através dos

seladores de borracha, utilizando-se uma seringa (tabela 4).

Tabela 4. Efeito da remocédo do etileno da atmosfera frascos selados e de sua
subsequente liberacdo sobre a germinacdo e producdo de etileno por sementes

dormentes (14 dias de idade pds-colheita) e ndo dormentes (303 dias)

Tratamento Germinacgao (%) Etileno (nmol frasco™)
Dormente
Controle 6,0+1,3a 1,02+ 0,12 a
Perclorato ® perclorato 32+08b 0,39+0,04b
Perclorato ® NaCl 6,4+0,7a 1,13+ 0,14 a
N&o-dormente
Controle 66,4+ 3,2a 5,10+ 0,27 a
Perclorato® perclorato 48,8 +3,7b 2,21+0,19b
Perclorato® NaCl 63,2+3,1a 585+0,18 a

Médias seguida de mesma letra, nas colunas, nao diferem significativamente entre si, pelo teste
Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade. O etileno foi quantificado no quinto dia ap6s a
embebicdo das sementes. A germinacéo foi registrada diariamente até o final do ensaio

Quando a solucao de perclorato foi mantida permanentemente no interior dos
frascos selados (perclorato ® perclorato), a germinacdo das sementes dormentes
(3%) e nédo-dormentes (49%) foi significativamente menor em relagdo aos seus

respectivos controles, 6% e 66% , respectivamente (tabela 4). A liberacdo do etileno
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fixado na solugdo de perclorato (perclorato® NaCl) durante o curso do experimento
promoveu um incremento na germinacdo das sementes ndo-dormentes e dobrou a
germinacdo nas dormentes, isto €, restaurou a germinagdo a niveis do controle. O
etileno acumulado na atmosfera dos frascos também aumentou significativamente,
chegando também a valores dos controles. Portanto, o etileno fixado pela solucdo de
perclorato durante a germinacdo das sementes e depois liberado pela solucdo de
NaCl foi capaz de estimular a germinacao posterior das sementes e promover uma

producao autocatalitica.

3.6 Germinacdo de sementes em relacdo a capacidade de biossintese de etileno

Procurou-se investigar uma possivel relacdo entre quebra da dorméncia e a
capacidade de biossintese de etileno pelas sementes. Para isso, sementes
dormentes embebidas em meio de germinacdo foram mantidas em tampas de
polipropileno inseridas dentro dos frascos Erlenmeyer. Outras sementes foram
dispostas ao redor das tampas e estavam embebidas em solucdo de ACC, em
diversos niveis. Observou-se que, sob contato com o ACC, a germinacdo das
sementes dormentes foi significativamente maior (teste F, p < 0,05) do que as
embebidas em solugdo de germinacdo, embora sob os mesmos niveis de etileno
(tabela 5). Pode-se sugerir entdo que a diferenca de germinacao foi devida a maior
capacidade de biossintese de etileno das sementes tratadas com ACC.

Os resultados do ensaio acima foram comprovados procedendo-se a uma
inversdo posicional das sementes, isto €, embebendo-se as sementes dentro das
tampas de polipropileno com solucdo de ACC e mantendo-se as sementes
distribuidas ao redor das tampas em solucdo de germinacdo. Observou-se um
aumento progressivo na germinacgao tanto das sementes embebidas em solucéo de
germinacdo como nas sementes mantidas em solugcao de ACC, com o aumento da
concentracdo de ACC. Sob cada nivel de etileno acumulado por frasco, a
germinacdo das sementes sob solugdo de ACC foi maior em relacdo as sementes
embebidas em solucdo de germinacdo (tabela 6). Isso, enfatiza a relacdo estreita
entre a germinacao das sementes e a sua capacidade de biossintese de etileno.

Para estimarem-se as possiveis participacdes da capacidade de biossintese e
da producdo autocatalitica de etileno na germinacdo, sementes dormentes

distribuidas ao redor das tampas de polipropileno foram embebidas em solucdo de
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germinacédo ou em solucdo de AVG mais Co?*. No mesmo frasco Erlenmeyer, outras
sementes dormentes foram colocadas dentro das tampas embebidas em solucéao de
germinacdo ou em solucdo de ACC. Observou-se que a germinacao das sementes
embebidas em solucdo de germinacao foi de 5% e das tratadas com solucdo de
AVG mais Co®" foi nula (tabela 7). Entdo, os inibidores da biossintese do etileno
foram capazes de bloquear por completo a germinacdo sementes dormentes de
estilosante. Quando as sementes estavam embebidas em solucdo de ACC, a
germinacdao foi (89%) significativamente maior em relagdo as sementes tratadas com
os inibidores (43%) no mesmo frasco, mostrando que o etileno biossintetizado pelas

sementes estimulou a quebra da dorméncia das sementes.

Tabela 5. Efeito do ACC e do acumulo de etileno na atmosfera dos frascos selados
sobre a germinacdo de sementes dormentes de estilosante de 43 dias de idade poés-
colheita. Nas tampas, as sementes se encontravam sob o meio de germinacgéo (HCI-
KOH, pH 7,0)

Incubacéo Germinacao (%) Diferenca Etileno
Foradatampa Foradatampa Natampa Forall Tampa (nmol frasco )

ACC (0, controle) 4,8+15Ae 37+10Ad 1,1 0,19 +0,09d
ACC (10°molm®) 128+19Ad 43+0,9Bd 10,9 0,56 + 0,27 d
ACC (10°molm?®) 41,6+30Ac 104+20Bc 31,2 234+0/11c
ACC (10 molm?®) 776+29Ab 448+34Bb 32,8 10,69 + 1,13 b
ACC (1,0molm?® 968+15Aa 664+37Ba 30,4 82,53 +4,39 a

A germinagdo das sementes foi avaliada diariamente até o quinto dia apos a embebi¢do das
sementes. O etileno acumulado foi quantificado ao final do experimento. Médias seguidas pela
mesma letra mailscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, em nivel de 5% de
probabilidade. Médias seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott, em nivel de 5% de probabilidade

A germinacdo das sementes dormentes embebidas em solugcdo de
germinacao (68%) correspondeu a 74% da germinacdo das sementes embebidas
em ACC (92%) sob a mesma concentracao de etileno no frasco (tabela 7). Por outro
lado a germinacdo das sementes dormentes embebidas em solugdo de AVG mais
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Co?" (43%) correspondeu a 48% da germinacdo das sementes tratadas com ACC
(89%), também sob a mesma concentracao de etileno no frasco. Descontando-se a
porcentagem de germinacdo entre o primeiro(74%) e o segundo (48%) caso, pode-
se sugerir que 26% da germinacdo das sementes dormentes foi causado por um

efeito autocatalitico (85 - 69 = 16 nmol frasco™ de etileno extra).

Tabela 6. Efeito do ACC e do acumulo de etileno na atmosfera dos frascos selados
sobre a germinacdo de sementes dormentes de estilosante de 62 dias de idade pds-
colheita. Fora das tampas, as sementes se encontravam sob o meio de germinacéo
(HCI-KOH, pH 7,0)

Incubacéo Germinacao (%) Diferenca Etileno

Na tampa Foradatampa Natampa TampaU Fora (nmolfrasco ‘1)
ACC (0, controle) 18,4+39Ad 20,0+29Ae 1,6 1,92 +0,23d
ACC (10°molm?®) 29,6+57Ac 408+34Bd 11,2 3,74+0,98c
ACC (10°molm?®) 38,4+37Ac 608+52Bc 22,4 516+ 1,69c
ACC (10 molm?®) 52,0+47Ab 816+4,3Bb 29,6 14,88+ 1,74 b
ACC (1,0 molm?®) 712+39Aa 976+20Ba 26,4 94,15+ 9,89 a

A germinagdo das sementes foi avaliada diariamente até o quinto dia apos a embebicdo das
sementes. O etileno acumulado foi quantificado ao final. Médias seguidas pela mesma letra
maiulscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, em nivel de 5% de probabilidade. Médias
seguidas pela mesma letra mindscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade

A germinacdo das sementes embebidas em solucdo de AVG mais Co?* foi
nula. No mesmo frasco, a germinacdao das sementes mantidas em solucdo de
germinacdo foi de 5% e o actimulo de etileno por frasco foi de 0,2 nmol frasco™
(tabela 7). Quando sementes dormentes foram embebidas em solucdo de ACC, a
germinacao (89%) foi 17 vezes maior em relacdo a germinagdo das sementes
mantidas em solucdo de germinacao (5%) e a quantidade de etileno acumulado nos
frascos foi 69 nmol frasco™, ou seja, 346 vezes maior em relacdo ao etileno

acumulado (0,2 nmol frasco™) nos frascos do caso anteriormente descrito. Entdo, o
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incremento de 17 vezes na germinagcao das sementes embebidas em solucdo de

ACC foi devido a intensificacdo na capacidade de biossintese de etileno.

Tabela 7. Efeito do ACC e de inibidores da biossintese de etileno (AVG + Co?")
sobre a producdo de etileno e sobre a germinacdo de sementes dormentes de
estilosante de 35 dias de idade pds-colheita

Incubacéo Germinacao (%) Etileno
Foradatampa  Natampa Foradatampa Natampa (nmol frasco ™)
pH 7,0 pH 7,0 (controle) 40+13Ac 46+04Ab 0,71+0,09c
AVG + Co** pH 7,0 0,0Ad 52+15Bb 0,20+0,06d
pH 7,0 ACC 676+41Ba 916+30Aa 8522+6,98b
AVG + Co** ACC 432+49Ab 89,0+3,3Ba 69,54+485a

A germinagcdo das sementes foi avaliada diariamente até o quarto dia ap6s a embebicdo das
sementes. O etileno acumulado foi quantificado ao final. Médias seguidas pela mesma letra
mailscula, nas linhas, ndo diferem entre si pelo teste F, em nivel de 5% de probabilidade. Médias
seguidas pela mesma letra minuscula, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott, em
nivel de 5% de probabilidade

3.7 Excluséo e bloqueio da biossintese de etileno simultédneos

Quando submetidas a uma atmosfera livre de etileno, a germinacdo das
sementes dormentes foi de 5% e das ndo dormentes 76%, correspondendo a 54% e
a 77% dos seus respectivos controles (tabela 8). A producao de etileno, naquelas
condicbes, também foi significativamente menor em relacdo ao controle,
confirmando os resultados da tabelas 3 e 4, que mostram a resposta das sementes
de estilosante a atmosfera sem etileno. A germinacdo de sementes de macéd e o
crescimento dos embrides também diminuiu com a remocao do etileno do ambiente
de confinamento (KOpczyOski et al 1977). Quando AVG mais Co** estavam no meio
de germinacdo, mesmo sem solugdo de perclorato, as sementes dormentes néo
germinaram e a produgcdo de etileno foi nula, indicando mais uma vez que 0s
inibidores foram capazes de bloquear completamente a biossintese de etileno

naguelas sementes. Entretanto, sob as mesmas condicbes, 32% das sementes nao-
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dormentes germinaram e a producéo de etileno foi de 4,0 pmol sem™, sugerindo que
os inibidores da biossintese ndo foram téo eficientes no bloqueio da biossintese de
etileno nas sementes ndo-dormentes. Assim, uma pequena quantidade de etileno
produzida pelas sementes parece ter sido suficiente para fazer aumentar
significativamente a germinacdo das sementes nao-dormentes que apresentaram,
portanto, elevada intensidade de resposta ao regulador gasoso. Isso contribui para
suportar a sugestao de Klpczylski e Karssen (1985) e Gallardo et al (1994) de que
a germinacdo de sementes nao-dormentes de Amaranthus caudatus e Circer
arietinum, tratadas com AVG, seria eliciada por um nivel muito baixo de etileno
emanado das sementes.

Os inibidores da biossintese e acao do etileno tém sido utilizados para indicar
o0 requerimento de algumas espécies de sementes por etileno para germinarem
(Matilla 2000). Entretanto, os inibidores da biossintese do etileno tém falhado em
prevenir satisfatoriamente a germinacdo em algumas sementes (Hoffman et al 1983,
KOpczyOski e Karssen 1985, KOpczylsk 1986, Machabée e Saini 1991). Em
poucos casos, como em sementes nao-dormentes de Striga hermontica, o0s
inibidores da biossintese de etileno bloquearam por completo a germinagdo e a
evolucdo do etileno pelas sementes (Logan e Stewart 1991). Em sementes nao-
dormentes de estilosante, os inibidores AVG mais Co** também foram ineficientes
em prevenir completamente a germinacdo e a producdo de etileno (tabela 8). Em
alguns casos, a germinacdo das sementes nao-dormentes, tratadas com AVG,
correspondeu a 72% da germinacdo das sementes do controle (Pelacani 2001).
Entdo, utilizando-se apenas os inibidores da biossintese, ndo seria possivel sugerir
gue o etileno constitui-se um fator essencial para a germinagcdo das sementes nao-
dormentes de estilosante.

Fixando-se o0 etileno com solucdo de perclorato de mercario e
simultaneamente embebendo-se as sementes em solucdo de AVG mais Co?,
observou-se que as sementes dormentes e ndo-dormentes ndo sintetizaram etileno
e a germinacdo das sementes foi nula (tabela 8). No controle, a germinacdo das
sementes foi de 9,6% nas dormentes e 91% nas nao-dormentes. A producdo de
etileno pelas sementes dormentes e ndo-dormentes foi de 16 e 185 pmol sem™,
respectivamente. Isso mostra que o etileno foi requerido n&do somente para quebra

da dorméncia, mas também para germinacdo das sementes de estilosante. No
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entanto, o melhor meio para detectar-se se as sementes de estilosante dependem
realmente de etileno para germinar seria a obtencdo de plantas mutantes
auxotroficas ou insensiveis. Por exemplo, ja existem varios tipos de mutantes em
que foi possivel provar a essencialidade do etileno no amadurecimento dos frutos de
tomateiro (Hamilton 1990, Oeller et al 1991).

Tabela 8. Efeito simultaneo da remocéo do etileno da atmosfera dos frascos e do
bloqueio da biossitese sobre a germinacdo e sobre producdo de etileno por

sementes dormentes (18 dias de idade pds-colheita) e ndo-dormentes (303 dias)

Tratamentos Germinacgao (%) Etileno (pmol sem ™)
Dormente
pH 7,0 - sem perclorato (controle) 9,6 +09a 16,12 + 2,04 a
pH 7,0 - com perclorato 52+15b 8,96 +2,38b
AVG + Co?* - sem perclorato 0,0c 0,0c
AVG + Co?* - com perclorato 0,0c 0,0c

Nao-dormente

pH 7,0 - sem perclorato (controle) 91,2+3,0a 184,83+ 7,36 a
pH 7,0 - com perclorato 76,0+2,1b 102,97 + 10,21 b
AVG + Co?* - sem perclorato 32,0+ 39c 4,03+0,63c
AVG + Co®" - com perclorato o,0d 0,0d

As tampas de polipropileno inseridas dentro dos frascos continham 1,0 cm® da solucdo de HCI-KOH
ou solucdo de perclorato. As sementes distribuidas ao redor das tampas foram embebidas em
solucdo de HCI -KOH pH 7,0, 10 mol m™ ou em solucdo contendo inibidores da biossintese do
etileno. No quinto dia do curso do experimento o etileno foi quantificado, sendo a germinacao
registrada diariamente até aquele dia. Médias seguidas de mesma letra, nas colunas, ndo diferem
entre si, em nivel de 5% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

Em resumo, os resultados da tabela 8 indicam que a embebicdo prévia das
sementes de estilosante em solucdo de AVG mais Co?*, em conjunto com a

remocao do etileno da atmosfera dos frascos, mostrou-se uma metodologia simples
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e eficaz para determinar-se o requerimento por etileno das sementes ndo-dormentes
durante o0 processo germinativo. Aparentemente, ndo existe motivo para essa
técnica ndo funcionar com outras sementes que requerem etileno. Em um estudo
com sementes de diversas espécies que produzem etileno, Lalonde e Saini (1992),
utilizando inibidores da biossintese e acdo do etileno, demostraram que das 10
espécies estudadas, somente Tagetes erecta exigiu etileno para germinar.
Provavelmente, a lista de sementes que realmente requerem etileno para germinar

poderia ser ampliada se a técnica proposta tivesse sido empregada.

3.8 Cinética de fixacao do etileno por solucao de perclorato de mercurio

Para determinar-se o curso da remocao do etileno da atmosfera dos frascos
pela solucdo de perclorato de mercurio, tampas de polipropileno com solucdo de
perclorato foram inseridas dentro dos frascos Erlenmeyer. ApGs 24 h de embebicao
das sementes em solucdo de AVG mais Co?* os frascos foram selados e etileno em

nivel 5.10° mol m™3

, suficiente para quebrar completamente a dorméncia das
sementes estilosante (ver figura 2), foi injetado na atmosfera dos frascos. O etileno
foi rapidamente fixado pela solucéo de perclorato, e, em apenas 12 h, todo o etileno
ja havia sido praticamente removido da atmosfera do frasco (figura 6). A velocidade
de fixacdo do etileno pela solucédo de perclorato foi a mesma tanto nos frascos sem
sementes como nos frascos com sementes dormentes e com nao-dormentes.

Na figura 7 observa-se que a fixacdo do etileno pela solucdo de perclorato de
mercurio foi descrita por uma equacdo exponencial negativa (y = 5022e3%). A
solucdo de perclorato removeu rapidamente o etileno injetado na atmosfera dos
frascos (5.10° mol m™) e, em apenas 1 h, praticamente todo o etileno (99,75%) ja se
encontrava removido. As sementes nao-dormentes (443 dias de idade pds-colheita)
comecaram a germinar 3 h apdés a adicdo de etileno a atmosfera dos frascos
selados, e a germinacdo maxima atingida foi 57% em 24h. Por seu turno, a
germinacdo das sementes dormentes (35 dias de idade), iniciou-se apds 6 h e a
maxima germinacdo naquele periodo foi de 23% (inserto da figura 7). Parece, entéo,
que o etileno percebido pelas sementes ja nos primeiros momentos de embebicdo
foi suficiente para desencadear a germinagédo das sementes. Isso refor¢a a sugestéao
de Delatore (1994) de que as sementes dormentes de estilosante percebem o Ethrel

logo no inicio, apds exposicdo. Além disso, como a germinag¢do das sementes néao-
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dormentes foi muito maior em relacdo as dormentes, sob a mesma concentracéo de
etileno, a capacidade de resposta das sementes ndo-dormentes ao etileno mostrou-
se muito maior do que das dormentes. A variacédo da capacidade de resposta de um
material vegetal a um regulador de crescimento parece depender do numero de
moléculas receptoras da célula alvo (Trewavas 1982), ou melhor, a mudancas, na
cadeia de transducéao de sinais (Van Doorn et al 1992).
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Figura 6. Remocao do etileno por solucdo de perclorato da atmosfera dos frascos.
Frascos sem sementes (% O%), com sementes dormentes de 27 dias de idade poés-
colheita (32 0% ) e com sementes ndo-dormentes de 375 dias de idade (3% @% ). Por
comparacao, injetou-se etileno na atmosfera dos frascos sem sementes e sem

solucao de perclorato (- - -O- - -). As barras representam o erro padrdo da média

De acordo com Trewavas (1981, 1982) a resposta do material vegetal (célula,
tecido, 6rgao, organismo) depende ndo somente de uma concentracdo minima do
regulador mas principalmente do nivel de sensibilidade do material vegetal ao

regulador. Por isso, procurou-se determinar, também, o periodo minimo de
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exposicao das sementes ao etileno necessario para desencadear 0 processo
germinativo. Nesse ensaio, uma tampa de polipropileno foi inserida nos frascos
Erlenmeyer e recebeu solucdo de perclorato de merctrio (0,3 cm™) e as sementes
dormentes e ndo-dormentes distribuidas ao seu redor, encontravam-se embebidas
em solucdo de AVG mais Co**. Ap6s o selamento dos frascos, injetou-se etileno, em
nivel de 5.10° mol m3, na atmosfera dos frascos. As sementes permaneceram por
tempo compreendido entre zero e 24 h sob atmosfera com etileno. Apés cada tempo
de enclausuramento, os frascos eram abertos e o ar do seu interior exaurido por
ventilacdo forcada, em capela; as sementes permaneceram nos frascos até o final

do experimento.
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Figura 7. Remocéao do etileno da atmosfera dos frascos por solugao de perclorato. O
etileno remanescente nos frascos (@) foi quantificado nos tempos entre 0 a 24 h. A
relacdo entre os niveis de etileno e o tempo é representada por y = 5022 e 4%
r> = 0,99. Inserto: germinacdo das sementes dormentes de 35 dias de idade pds-
colheita (%:@%) e ndo-dormentes (- -@- -)de 443 dias de idade foi registrada em

tempo entre 0 e 24 h. As barras representam o erro padrao da média
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Tabela 9. Efeito do tempo de exposicdo ao etileno sobre a germinagdo das
sementes dormentes (37 dias de idade pds-colheita) e nao-dormentes (412 dias de

idade)
Exposicao Etileno Etileno Germinacao (%)
ao etileno fixado remanescente 5
5 5 Dormentes  N&ao-dormentes
(h) (mol m™) (mol m™)

0 5,0.10°%+3.10* 5,0.10° + 3.10™ 0,0 0,0
0,25 4,410°+1.10% 0,6.10°+0,4.10% 252+ 3,22 52,6 + 1,23
0,5 4,8.10°+2.10% 0,1.10°+0,1.10* 23,9+2721 56,6 + 3,48

1 4,9.10°+1.10* 0,1.10% +0,1.10° 26,1+1,45 52,3+214

2 50.10%+1.10* 0,4.10°+0,3.10° 22,8 +4,13 58,1 + 3,25

3 50.10°+2.10* 0,3.10° +0,2.10° 23,3+1,36 55,7 + 1,02

4 50.10%+3.10* 0,2.10°+0,1.10° 24,9+2,45 53,2 + 3,89

6 5,0.10%+1.10* 0,1.10°+0,9.10° 22,5+2,78 54,4 + 4,01

12 50.10°+2.10* 0,2.10°+0,01.10° 26,4 + 3,86 57,5 + 2,47

24 5,0.10°% + 1.10* 0,0 24,7 + 2,15 54,6 + 3,56

A partir da integral da curva de fixagdo do etileno pela solucéo de perclorato (figura 7), estimou-se a
guantidade de etileno fixado pela solucdo de perclorato em cada periodo de tempo e também a
quantidade do regulador remanescente na atmosfera dos frascos. As tampas de polipropileno
inseridas dentro dos frascos continham 0,3 cm® da solugdo de perclorato. As sementes distribuidas
ao redor das tampas foram embebidas em solucdo de AVG mais Co™. A germinacéo foi registrada
até o quinto dia. Observou-se diferenca significativa na germinacao das sementes dormentes e nao-
dormentes pelo teste de F, em nivel de 5% de probabilidade, ao longo dos tempos de exposi¢do a
atmosfera com etileno

Apds 15 min da injecao de etileno nos frascos, 88% dele haviam sido fixados
pelo perclorato (tabela 9). A quantidade de etileno remanescente nos frascos 6.10™
mol m™ (12%) seria o suficiente para incrementar a germinacdo da sementes
dormentes e n&o-dormentes, caso as sementes nao estivessem embebidas em
solucdo de AVG mais Co?*(ver figura 2). Entretanto, apds 24 h, praticamente todo o
etileno ja havia sido removido pela solucdo de perclorato e a germinacdo das
sementes dormentes e nao-dormentes praticamente nao se alterou. Entdo, um
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tempo de exposicao das sementes ao etileno de 15 min (no maximo) foi o suficiente

para promover a germinagao.

3.9 Sensibilidade das sementes ao etileno

A sensibilidade dos tecidos vegetais aos reguladores de crescimento
constitui-se em um fator critico na regulacdo do crescimento e desenvolvimento
(Trewavas 1981). As definicbes de Trewavas (1982) sobre sensibilidade sé&o
baseadas em dois postulados: primeiro, os reguladores de crescimento n&o
conseguem desempenhar um estrito papel hormonal; segundo, muitos dos eventos
de crescimento e desenvolvimento ocorrem sem mudancas nos niveis dos
reguladores, mas devido a um aumento na intensidade de resposta dos tecidos. Nao
ha como medir-se diretamente a variacdo de sensibilidade dos tecidos aos
reguladores de crescimento, mas pode-se determinar a concentracdo do regulador
requerida para induzir uma resposta. A determinacéo da capacidade de resposta de
um 6rgéo ou tecido a um regulador baseia-se num modelo de curva de resposta do
orgao ou tecido estudado, em funcédo da dose do regulador. As diferentes maneiras
de se avaliar a sensibilidade em fungdo da curva dose-resposta pode produzir
informacdes contraditérias. Portanto, em cada caso estudado, deve-se tomar de
maneira criteriosa o parametro para avaliar-se a sensibilidade. Firn (1986) descreve
cinco parametros que sdo usualmente utilizados para avaliar-se a sensibilidade: 1- a
magnitude da resposta maxima que pode ser alcancada com a aplicacdo de
regulador; 2- a resposta maxima alcancada relativa a resposta sem a adi¢cdo do
regulador; 3- a concentracdo minima do regulador para iniciar-se uma resposta; 4- a
concentracao requerida de um regulador necessaria para alcancar-se uma resposta
maxima mensuravel; 5- a concentracdo do regulador que produz metade da resposta
maxima.

Para examinar-se se a sensibilidade das sementes ao etileno, sementes
dormentes e ndo-dormentes foram embebidas em solucdo de AVG mais Co*". Apés
24 h de incubacdo na solugdo inibidora, adicionou-se solucdo de perclorato as
tampas de polipropileno inseridas dentro dos frascos. Em seguida, os frascos foram
selados e etileno em niveis crescentes foi injetado na atmosfera deles. Na figura 8,
observa-se que etileno em nivel de 5.10“ mol m™ foi suficiente para desencadear

uma germinacdo mensuravel das sementes dormentes. Por seu turno, as sementes
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ndo-dormentes comecaram a germinar com a aplicacdo de etileno em nivel de 10
mol m. A partir do nivel limiar de etileno para eliciar a germinacdo das sementes
dormentes e ndo-dormentes, observou-se um aumento gradual na germinacdo em
ambos 0s grupos de sementes, com aumento na quantidade de etileno injetado. Sob
todos os niveis de etileno, a germinacdo das sementes nao-dormentes foi
significativamente maior do que nas sementes dormentes. ISso mostra claramente
gue o etileno foi requerido tanto para quebrar da dorméncia como para a germinacao
das sementes de estilosante. Considerando-se o nivel mensuravel de etileno
necessario para desencadear a germinacédo das sementes dormentes (5.10 mol
m?) e nado-dormentes (10° mol m®) como um parametro para avaliar-se a
sensibilidade das sementes ao regulador, observou-se que as sementes nao-
dormentes foi cerca de 50 vezes mais sensiveis ao etileno do que as sementes
dormentes. A maior sensibilidade das sementes ndo-dormentes ao etileno foi,
também, mostrada na figura 5, em que quando confinadas juntas em ambiente
fechado, situacdo em que a concentracdo de etileno é rigorosamente a mesma para
ambos os tipos de sementes, a germinacao das sementes ndo-dormentes foi muito
maior do que das dormentes.

A dorméncia das sementes de estilosante foi quebrada em resposta ao etileno
(figura 1) ou ao ACC (Vieira e Barros 1994; ver também tabelas 5, 6 e 7). A resposta
das sementes dormentes ao ACC sugere que elas possuem uma baixa capacidade
de biossintetizar etileno, que € aumentada com o avanco da idade pdés-colheita,
quando a dorméncia vai sendo quebrada naturalmente (Pelacani 2001). Por seu
turno, os inibidores da biossintese do etileno (AVG mais Co**) ndo bloquearam
completamente a germinacdo das sementes ndo-dormentes de estilosante (ver
tabela 8). Parece que uma quantidade extremamente baixa de etileno produzido
pelas sementes (4 pmol sem™; ver tabela 8) foi suficiente para eliciar a germinacéo
das sementes ndo-dormentes como também foi sugerido por Machabée e Saini
(1991) para sementes nao-dormentes de Chenopodium album embebidas em
solugédo com inibidores da biossintese de etileno. Portanto, além da capacidade de
sintese de etileno, a sensibilidade das sementes ao regulador constitui um ponto
chave no controle da germinacédo da sementes de estilosante.

Em condi¢cGes naturais, a sensibilidade das sementes ao etileno pode variar

nao apenas em resposta a idade das sementes, mas também, em funcéo de fatores
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ambientes. Schonbeck e Egley (1980, 1981) mostraram que altas temperaturas, luz
e umidade do solo afetaram a sensibilidade das sementes de Amaranthus retroflexus
ao etileno. Assim, o aumento da sensibilidade das sementes de estilosante ao
etileno, com o0 avanco da idade poés-colheita poderia desempenhar um papel

importante na regulacdo da germinagéo, sob as mais diversas condi¢des naturais.
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Figura 8. Efeito do etileno na germinacédo das sementes embebidas em solucao de
AVG mais Co®" sob condicdes de atmosfera livre de etileno. A germinacdo das
sementes dormentes de 361 dias de idade pés-colheita ( ¥2% ) e ndo-dormentes de
28 dias de idade (- - - - - ) foi acompanhada até o quinto dia. As barras representam o

erro padrao da média
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4 CONCLUSOES

Semelhantemente ao que ocorre com frutos climatéricos, sementes
dormentes de estilosante produziram etileno que, quando acumulado em ambiente
fechado, estimulou a germinacdo das sementes vicinais, promovendo também um
efeito autocatalitico na producéo de etileno. Diferentemente dos frutos climatéricos,
no entanto, esse fendmeno mostrou-se limitado em sementes dormentes, devido
ndo sé a baixa capacidade das sementes em biossintetizar o etileno, como também
a sua baixa sensibilidade ao regulador.

A remocéao do etileno da atmosfera dos frascos selados, por uma solucdo de
perclorato de mercurio, ocorreu de forma extremamente rapida, obedecendo a uma
curva exponencial negativa. Por isso, a germinacdo das sementes, sob atmosfera
livre de etileno, possivelmente, deveu-se apenas ao etileno por elas biossintetizado.
Nesse caso, durante a fixacdo do etileno pelo perclorato, parece néao ter havido
tempo suficiente para que ocorresse uma producdo autocatalitica.

Uma quantidade extremamente baixa de etileno emanado pelas sementes
nao-dormentes foi suficiente para eliciar a sua germinacdo. Por isso,
consequentemente as sementes ndo-dormentes germinaram ainda que embebidas
em solucdo de AVG mais Co?*, que n&o inibiu completamente a producéo do gas, ao
contrario do que ocorreu com as sementes dormentes. As sementes dormentes e
ndo-dormentes embebidas em solucdo de AVG mais Co*" ndo germinaram nem
produziram etileno sob condicdes de atmosfera livre de etileno. Com esse sistema,
pode-se demostrar que o etileno foi requerido ndo apenas para quebrar a
dorméncia, como também para promover a germinacdo das sementes de
estilosante. Assim, quando no sistema se injetou etileno, observou-se germinagao
em ambos os tipos de semente. Os niveis de etileno necessarios para estimular a
germinagcdo foram bem maiores nas sementes dormentes, mostrando que as
sementes nao-dormentes foram bem mais sensiveis ao regulador gasoso. Portanto,
ambas as caracteristicas, capacidade de biossintese e sensibilidade das sementes
ao etileno, sdo de importancia fundamental no processo germinativo das sementes

de estilosante.
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