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RESUMO

MULLER, Caroline. M. Sc., Universidade Federal de Vicosa, marco de 2007. Efeito
do paclobutrazol na germinacédo e no metabolismo do etileno em sementes de
Stylosanthes humilis H.B.K. Orientador: Raimundo Santos Barros. Co-orientadores:
Fernando Luiz Finger e Rolf Puschmann

Sementes nao-dormentes de estilosante (Stylosanthes humilis HBK), leguminosa
tropical, forrageira anual, tiveram sua germinagdo decrescida por suspensdes de
pacobutrazol (PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1,2,4-triazol-1-
il)pentan-3-ol]. Esse efeito foi revertido com acido 2-cloroetilfosfonico, composto
liberador de etileno, e acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), precursor
imediato do etileno em sua rota biossintética. Observou-se um atraso na produgao do
etileno em sementes ndo-dormentes ¢ uma redugao significativa na produgao desse
hormonio em sementes dormentes tratadas com PBZ. Sementes nao-dormentes
tratadas com o inibidor apresentaram niveis significativamente menores de ACC
livre, sendo o mesmo também observado em sementes dormentes tratadas com PBZ
mais selenouréia. A atividade in vivo da oxidase do ACC foi diminuida em sementes
dormentes e, em sementes ndo-dormentes, observou-se uma atividade decrescida nas
primeiras 48 h de exposicdo ao inibidor. A atividade in vitro da oxidase do ACC
mostrou-se diminuida a partir de 36 h de incubagdo em sementes nao-dormentes

tratadas com o PBZ, ocorrendo posteriormente a diminui¢cdo da germinagao.



ABSTRACT

MULLER, Caroline. M. Sc., Universidade Federal de Vigosa, March 2007. Effect of
paclobutrazol on germination and metabolism of ethylene in seeds of
Stylosanthes humilis H.B.K. Adviser: Raimundo Santos Barros. Co-advisers:
Fernando Luiz Finger and Rolf Puschmann

Germination of non-dormant seeds of Townsville stylo (Stylosanthes humilis HBK),
a tropical annual forrage legume was decreased by the growth retardant
paclobutrazol (PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-chlorophenyl)-4,4-dimethyl-2-(1H-1,2,4-
triazol-1-yl)pentan-3-ol]  suspensions. This effect was reverted by 2-
chloroethylphosphonic acid, an ethylene-releasing substance, and 1-amino-1-
cyclopropane-1-carboxylic acid (ACC), the immediate ethylene precursor in its
biosynthetic pathway. A delay in ethylene emanation by non-dorment seeds and a
significant decrease in the production of that gaseous regulador by dormant seeds
were observed when they were treated with PBZ. The retardant also led non-dormant
seeds to show significant lower free ACC content, a similar effect also exhibited by
dormant seeds treated simultaneously with the retardant plus selenourea. In vitro
activity of ACC oxidase of that enzyme was observed in the first 48 h exposure to
the inhibitor. In vitro activity of ACC oxidase was decreased from 36 h onwards
following incubation of non-dormant seeds with PBZ, but this phenomenn occurred

after the germination decrease.
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1 INTRODUCAO

Stylosanthes humilis H.B.K (estilosante) ¢ uma leguminosa tropical,
endémica na América Central e América do Sul e, como forrageira, tem contribuido
para melhoria da qualidade das pastagens. Apresenta, também, tolerancia a diversos
tipos de estresses, o que garante maior distribuicdo e adaptagdo da espécie (Lovato et
al 1994). As sementes do estilosante apresentam dois mecanismos de regulagdo da
germinacdo, a dorméncia fisioldégica e a impermeabilidade tegumentar (Cameron
1967). Esta dorméncia ¢ acentuada logo apds maturacdo das sementes, sendo
gradualmente liberada com o transcurso do tempo, nao mais ocorrendo entre 12 e 15
meses de idade pds-colheita (Vieira e Barros, 1994). A barreira tegumentar pode
levar & impermeabilidade a gases e agua (Bewley e Black 1994), podendo ser
rompida por escarificagdo mecanica (Burin et al 1987) ou quimica (Aratjo et al
2002, Ribeiro e Barros, comunicacao pessoal).

Tem-se demonstrado que a dorméncia fisiologica é quebrada por condigdes
que estimulam a producdo de etileno, tais como baixos pHs do meio de germinagdo
(Frigeri 1998, Pelacani et al 2005 a, b), ions aluminio e férrico (Mapeli 2005) ¢
compostos selénicos (Barros e Freitas 2000, 2001, Pinheiro 2004). Esse tipo de
dorméncia pode ser quebrado com acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC),
precursor imediato da rota biossintética do etileno (Vieira e Barros 1994) e o acido 2-
cloroetilfosfonico (CEPA), substancia liberadora de etileno no interior das células
(Burin et al 1987). O requerimento por etileno ¢ também observado com a inibigdo
da germinagdo de sementes ndo-dormentes por inibidores da sintese e da acdo do
etileno, como 2-aminoetoxivinilglicina (AVG), Co*"e Ag" (Vieira e Barros 1994).

O etileno tem-se mostrado essencial para a germinagdo de sementes de
diversas espécies como Striga lutea (Egley e Dale 1970), S. asiatica (Eplee 1975,
Babiker et al 1993), S. hermonthica (Logan e Stewart 1991, 1995), Xanthium
pennsylvanicum (Satoh e Esashi 1980 a, b), Amaranthus caudatum (Ke¢pczynski
1986, Bialecka ¢ Kepczynski 2003), Arachis hypogea (Whitehead ¢ Nelson 1992),
Cyclopia spp (Whitehead e Sutcliffe 1995), Hordeum vulgare (Locke et al 2000) e
inimeras outras. A germinag@o de Cicer arietinum ¢ diminuida por CoCl,, inibidor
da biossintese de etileno. Essa diminui¢do na germinagdo ¢ revertida por CEPA,

porém nao por ACC, o que indica que o inibidor bloqueia a atividade da oxidase do



ACC (Gallardo et al 1994) naquelas sementes. Inibidores da ac¢do do etileno, como o
2,5-norbonadieno e ions prata, também causaram diminui¢do na germinagao de A.
caudatus (Bialecka e Kepczynski 2003) e Lactuca sativa (Abeles 1986), mostrando o
requerimento por esse hormonio gasoso na germinagao daquelas sementes.

O paclobutrazol (PBZ) [(2RS, 3RS)-1-(4-clorofenil)-4,4-dimetil-2-(1,2,4-
triazol-1-il)pentan-3-ol], retardante de crescimento da classe dos triz6is, € conhecido
por atuar sobre monooxigenases do tipo citocromo Psso da rota biossintética das
giberelinas (GAs) (Sugavanam 1984, Koller 1987, Fletcher et al 2000, Rademacher
2000, Chizhova et al 2005). No entanto, a germinagdo de sementes de Malus
domestica (Mage e Powell 1990) e Apium graveolens (Pressman e Shaked 1988),
inibida por PBZ, ndo foi revertida por acido giberélico (GA3). Além disso, o GA3 ndo
se mostrou eficaz na quebra da dorméncia de sementes de S. humilis (AM Mapeli e
RS Barros, comunicacdo pessoal), sugerindo que esse hormonio vegetal ndo ¢
requerido durante o processo germinativo daquelas sementes. O PBZ, pode, dessa
forma, estar afetando a atividade de enzimas similares as monooxigenases como a
oxidase do ACC (Sauerbrey et al 1988, Grossmann et al 1989, Min e Bartholomew
1996), ou ainda, a atividade da sintase do ACC, observada pela redugao nos niveis de
ACC em Glycine max (Wang e Steffens 1985) e Cucumis sativus (Abbas et al 1989),
interferindo, assim, na rota biossintética do etileno.

O PBZ tem-se mostrado um inibidor eficaz na germinag¢do de sementes de
Acer saccharum (Marshall et al 2000) ¢ Orobanche ramosa (Zehhar et al 2002). A
producédo de etileno em folhas primarias de Phaseolus vulgaris ¢ inibida pelo PBZ
(Tari e Nagy 1994). Sementes de feijao também apresentaram diminui¢do na sintese
de etileno e no conteido de ACC, com a aplicacdo de uniconazol (Hofstra et al
1989), um outro inibidor de crescimento da classe dos triazois. Plantulas de Cucumis
sativus, tratadas com triadimefon, também um triazol, apresentaram redu¢do na
produgao de etileno e nos niveis de ACC em raizes primarias (Abbas et al 1989). Os
autores sugeriram que a redugdo nos niveis de ACC pode ser devida aos triazodis
suprimirem a atividade da sintase do ACC, ou ainda, por sua conjugagao a acido N-
malonil-1-carboxilico-1-aminociclopropano (MACC). O PBZ previniu o acumulo de
ACC e MACC em sementes de Malus domestica submetidas a estresse hidrico,
diminuindo a produg¢do de etileno (Wang e Steffens, 1985). Nesse caso, a sintese de

ACC seria a etapa chave na qual o PBZ exerceria seu efeito. O crescimento e a



producdo de etileno foram inibidos por PBZ em tecidos foliares basais de Ananas
comosus, o que nao afetou o conteido de ACC, mas inibiu a atividade da oxidase do
ACC, enzima que converte ACC em etileno (Min e Bartholomew 1996).

Em condic¢des de laboratdrio, observou-se que o PBZ causa diminui¢do na
germinacdo de sementes de Stylosanthes humilis (AM Mapeli e RS Barros,
comunicagdo pessoal). Entretanto, os mecanismos pelos quais o PBZ possa estar
atuando em uma possivel inibi¢do da germinagdo de sementes de estilosante ndo sdo
conhecidos. Existe a possibilidade de que o retardante de crescimento atue na etapa
oxidativa da rota biossintética do etileno, afetando a atividade da oxidase do ACC,
devido sua semelhanca com a monooxigenase do tipo citocromo Psso da rota
biossintética das GAs. A inibi¢ao da oxidase do ACC faria diminuir a sintese de
etileno, responsavel, entdo, pela diminuigdo na germinacdo de sementes. Além da
oxidase do ACC, o efeito do PBZ poderia se dar também por uma redug@o nos niveis
de ACC (Abbas et al 1989, Hofstra et al 1989), caso o PBZ também atue sobre a
sintase do ACC, inibindo, consequentemente, a producdo de etileno. Neste trabalho,
tentar-se-4 definir a(s) possivel(is) etapa(s) da rota biossintética do etileno na(s)

qual(is) poderia ocorrer a agdo do PBZ.

2 OBJETIVOS

O presente trabalho objetivou investigar a ac¢do do paclobutrazol na
germinacdo de sementes de Stylosanthes humilis, examinando-se também suas

provaveis interferéncias na rota biossintética do etileno.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

Plantas de estilosante foram cultivadas em casa-de-vegetagdo, na
Universidade Federal de Vigosa (20° 45°S, 42° 15° W), Vigosa, Minas Gerais, em
vasos plasticos de 3,5 dm’. O substrato foi composto por solo latossolo vermelho-
amarelo e esterco bovino curtido, na propor¢do de 2:1, e recebeu adubacido de
cobertura de 15 g de NPK (25-5-20), por vaso, aplicada em duas parcelas, durante o
estado vegetativo das plantas. A irrigagdo foi realizada diariamente a fim de manter-
se a umidade do substrato dos vasos proxima a capacidade de campo. Devido ao
estilosante comportar-se como planta de dia-curto (Cameron e ‘t Mannetje 1977), as
plantas foram cobertas com uma empanada preta durante o periodo de janeiro a
margo, reduzindo-se, assim, o fotoperiodo para 8 h diarias, a fim de promover-se a
floragdo. Os frutos foram colhidos periodicamente ¢ armazenados em sacos de papel

sob condicdes de laboratorio, até a execugdo dos experimentos.

3.2 Conducéo dos experimentos

Para os ensaios, os frutos foram previamente debulhados por fricgdo entre
duas superficies emborrachadas. As sementes foram submetidas a escarificagdo
mecanica, por meio de leve friccdo em lixas finas (lixas d"agua n° 150), esterilizadas
com hipoclorito de sédio 0,5 %, por 10 min e, posteriormente, lavadas
exaustivamente com agua destilada. Para os ensaios de germinacdo, as sementes
foram embebidas com as solucdes-teste (10 cm’) e transferidas, juntamente com a
solugdo, para placas de Petri (90 mm de didmetro), contendo, ao fundo, duas
camadas de papel de filtro Whatman n° 1. Para os ensaios de quantificacdo do etileno
emanado, as sementes foram embebidas com as solugdes-teste (3,0 cm’) e
transferidas para frascos Erlenmeyer (50 cm?®), os quais foram vedados com seladores
de borracha. As placas de Petri e os frascos Erlenmeyer, contendo as duas camadas
de papel de filtro, foram previamente semi-esterilizados em estufa, a 105 °C, por 4 h.

Os ensaios de germinacao foram conduzidos em cdmara de crescimento
noite/dia (tipo BOD, Forma Scientific, Inc, Ohio, EUA), no escuro, sob temperatura
de 30 °C, por um periodo de 5 dias. A germinacdo foi avaliada diariamente, sendo a

protrusdo da radicula o critério para considerar-se uma semente como germinada.



O PBZ ¢ um composto altamente insolivel e, devido a um aumento de
solubilidade quando autoclavado, foi utilizada nos ensaios suspensdo de PBZ
autoclavada, tal como se usa rotineiramente em cultivos asséticos. Todas as
suspensdes e solugdes-teste foram preparadas com agua pH 7,0, contendo Tween 80
(0,05 %).

Ensaios preliminares mostraram respostas semelhantes das sementes quando
embebidas em 10 cm’ de suspensdo de PBZ autoclavado (1 mol m™), de uma sé vez,
ou embebidas inicialmente com 5 cm’ de PBZ (2 mol m™), seguida de adigdo, apos
24 h, de 5 cm’ de agua destilada, dando, como resultado final uma suspensdo de PBZ
1 mol m™. Com isso, em alguns ensaios de germinacio, objetivando-se reversio dos
efeitos do PBZ, a segunda op¢ao foi adotada, com a adi¢do, 24 h depois, de 5 cm’ de

agua ou do revertor correspondente (ver Fig 3).

3.3 Quantificagéo do etileno

O etileno emanado das sementes foi quantificado segundo técnica de Saltveit
e Yang (1987). Amostras de 1,0 cm’ da atmosfera livre dos frascos Erlenmeyer
foram coletadas com o auxilio de seringas de 1,0 cm’ de volume (agulhas 29 G 47).
Injecao de igual volume de ar foi efetuada para equilibrar-se a pressao no interior dos
recipientes.

As amostras foram injetadas em cromatdgrafo a gas Hewlett-Packard 5890,
série II, equipado com um detetor de ionizacdo de chama e uma coluna de ago
inoxidavel (1,0 m x 6,0 mm), empacotada com Porapak-N (80-100 mesh). O gas de
arraste foi o nitrogénio, em fluxo de 30 cm® min™. Os fluxos do hidrogénio e do ar
foram mantidos em 30 ¢ 320 cm’ min™', respectivamente. As temperaturas da coluna,
do injetor e do detetor foram mantidas em 60, 110 e 150 °C, respectivamente. A
quantificagdo do etileno foi determinada a partir de areas de pico de etileno,
computadas com o software Peaksimple II (PEAKSIMPLE, 2005), associado ao

cromatografo, por comparagao com areas do padrao de etileno.

3.4 Quantificacdo do ACC
O ACC nas sementes foi quantificado segundo técnica descrita por Gallardo
et al (1991), com algumas modificagdes. Amostras de 100 sementes foram

embebidas em suspensdo de PBZ autoclavado (1 mol m™) e incubadas em placas de



Petri (90 mm de diametro), contendo ao fundo dois discos de papel de filtro
Whatman n° 1, no escuro, por periodos de 12, 18, 24 e 36 h, na camara de
crescimento supra-mencionada, a 30 °C. Ao final de cada periodo de incubagio, as
sementes foram lavadas em 4gua destilada, secas em papel absorvente, tiveram
determinadas suas massas frescas e foram imersas em nitrogénio liquido e estocadas
a - 20 °C, até analise.

A extragdo do ACC foi feita triturando-se as amostras em almofariz com
pistilo, com 10 cm® de etanol (80 %) e mais polivinil-pirrolidona (PVP 5 % m/v). O
extrato foi centrifugado a 28000 g, por 20 min, a 4 °C, e o sobrenadante submetido a
evaporacdo em evaporador rotativo, a 45 °C, até¢ secura. O residuo foi ressuspenso
em 4 cm’ de 4gua destilada (extrato original). Metade do extrato original foi utilizada
para quantificar-se o ACC livre, por conversdo quimica, para etileno, seguindo-se
técnica descrita por Lizada e Yang (1979). Uma aliquota de 0,5 cm® do extrato foi
tomada em um tubo de ensaio com 0,1 cm’ de cloreto de mercurio (5 pmol), & qual
foi adicionada 4dgua até um volume de 0,8 cm’. O tubo de ensaio foi vedado com
selador de latex e mantido em banho de gelo. Em seguida, 0,2 cm® de uma mistura
resfriada de NaOCl (5 %) e NaOH saturado (v/v 2:1) foram injetados no tubo de
ensaio vedado, agitado num misturador vortex, por 5 s, ¢ incubado em banho de gelo
por 2,5 min. Apds nova agitacdo do tubo, por 5 s, uma amostra gasosa de 1,0 cm® da
atmosfera do tubo foi retirada para a quantificagdo do etileno, segundo a técnica
acima descrita.

A outra metade do extrato original foi utilizada para determinar-se o ACC
total (ACC livre + ACC conjugado). Apo6s a hidrolise acida com HCI (2 N), a 100 °C,
por 3 h, o extrato foi neutralizado com NaOH (2 N) e evaporado até a secura,
adicionando-se, em seguida, 2 cm’ de 4gua. A quantificagio do ACC total seguiu
procedimento idéntico para a quantificacdo do ACC livre. Com a diferenca entre os
conteudos de ACC antes (livre) e apds a hidrélise (ACC total), foi determinado o

ACC conjugado no extrato.

3.5 Atividade da oxidase do ACC
A atividade in vivo da oxidase do ACC foi determinada segundo técnica de
De Rueda et al (1995), com pequenas modificagdes. As sementes foram tratadas com

. . 3
o retardante de crescimento e incubadas em frascos Erlenmeyer de 50 cm” selados,



por 24 h. Apo6s esse periodo, foi realizada adi¢ao de suspensdao do PBZ puro ou do
regulador mais ACC. Seis, 12, 18, 24 ¢ 48 h ap6s a troca da solucao foram coletadas
amostras gasosas da atmosfera interna dos frascos, para quantificagdo do etileno
emanado pelas sementes, e avaliada a germinag@o. Os frascos foram mantidos nas
camaras de crescimento, a 30 °C, no escuro.

A atividade in vitro da oxidase do ACC foi determinada segundo a técnica de
Fernandez-Maculet e Yang (1992), com algumas alteragdes (Pinheiro 2004).
Amostras de 100 sementes foram germinadas em placas de Petri (90 mm de
diametro), com 10 cm® de suspendo de PBZ autoclavado (1 mol m™), contendo ao
fundo dois discos de papel de filtro Whatman n°® 1, na cadmara de crescimento
descrita, a 30 °C, no escuro. Apos o periodo de embebicdo, as sementes foram
lavadas em agua destilada, secas em papel absorvente, tiveram determinadas suas
massas frescas e foram imersas em nitrogénio liquido e estocadas a - 20 °C, até
analise. As amostras foram maceradas em almofariz com pistilo resfriados e todo o
procedimento foi conduzido sob banho de gelo.

As amostras foram extraidas com 6,0 cm® do meio de extracdo, constituido de
tampdo Tris-HCI, 100 mol m™, pH 7,0; glicerol 10 % (v/v); ditiotreitol (DTT) 1,0
mol m™; Triton X-100 0,1 % (v/v) e PVP 5 % (m/v). O homogenado foi centrifugado
a 28000 g, por 20 min, a 4 °C. A reacdo enzimatica foi iniciada pela adi¢do de uma
aliquota de 0,2 cm’ do extrato enzimatico (sobrenadante) em tubo de ensaio selado e
incubado por 1 h, a 32 °C, em volume de reagdo total de 2,0 cm’, constituido de
tampdo Tris-HCl 100 mol m™, pH 7,0; DTT 1,0 mol m™; NaHCO; 30 mol m™;
FeSO4 50 mmol m'3; ascorbado de so6dio 30 mol m'3; glicerol 10 % (v/v) e ACC 1,0
mol m>. O etileno liberado apds reacdo enzimdtica foi determinado segundo a
técnica acima mencionada.

Utilizou-se a técnica de Bradford (1976), com algumas modificacdes
(Ramagli e Rodriguez 1985), para determinacao dos teores de proteina nos extratos.
Uma série de solugdo de soro albumina bovina diluida com o mesmo tampdo de
extragdo serviu como padrio para quantificacdo das proteinas. A quantifica¢do foi

determinada em espectrofotdometro UV-Visivel (B582, Micronal, Brasil), a 590 nm.



3.6 Inibicéo da germinacgéo por PBZ
A germinagao foi conduzida em placas de Petri, expondo-se as sementes nao-
dormentes ao PBZ em diferentes niveis, na faixa entre 0,001 ¢ 10 mol m>. As

sementes foram mantidas em camara de crescimento por cinco dias apo6s embebigao.

3.7 Toxicidade do PBZ

Os ensaios sobre a toxicidade do PBZ foram realizados em placas de Petri,
expondo-se sementes nido-dormentes a 5 cm’ de suspensdo de PBZ autoclavado (2
mol m™) por periodos de 12, 24, 48 ¢ 72 h. Apos cada periodo de exposigio, foram
adicionados 5 cm’ de agua ou solugdo de tiouréia (TU, 200 mol m™), obtendo-se
suspensdo final de PBZ 1 mol m™ e TU 100 mol m~ (Ballard e Buchwald 1971,

Delatorre et al 2000). Acompanhou-se a germinagao até o quinto dia.

3.8 Cinética da germinacéo das sementes

A cinética da germinagao de sementes do estilosante expostas as suspensoes
de PBZ autoclavado (0,5 e 1,0 mol m™) foi descrita por meio de pardmetros de
germinagdo, com a execucao de cinco ensaios com cinco repeti¢des cada. Os ensaios
foram conduzidos em placas de Petri (90 mm de diametro), acompanhando-se a
germinacao por diversos periodos de tempo (até 120 h), a partir da embebigao.

Para descreverem-se os pardmetros da germinacdo de sementes ndo-
dormentes expostas ao PBZ, ajustaram-se as curvas de Gompertz que melhor
descreveram a germinagdo (Amer ¢ Williams 1957, Calbo et al 1989). Para o ajuste
desse modelo sigmoidal ndo-linear necessitou-se de métodos computacionais para
estimativa dos parametros (Santana e Ranal 2004). Utilizou-se para tal o software

Sistema de Analises Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV 1997), obtendo-se

as constantes a, b e k da funcao: Y = ac-be-kt Y representa a germinagdo no tempo t,
a ¢ o ponto de inflexdo da curva; k representa a “taxa constante” que determina a
extensdo da curva ao longo do eixo do tempo; b torna-se unidade quando o tempo é
medido a partir do ponto de inflexdo, nesse caso quando Y = a/e (Richards 1959,
1969).

Regressdes ndo-lineares foram obtidas utilizando o software SigmaPlot 10.0 e
os componentes da germinagdo analisados por meio dos calculos obtidos pelas

derivadas de primeira e segunda ordens. Das curvas de germinagdo integradas ao



longo do tempo, foram estimadas as derivadas primeiras para a obtengdo das taxas de
germinacdo (Causton 1983). Os tempos de ocorréncia das taxas maximas foram
determinados igualando-se a derivada segunda a zero. O tempo de estabilizagdo
(limiar da saturacdo) da germinagdo foi obtido na curva integrativa (germinagdo
acumulada), quando o processo atingiu 90% de sua germinacdo final. As taxas
médias de germinagao foram determinadas pela razdo Y/t (Richards 1969), em que a
taxa de germinacdo aumenta em fun¢do do tempo, em que a maioria das sementes
germina na primeira metade do periodo de germinagdo, mostrado por meio da
derivada primeira (Bewley e Black 1994). O tempo inicial de germinagdo foi
determinado a partir de extrapolacdo da parte ascendente da curva de germinagao até

o eixo do x.

3.9 Efeito das giberelinas na quebra da dorméncia das sementes

Como o PBZ ¢ um inibidor da biossintese de GAs, a tentativa de quebra da
dorméncia foi realizada expondo-se sementes dormentes a solugdes de GAz, GA4:7 €
GA, na faixa entre 10 ¢ 10" mol m™. As sementes foram embebidas com 10 cm’
das solugdes-teste e transferidas para placas de Petri (90 mm de diametro), sendo

acondicionadas nas camaras de crescimento para os testes de germinagao.

3.10 Reversao do efeito do PBZ na germinacao

Para tentar reverterem-se os efeitos do PBZ, sementes nao-dormentes foram
tratadas com 5 cm’ de suspensdo autoclavada de PBZ (2 mol m™) pelos periodos de
0, 12, 24, 48 e 72 h. Ao final de cada periodo, foram adicionados as placas 5 cm’ de
solugdo de GA; (0,2 mol m™), ACC (2 mol m™) ou CEPA (0,2 mol m™), obtendo-se
suspensao final de PBZ 1 mol m'3, GA 0,1 mol m>, ACC 1 mol m™ e CEPA 0,1 mol

m™. A germinagio foi registrada até o quinto dia.

3.11 Cinética da germinacao sob os revertores dos efeitos do PBZ

A cinética da germinacao sob os revertores dos efeitos do PBZ foi
determinada com sementes ndo-dormentes. As sementes foram expostas a suspensao
de PBZ (2 mol m> ou 1 mol m™) ou de solugdes conjuntas de PBZ com GA; (0,2
mol m™), CEPA (0,2 mol™) ou TU (200 mol m™), obtendo-se suspenséo final de PBZ
1 mol m” ou 0,5 mol m>, GA3 0,1 mol m~, CEPA 0,1 mol™ e TU 100 mol m™>. A



germinagdo foi acompanhada por diversos periodos de tempo até o quinto dia (120 h)
ap6s incubagdo das sementes. Os parametros de cinética da germinacao foram

obtidos conforme descrito na seccao 3.8.

3.12 Efeito do PBZ na emanacéo do etileno

Nos ensaios para a quantificagdo do etileno emanado, as sementes do
estilosante foram embebidas em 3 cm’ de suspensdo de PBZ autoclavado (1 mol m>)
e transferidas para frascos Erlenmeyers (50 cm’) vedados com seladores de borracha.
A atmosfera interna dos frascos foi ocasionalmente homogeneizada utilizando-se de
uma seringa de 3,0 cm’, provida com agulha longa inserida através dos seladores de
borracha. Foram coletadas amostras gasosas da atmosfera interna dos frascos e
avaliada a germinag¢do nos periodos de 12, 24, 48 e 72 h, ap0s inicio do experimento.
Os frascos foram mantidos em camaras de crescimento noite/dia (tipo BOD), no

escuro, sob temperatura de 30 °C, por um periodo de 72 horas.

3.13 Efeito do PBZ nos niveis de ACC

O efeito do PBZ no conteudo de ACC foi avaliado utilizando-se sementes
dormentes e nao-dormentes de estilosante. Amostras de 100 sementes ndo-dormentes
foram embebidas em 10 cm’ de suspensdo de PBZ autoclavada (1 mol m>) e
incubadas em camaras de crescimento por periodos de 12, 18, 24 ¢ 36 h . Apos esse
periodo, as sementes foram lavadas em agua destilada, secas em papel absorvente,
tiveram determinadas suas massas frescas, foram imersas em nitrogénio liquido e
estocadas a - 20 °C, até andlise do ACC livre e do ACC total, conforme metodologia
descrita anteriormente.

Amostras de 100 sementes dormentes foram tratadas com 7,5 cm’ de
suspensdo de PBZ autoclavado (2 mol m™) por um periodo de 24 h, quando foram
adicionados 7,5 cem’ de solucao de selenouréia (SeU, 2 mol m'3), numa tentativa de
induzir-se a sintese da sintase do ACC (Pinheiro 2004), ou 7,5 cm’ de 4gua destilada
pH 7,0. Apos 24 h da adi¢do de SeU, as sementes foram lavadas em agua destilada,
secas em papel absorvente, tiveram determinadas suas massas frescas, foram imersas

em nitrogénio liquido e estocadas a - 20 °C, até analise.
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3.14 Efeito do PBZ na atividade in vivo e in vitro da oxidase do ACC

Para avaliacdo do efeito do PBZ na atividade in vivo da oxidase do ACC,
amostras de 50 sementes foram embebidas com 3,0 cm’ de suspensdo de PBZ (1 mol
m”) e incubadas em frascos Erlenmeyer de 50 cm’ vedados com seladores de
borracha, por 24 h. Apos esse periodo, removeu-se a suspensdo inicial do PBZ e
adicionou-se suspensio de PBZ puro (1 mol m™) ou do regulador mais ACC (1,0 mol
m’), substrato da enzima oxidase do ACC (Yang e Hoffman 1984). Os frascos foram
mantidos em camaras de crescimento, a 30 °C, no escuro. Seis, 12, 18, 24 ¢ 48 h
apods a troca da solugdo, foram coletadas amostras gasosas da atmosfera interna dos
frascos, para quantificacdo do etileno emanado pelas sementes, e avaliada a
germinagao.

O efeito do PBZ na atividade in vitro da oxidase do ACC foi avaliado com
amostras de 100 sementes ndo-dormentes embebidas em 10 cm’ de suspensdo de
PBZ autoclavado (1 mol m™), em placas de Petri (90 mm de didmetro). As sementes
foram mantidas em camara de crescimento pelos periodos de 12, 24, 36 e 48 h. Apos
cada tempo, as sementes foram lavadas em &gua destilada, secas em papel
absorvente, tiveram determinadas suas massas frescas, foram imersas em nitrogénio
liquido e estocadas a -20 °C, até andlise. A atividade enzimatica foi avaliada
conforme metodologia descrita na se¢do 3.5.

A atividade in vitro da oxidase do ACC foi também avaliada em sementes
dormentes estimulando-se a atividade enzimatica com adi¢do de ACC no meio de
embebicdo. Amostras de 100 sementes dormentes foram embebidas inicialmente em
7,5 cm® de suspensdo de PBZ autoclavado (2 mol m™), transferidas para placas de
Petri (150 mm) e mantidas, por 24 h, na camara de crescimento a 30 °C, no escuro.
Ap6s esse periodo, foram adicionados, ao meio de embebicao, 7,5 cm’ de solucdo de
ACC (2 mol m™), obtendo-se suspensdo final de PBZ ¢ ACC de 1 mol m™, condi¢io
na qual as sementes permaneceram pelos periodos de 24, 36, 48 e 72 h. Apos cada
tempo, as sementes foram lavadas em dgua destilada, secas em papel absorvente,
tiveram determinadas suas massas frescas, foram imersas em nitrogénio liquido e
estocadas a - 20 °C, até a analise. A atividade enzimatica foi avaliada conforme

metodologia descrita na se¢do 3.5.
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3.15 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado. A unidade experimental dos experimentos de germina¢do foi composta
por 50 sementes, com cinco repetigdes por tratamento. Os resultados de percentagem
de germinacdo foram transformados em arco-seno (% G/ 100)*, para seguirem uma
distribuicao normal. As diferencas de médias entre os tratamentos foram avaliadas
pelo teste de Scott-Knott (1974).

Nos experimentos sobre quantificagao do etileno e da atividade da oxidase do
ACC in vivo, a unidade experimental foi constituida de frascos Erlenmeyer de 50
cm’, com 50 sementes, com cinco repeticdes por tratamento. Nos experimentos de
quantificagdo do ACC e da atividade da oxidase do ACC in vitro, a unidade
experimental foi composta de amostras do extrato de 100 sementes, com cinco
repeticdes por tratamento. Nos dois tltimos casos, as diferengas entre os tratamentos
foram avaliadas pelo teste de Tukey. Para comparagdes apenas entre dois
tratamentos, utilizou-se do teste t. Todos os testes de média empregados foram
conduzidos em nivel de 5 % de probabilidade, utilizando o SigmaPlot e o Sistema de

Analises Estatisticas e Genéticas da UFV (SAEG-UFV, 1997).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Inibigdo da germinagdo com PBZ

A germinacgdo das sementes ndo-dormentes de estilosante reduziu-se com o
aumento da dosagem de PBZ na suspensdo autoclavada. O PBZ, nas dosagens igual
ou acima de 0,1 mol m’, causou diminui¢do na germinagdo das sementes em estudo
(Fig 1).

A viabilidade das sementes inibidas foi testada com aplicagao de TU 100 mol
m~ (Ballard e Buchwald 1971, Delatorre et al 2000), ap6s cinco dias de exposi¢io
das sementes ao regulador. As dosagens de PBZ que causaram maiores niveis de
inibi¢do (6, 8 ¢ 10 mol m™) mostraram-se toxicas as sementes (F ig 2). As suspensdes
entre 0,5 ¢ 4 mol m™ apresentaram eficacia na inibigio da germinagdo das sementes
(Fig 1), sem causarem toxicidade (Fig 2). Selecionou-se, portanto, como nivel 6timo,
para os trabalhos posteriores, a suspensio de 1 mol m™, por causar reducdo

significativa da germinagdo sem mostrar-se toxica as sementes.
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Figura 1 — Efeito do PBZ em suspensdo sobre a germinacdo de sementes de
estilosante, de 364 dias de idade pos-colheita. Média de 5 repeticdes + erro da média.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5

% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

O PBZ, em dose de 1 mol m™, causou inibi¢io de aproximadamente 22 % na
germinagdo do estilosante (Fig 1). As sementes do estilosante apresentaram menor

resposta ao regulador do que as sementes de Orobanche ramosa, que foram inibidas
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em 80 % sob uma dosagem 10 vezes menor (0,1 mol m~) (Zehhar et al 2002).
Sementes de Malus domestica também mostraram maior resposta ao regulador, com
inibicdo de 35 % da germinagio, quando submetidas a 0,025 mol m™ do PBZ (Mage
e Powell 1990). Song et al (2005) observaram que o uniconazol, também um triazol,
inibiu a germinacgao de trés espécies de Orobanche, em até 86 %, sob 0,5 mol m> em

O. ramosa.
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Figura 2 — Toxicidade do PBZ em sementes ndo-dormentes de estilosante, com 364
dias de idade pos-colheita. Germinacao sob as suspensodes-teste (=) e com aplicagdo
de TU 100 mol m™ (o) ap6s cinco dias de exposicdo ao regulador. Média de 5
repeticdes + erro da média. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

estatisticamente entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

Avaliaram-se as possiveis diferengas entre as técnicas de troca e adicao de
suspensoes-teste. Na primeira técnica, as sementes foram expostas continuamente a
suspensdo-teste (10 mL de PBZ 1 mol m™). Com a segunda técnica testada, as
sementes foram emebebidas em suspensdo-teste (10 mL de PBZ 1 mol m™), por 24
h, quando se procedeu a remocao da suspensao e adi¢do de nova suspensdo. Pela
terceira técnica, as sementes foram expostas a suspensao-teste (5 mL de PBZ 2 mol
m>), seguida de adicdo, apés 24 h, de 5 mL de agua, resultando, assim, numa
suspensdo final de PBZ 1 mol m™. Observou-se que a segunda técnica (troca de
suspensao) causou maior germinacao, apos cinco dias de avaliacao (Fig 3). Isso se

deve a uma possivel lavagem de inibidores das sementes ao se realizar a troca de
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suspensdo. A terceira técnica (PBZ 2 mol m™ mais 4gua posteriormente) ndo
produziu resultado diferente dos dados obtidos com a exposicao continuada das
sementes a0 PBZ 1 mol m? (Fig 3), sendo, entdo, selecionada em estudos que

requeressem adi¢cdo posterior de novas suspensdes ou solugoes.
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Figura 3 — Efeito das técnicas de troca e adi¢ao da suspensdo-teste na germinagao de
sementes ndo-dormentes de estilosante, com 532 dias de idade pos-colheita. A -
Suspensdo continuada (10 mL PBZ 1 mol m> mL ou 10 mL de agua pH 7,0); B -
Suspensio inicial de PBZ (1 mol m™) ou 4gua pH 7,0, remogdo apos 24 h, seguida de
adi¢do de nova suspensdo (PBZ 1 mol m™) ou agua pH 7,0 para o controle; C -
Suspensdo de PBZ (5 mL 2 mol m™) ou 4gua pH 7,0 (5 mL), com adi¢io de 4gua,
apds 24 h (5 mL). Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente

entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

4.2 Efeito do tempo de exposicdo das sementes ao PBZ

Considerando-se que o PBZ pode ser toxico as sementes, estimou-se, entdo, o
efeito do tempo de exposi¢ao das sementes ndo-dormentes a suspensdao de PBZ,
utilizando a terceira técnica, isto ¢, exposicao das sementes a suspensdo de PBZ (2
mol m>, 5 mL), seguida de adi¢do, apos 12, 24, 48 ¢ 72 h, de 5 mL de agua, obtendo-
se, assim, uma suspensdo final de PBZ 1 mol m>. Para avaliar-se se o regulador
estaria afetando a germinagdo sem danificar o embrido, apds aqueles periodos de
exposi¢do ao PBZ, aplicou-se TU (200 mol m™, 5 mL), obtendo-se suspensdo final

de PBZ 1 mol m™ ¢ TU 100 mol m™ (Ballard ¢ Buchwald 1971, Delatorre et al
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2000). A germinacao das sementes foi registrada no quinto dia ap6s o inicio do
experimento.

A germinacdo das sementes reduziu-se com o aumento do tempo de
exposi¢do a suspensdo de PBZ (2 mol m™). Ao se aplicar TU, observou-se que o
regulador havia inibido a germinagdo sem afetar a viabilidade das sementes, sob
todos os tempos de exposicao ensaiados, ocorrendo completa reversdo da inibi¢ao

causada pelo PBZ (Fig 4).
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Figura 4 — Efeito do tempo de exposi¢ao das sementes a suspensdo de PBZ, seguido
de adicdo, apds cada periodo, de agua (esquerda) ou TU (direita), sobre a germinagao
de sementes, de 442 dias de idade pds-colheita. Média de 5 repetigdes + erro da
média. Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada tratamento, ndo diferem

estatisticamente entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste Scott-Knott

4.3 Cinética da germinacéo das sementes

Realizaram-se cinco ensaios, cada qual com cinco repeticdes, para
estabelecerem-se os componentes da germinacgdo afetados pelo PBZ (0,5 ¢ 1,0 mol
m™) em sementes nio-dormentes (Fig 5). Os fendmenos de germinacdo de sementes
ou crescimento de plantas tém sido ajustados satisfatoriamente ao modelo de
Gompertz, para avaliacdo dos efeitos bioldgicos decorrentes de tratamentos, por
varios autores (Richards 1957, 1959, Amer e Williams 1957, Lehle ¢ Putnam 1982,
Dantigny et al 2007). Como esperado a germinagdo de sementes ndo-dormentes de

estilosante, ajustou-se com boa precisao a fungao de Gompertz.

16



100 1 Controle | °
80 + — 4
60 f |5
40 + 12
20 t / \  ——— Taxadegerminagdo | 4
\_ —— Germinagéo
N
\\
0 it | i B
100 | L1585 &
PBZ 0,5 mol m ¥
80 4 5
< )
X 3 S
g \
o 607 13 l%
s £
C
= H i IS
£ 40 2 E
[} (@)
© 20} 11 s
@©
x
(0]
0re ‘ ‘ ‘ ‘ T ————4—7 0 F
100 s
PBZ 1,0 mol m
80 r 14
13
12
11
0

0 12 24 36 48 60 72 84 120
Tempo de exposi¢gao ao PBZ (h)
Figura 5 — Germinagdo acumulada (—) e taxa de germinag¢ao (---) de sementes nao-

dormentes de estilosante, com 356 dias de idade pds-colheita, expostas as suspensoes

de PBZ. Média de 5 ensaios (cada qual com 5 repeti¢des) = erro da média
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O inicio visivel do processo germinativo ocorreu nas horas iniciais de
embebi¢do, ndo ocorrendo diferengas significativas entre as sementes dos diversos
tratamentos empregados, i.e., o regulador aparentemente ndo afetou o inicio do
processo de germinagdo. Contudo, nas sementes tratadas com o regulador, a
saturagdo da germinagdo ocorreu em um patamar, em média, 23,5 % mais baixo que
nas sementes-controle, o que mostra seu efeito inibidor. O PBZ, um retardante de
crescimento, tem sido amplamente descrito como inibidor da germinagdo de diversas
espécies (Kepczynski e Kepezynska 1988, Marshal et al 2000, Faria et al 2004, Chen
et al 2007). O efeito inibitério do PBZ pode dever-se a um ou dois fatores. As
sementes requereriam GAs para germinar ou, desde que o etileno ¢ requerido na
germinagdo do estilosante (Ribeiro e Barros 2004), o inibidor estaria afetando, de
uma forma ou de outra, a produgdo de etileno. Essas hipdsteses serdo examinadas no
presente trabalho.

A curva de germinacdo mostra que a taxa média de germinagdo, sob a maior
dosagem do PBZ (1 mol m™), mostrou-se 50 % menor do que das sementes-controle,
0 que produziu um patamar mais baixo de germina¢dao nas sementes tratadas. A taxa

-1
3 com 2,2 sementes h™,

maxima de germinagdo apresentou-se, sob PBZ 1 mol m
menor do que as 4,5 sementes h™' no meio de controle.

Observa-se ainda que, além de uma menor germinagdo, O processo
germinativo afetado pelo PBZ ocorreu em um maior tempo que a germinagdo das
sementes-controle (Tab 1). Assim, apesar de uma inibi¢do de 50 % nas taxas médias
de germinacdo, a diminuicdo em apenas 23 % da germinacdo acumulada ocorreu
devido a uma maior duragdo do processo germinativo.

Todos esses resultados podem ser atribuidos a dois fatores contrastantes.
Primeiro, a baixa solubilidade do PBZ; assim, entre sua aplicagdo e atingimento das
células-alvo, um grande tempo ¢ decorrido. O outro ¢ a inédita producao de etileno,
que ocorre poucas horas apos a embebicdo das sementes ndo-dormentes. Isso explica
por qué, a inibicdo da germinagdo foi de apenas 23,5 % (Fig 5), quando deveria ser
bem maior. E explica também os atrasos nos outros parametros de germinagdo
observados na tabela 1. Assim o tempo para atingir-se a germinagao maxima, foi, em
média, de 37,5 h nos tratamentos com PBZ, bem maior que as 26 h observadas no

controle.
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Tabela 1 — Componentes da cinética da germinac¢do de sementes nao-dormentes de

estilosante, com 356 dias de idade pos-colheita, tratadas com PBZ

Tratamento Inicio da Taxa média Taxa max Tempo taxa Saturagdo Limiar de
germ (h) (sem h'1) (sem h'1) max (h) germ (%)  satur (h)

Controle 22+ 3,16 £ 4,59 11,4 £ 84,6 + 26,9+
0,03a 0,18a 0,33a 0,46¢ 0,79a 1,44c
PBZ 0,5 mol m™ 24+ 1,89 2,69 £ 14,7 + 65,7 = 35,3+
0,03a 0,13b 0,22b 0,31b 2,95b 1,21b
PBZ 1,0 mol m™ 25+ 1,56 2,20 + 16,7 £ 62,7 + 40,4 =
0,03a 0,02¢c 0,03b 0,18a 1,07b 0,55a

4.4 Reversdo do efeito do PBZ na germinacéo

O PBZ, em sua forma isomérica 2R,3R, com estrutura heterociclica
nitrogenada, possui alta atividade regulatéria de crescimento vegetal (Rademacher
2000). Apresenta, como mecanismo primario, a inibi¢do da conversdo do ent-
caureno a dacido ent-caurendico, bloqueando as reacdes mediadas por
monooxigenases do tipo citocromo Pyso, da rota biossintética das GAs (Sugavanam
1984, Koller 1987, Fletcher et al 2000, Rademacher 2000, Chizhova et al 2005). A
fim de se detectar um possivel requerimento dessa classe de hormdnio na germinacao
de sementes de estilosante, tentou-se quebrar sua dorméncia com algumas GAs. As
GAs testadas (GA3, GA47 e GAy) ndo quebraram a dorméncia (Fig 6), mostrando
que essa classe de hormonio vegetal ndo ¢ requerida naquele processo.

A dorméncia fisioldgica de sementes de estilosante pode ser quebrada por
condi¢des que estimulem a produgdo de etileno (Frigeri 1998, Barros e Freitas 2000,
2001, Pinheiro 2004, Pelacani et al 2005 a, b, Mapeli 2005). Tendo em vista os
dados obtidos na Tabela 1, as sementes tratadas com o inibidor, foram fornecidas
substancias giberelinicas e etilénicas. O CEPA, em niveis acima de 0,01 mol m>, foi
eficaz na quebra da dorméncia (Fig 7), confirmando o requerimento do etileno no
processo germinativo. O mesmo foi observado com sementes dormentes de
Amaranthus caudatus, que responderam ao CEPA, com germinagdo superior a 80 %
(Kegpczynski et al 2006). Semelhantemente, o requerimento por etileno na
germinacdo de sementes tem sido observado em vérias outras espécies (Egley e Dale

1970, Kepczynski 1986, Babiker et al 1993, Bialecka ¢ Kepczynski 2003).
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Figura 6 — Efeito de algumas GAs na germinagdo de sementes dormentes de
estilosante, com 8 dias de idade poés-colheita. Média de 5 repeti¢des = erro da média.
As médias, dentro de cada tratamento, ndo diferiram estatisticamente entre si, em

nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott
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Segundo Kepezynski e Kepezyfiska (1997), etileno, nos niveis de 0,1 a 200 uL L™, ¢
usualmente suficiente para estimular a germinacao de muitas espécies.

Tendo em vista a redu¢do da germinagdo de sementes de estilosante pelo PBZ
(Fig 1), tentou-se reverter o efeito do regulador com a adi¢do de GA3, ou compostos
associados a producao de etileno, como o CEPA e o ACC.

Sementes ndo-dormentes foram expostas a suspensdo de PBZ (2 mol m™)
pelos periodos de 12, 24, 48 e 72 h, uma vez que, por esses periodos, o0 PBZ ndo se
mostrou toxico as sementes (Fig 4). Apos cada tempo, adicionou-se solugdo de GA;
(0,2 mol m™), ACC (2 mol m™) ou CEPA (0,2 mol™), obtendo-se suspensio final de
PBZ 1 mol m™ , GA5 0,1 mol m>, ACC 1 mol m™ e CEPA 0,1 mol'3, acompanhando-
se a germinacdo até o quinto dia apos a incubagdo das sementes.

O GA;, independentemente do tempo de exposicdo, ndo reverteu a inibi¢do
causada pelo PBZ (Fig 8), fato ja esperado, uma vez que as GAs nao promoveram a
germina¢do de sementes dormentes de estilosante (Fig 6).

ACC e CEPA reverteram completamente o efeito causado pelo PBZ, com até
24 h de exposicao ao regulador. Com 48 h, o ACC promoveu germinagdo de 76 % e
de 56 %, com 72 h de exposi¢ao (Fig 8). O precursor imediato do etileno mostrou-se
eficaz na reversdo da inibicdo da germinacdo causada pelo PBZ também em

sementes de Amaranthus caudatus (Kepczynski et al 1988).
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Figura 7 — Efeito do CEPA sobre a germinagdo de sementes dormentes de
estilosante, com 8 dias de idade pés-colheita. Média de 5 repeti¢des = erro da média.
Meédias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5

% de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott
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Figura 8 — Teste de reversdo do efeito do PBZ com GAj;, ACC e CEPA, apoés
diferentes periodos de exposi¢do ao retardante de crescimento, em sementes nao-
dormentes de estilosante, com 442 dias de idade pds-colheita. Média de 5 repetigdes
+ erro da média. Médias seguidas de mesma letra, dentro de cada tratamento, nao
diferem estatisticamente entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de

Scott-Knott

A aplicacdo de CEPA, apos 48 h de exposi¢do ao PBZ, proporcionou 73,6 %
de germinacdo e, 62,8 % apo6s 72 h. Entretanto, nesses periodos, o CEPA e o ACC
ndo reverteram completamente a agdo do retardante de crescimento (Fig 8).

Em experimento conduzido sob intervalos mais estreitos de concentracio,
observou-se que o CEPA reverteu completamente o efeito inibitério do PBZ 1 mol
m>, as concentracdes de 0,01 e 0,1 mol m™ (Fig 9). A diminuicdo da germinagdo
pelo PBZ em sementes de Striga hermonthica deveu-se a redugdo da produgdo de
etileno, uma vez que este efeito foi revertido por CEPA (Zehhar et al 2002), por
inibicao da sintase do ACC ou ainda da conversao do ACC, etapa final da biossintese

do etileno.
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Figura 9 — Reversdo do efeito do PBZ pela adigdo, apés 24 h de exposigdo, de
CEPA ao meio de embebicdo em sementes nao-dormentes de estilosante, com 422
dias de idade pos-colheita. C - controle (dgua pH 7,0); O - suspensdo pura de PBZ.
Média de 5 repeti¢des + erro da média. Médias seguidas de mesma letra nao diferem

estatisticamente entre si, em nivel de 5 % de probabilidade, pelo teste de Scott-Knott

O fato de que CEPA e ACC reverterem a inibigdo da germina¢do causada
pelo PBZ leva a sugestdo de que o regulador estaria atuando na rota biossintética do
etileno. A diminui¢ao do nivel do precursor imediato do etileno, o ACC, poderia
levar a redu¢do na produgdo daquele hormonio, diminuindo, assim, a germinagao.
Isso foi observado por Abbas et al (1989), ao verificarem que a diminuicdo da
germinacdo de Cucumis sativus por outro triazol, o triadimefon, deveu-se a inibigao

de atividade da sintase do ACC.

4.5 Cinetica da germinacao sob os revertores do efeito do PBZ

Para uma andlise mais definitiva dos dados observados na tabela 1 e
confirmacdo dos dados da sec¢do anterior, estimaram-se alguns parametros da
germinagio das sementes expostas 4 suspensio de PBZ (0,5 ¢ 1,0 mol m™) e as
suspensdes conjuntas de PBZ mais CEPA (0,1 mol m™), além de PBZ mais GA; (0,1
mol m™), ou PBZ mais TU (100 mol m™) (Tab 2, Figs 10 e 11).

As sementes expostas a0 PBZ (0,5 e 1,0 mol m™) apresentaram taxas de

germinacdo inferiores as apresentadas pelas sementes-controle. O tempo para atingir-
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se a germinacdo maxima foi, em média, 30 % maior nas sementes tratadas com o
PBZ, em comparagdo com as sementes-controle (Tab 2, Figs 10 e 11).

As sementes tratadas simultaneamente com PBZ e GA; apresentaram
comportamento semelhante as sementes tratadas apenas com o PBZ (Figs 10 e 11),
uma vez que o GA3 parece nao afetar a germinacao dessas sementes (Fig 6).

As sementes tratadas conjuntamente com PBZ mais CEPA apresentaram
taxas de germinag¢do superiores as apresentadas pelas sementes-controle, com
aceleracdo da germinagao.

As sementes tratadas com PBZ sofreram inibi¢do média de 23,5 % na
germinagdo, em comparacao com as sementes-controle (Figs 10 e 11). A diminuigao
da germinacdo das sementes pelo PBZ ndo afetou a sua viabilidade, como foi
observado nas sementes tratadas com PBZ + TU, em que a TU promoveu

germinac¢do semelhante a do controle (Figs 10 e 11).

Tabela 2 — Alguns parametros de cinética de germinagdo de sementes ndo-dormentes
de estilosante, com 296 dias de idade pods-colheita, tratadas com PBZ, ou suas

combinacdes com GAj3;, CEPA e TU

Inicio da Taxa média Taxa max Tempo taxa Saturagdo da Limiar de

Tratamento germ (h)  (semh™) (semh”) max(h) germ (%) satur (h)
Controle 1,9 2,0 11,3 7,0 82,4 13,0
PBZ 0,5 mol m™ 2,1 1,2 4,3 9,7 64,4 21,8
PBZ 0,5 + GA; 2,3 1,3 7,6 9,4 70,4 16,9
PBZ 0,5 + CEPA 1,7 2,5 16,8 5,8 84,8 9,9
PBZ 0,5+ TU 1,6 2,8 19,1 5,3 91,2 9,2
PBZ 1,0 mol m™ 2,3 1,1 5,0 10,1 61,6 20,1
PBZ 1,0 + GA; 2,2 1,0 3,7 9,8 56,8 22,0
PBZ 1,0 + CEPA 1,7 2,5 14,3 58 91,6 10,9
PBZ1,0+ TU 1,6 2,8 19,5 4,9 92,0 8,7
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4.6 Efeito do PBZ na emanacao do etileno

Considerando-se que o PBZ inibe a germinagdo de sementes de estilosante
(Fig 1), possivelmente via producdo de etileno (Fig 9), sementes ndo-dormentes
foram embebidas em suspensio de PBZ 1 mol m> e mantidas em frascos
Erlenmeyers selados, por diferentes periodos. A producdo de etileno, em sementes
tratadas, ocorreu posteriormente a producdo do gas pelas sementes-controle,
observando-se 0 mesmo com a germinagdo das sementes (Fig 12). Analisando-se
alguns parametros de cinética da producdo de etileno (Tab 3), ajustados a funcao de
Gompertz, observou-se que as sementes-controle apresentaram taxa maxima de
producio de etileno (6,9 pmol sem™ h™) cinco vezes superior a apresentada pelas
sementes tratadas com PBZ (1,4 pmol sem™ h™). Entretanto, a produgio acumulada
do gas ao final de 72 h, ndo diferiu entre os tratamentos (Fig 12). O atraso na
germinagdo e producdo de etileno causado pelo PBZ indica o envolvimento do
regulador na rota biossintética do etileno. O inibidor pode estar reduzindo a produgao
desse hormonio pela atuagdo na atividade da sintase do ACC ou pela conjugagdo do
ACC, reduzindo a disponibilidade do precursor imediato desse hormonio, ou ainda,
diminuindo a conversdo de ACC em etileno, por meio da reducdo da atividade da
oxidase do ACC. Contudo, apesar do atraso observado na emanacao do etileno pelas
sementes expostas ao PBZ, a emanag¢do ndo mais diferiu das sementes-controle ao
final do periodo experimental. Provavelmente isso ocorreu devido a insolubilidade
do PBZ, levando a um atraso no atingimento das células-alvo, o que proporcionaria,
devido esse atraso, a biossintese do etileno. Devido a sensibilidade das sementes e,
ainda, pelo ambiente fechado dos frascos proporcionar acimulo do hormoénio em sua
atmosfera, induziria a sintese do etileno afetando a atuacdo do composto. Por isso, o

efeito desse regulador na sintese de etileno foi avaliado em sementes dormentes.
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Figura 10 — Germinagdo acumulada e taxa de germinacdo de sementes ndo-

dormentes de estilosante, com 296 dias de idade pds-colheita, expostas as suspensoes
de PBZ (0,5 mol m®) combinadas com GA; (0,1 mol m™), CEPA (0,1 mol m™) ou
TU (100 mol m™). Média de 5 repeticdes + erro da média
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Figura 11 — Germina¢do acumulada e taxa de germinac¢do de sementes ndo-

dormentes de estilosante, com 296 dias de idade pds-colheita, expostas as suspensoes

de PBZ (1 mol m®) combinadas com GA3 (0,1 mol m™), CEPA (0,1 mol m™) ou TU

(100 mol m™). Média de 5 repetigdes + erro da média
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Tabela 3 — Alguns parametros de cinética da produgdo de etileno em sementes nao-

dormentes de estilosante, com 396 dias de idade pds-colheita, tratadas com PBZ

Taxa média Taxa maxima Tempotaxa Prod acum etileno Limiar de

Tratamento (pmol sem” h'1) (pmol sem” h'1) max (h) (pmol sem'1) saturacgéao (h)
Controle 1,51 6,92 25,3 126,8 + 40,5
14,7a
119,2 +
PBZ 0,96 1,40 39,8 1872 -
- ndo atingido
100 ¢ 1F 7150
Controle
< % 1120 <
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S 60! 9
'S, 19 5
e IS
£ a
£ 407 160 3
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Figura 12 — Germinagdo ¢ produgdo de etileno em sementes ndo-dormentes de

estilosante, com idade pos-colheita de 396 dias, tratadas com PBZ (1 mol m™).

Média de 5 repeti¢des + erro da média

Devido as situagdes descritas com as sementes ndo-dormentes, sementes
dormentes foram embebidas em suspensdo de PBZ 1 mol m™ e o etileno emanado foi
medido por diferentes periodos. O PBZ causou redu¢do de 16 % na germinacao das
sementes, com 72 h de incubacdo, em comparacdo com as sementes-controle (Fig
13). O regulador inibiu significativamente, em aproximadamente 48 %, a produgado
de etileno, ap6s 36 h de incubac¢do. A maior inibi¢do (63 %) ocorreu com 42 h de
exposicao ao regulador, em comparacdo com a producdo do hormonio gasoso pelas
sementes-controle. Abbas et al (1998) observaram uma redugdo de 63 % nos niveis
de etileno, em sementes de Cucumis sativus, apos 48 h de incubagdo com
triadimefon, outro triazol.

As sementes submetidas ao tratamento com o PBZ apresentaram taxa maxima

de 0,43 pmol sem™ h™', a metade da taxa maxima de produgio de etileno observada
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nas sementes-controle. O tempo para atingir-se a taxa maxima de produgdo de etileno
foi de 39 e 55 h, nas sementes controle e tratadas com PBZ, respectivamente (Tab 4).
Gallardo et al (1991) correlacionaram o aumento da produgdo de etileno com a
emergéncia radicular de Cicer arietinum, em sementes embebidas com agua. A
diminui¢do da producdo de etileno em sementes de Cucumis sativus tratadas com
triadimefon foi acompanhada de diminui¢ao no acimulo de ACC nas radiculas das
plantulas (Abbas et al 1989), sugerindo que a inbigdo da producdo de etileno se
deveu a atuacdo do regulador na atividade da sintase do ACC. O PBZ pode estar
ainda, atuando na etapa final da rota biossintética do etileno, reduzindo, assim, a

atividade da oxidase do ACC.
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Figura 13 - Germinagdo ¢ produgdo de etileno em sementes dormentes de
estilosante, com idade pos-colheita de 131 dias, tratadas com PBZ 1 mol m>. Média
de 5 repetigdes + erro da média. O asterisco denota diferenca significativa na

producdo de etileno, entre sementes-controle e tratadas com PBZ, em nivel de 5 % de

probabilidade, pelo teste t

Tabela 4 — Alguns parametros de cinética da produgdo de etileno em sementes

dormentes de estilosante, com 131 dias de idade pds-colheita, tratadas com PBZ

Etileno (pmol sem'1)

. s . Prod acum
Inicio prod Taxa média Taxa maxima Tempo taxa .
Tratamento  ion0 (h)  (omol sem™ h') (pmol sem™ h)  max (h) etileno
P P (pmol sem™)
Controle 1 0,50 0,90 38,9 27,4+
2,1a
18,0 +
PBZ 1 0,25 0,43 55,7 33b
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4.7 Efeito do PBZ nos niveis de ACC

Considerando-se que o PBZ estaria diminuindo a germinacao de sementes
pela redu¢do da producdo de etileno (Fig 13), avaliou-se o efeito do regulador nos
niveis de ACC, como forma indireta de se determinar sua atuagao sobre a sintase do
ACC.

Os niveis de ACC e a germinagao de sementes ndo-dormentes tratadas com
PBZ 1 mol m™ sdo mostrados na Fig 14. As sementes tratadas apresentaram niveis
significativamente menores de ACC livre, por semente, ja com 12 h de incubagdo no
PBZ. O maior nivel de inibi¢do (46 %) ocorreu com 18 h de incubagdo, em relagdo
as sementes-controle. A diferenca foi menor com base na massa fresca (MF) como
resultado de um aumento da MF nas sementes controle.

Os niveis de ACC conjugado mostraram-se maiores em sementes tratadas
com PBZ com 18 (27 %) e 24 (34 %) h de incubacdo, comparados com as sementes-
controle (Fig 14). A redugdo nos niveis de ACC livre pelo PBZ pode ter sido devida
a conjugacdo do ACC, possivelmente a 4cido 1-carboxilico-N-malonil-1-
aminociclopropano (MACC), como foi sugerido por Abbas et al (1989), ao
observarem redugdo na producdo de etileno e nos niveis de ACC total em raizes
primarias de Cucumis sativus, tratadas com triadimefon, um outro triazol.

Com 18 h de incubacdo, as sementes tratadas com PBZ apresentaram, em
média, na forma conjugada, 87% do ACC acumulado, e 82% apds 24 h de
incubacdo. As sementes-controle apresentaram menor conjugacao do ACC, com 72
%, no periodo de 18 h, e 69%, com 24 h de incubacdo (Fig 14). O incremento nos
niveis de ACC conjugado, em sementes tratadas, representa uma menor
disponibilidade de ACC livre, reduzindo assim, sua conversio a etileno. A
diminui¢do na produgdo de etileno ocasionaria menor germinacao das sementes, uma
vez que o ACC conjugado para a forma livre parece irreversivel, sendo, também,
aparentemente, biologicamente inativo (Hoffman e Yang 1982, Yang e Hoffman
1984, Mansour et al 1986). A conjugacdo funcionaria como mecanismo para
controlar possivel excesso de ACC livre, o que regularia a biossintese de etileno
(Martin-Remesal et al 2000).

Os niveis de ACC total diferiram estatisticamente entre as sementes nao-

dormentes expostas a suspensdo de PBZ e a solu¢do-controle, quando expressos em
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numero de sementes, com 36 h de incubagdo (Fig 14). Esses dados podem ser
atribuidos ao efeito do PBZ na conjugagdo do composto pelo incremento no ACC
conjugado, disponibilizando um menor nivel de ACC ativo para conversao a etileno.
Plantulas de Cucumis sativus, tratadas com triadimefon, também apresentaram
redu¢do na produgdo de etileno e nos niveis de ACC em raizes primarias (Abbas et al
1989). Os autores sugerem que a reducdo nos niveis de ACC livre foi devida aos
triazdis inibirem a atividade da sintase do ACC, ou ainda, pela conjugagdo do
composto. Segundo Wang e Steffens (1985), o PBZ previniu o acimulo de ACC e
MACC em sementes de Malus domestica submetidas a estresse hidrico, diminuindo
a produgao de etileno. Para os autores, a sintese de ACC seria a etapa chave na qual o
PBZ exerceria seu efeito.

Em um segundo experimento, buscando-se avaliar uma possivel acdo do PBZ
na inducdo da sintase do ACC, utilizou-se a selenouréia (SeU) como um possivel
composto indutor daquela enzima (Pinheiro 2004). Sementes dormentes de
estilosante foram tratadas com solugdo-controle ou PBZ 2 mol m’ e, apos 24 h,
adicionou-se SeU 2 mol m’, obtendo-se uma suspensio final de PBZ e SeU de 1 mol
m>. Apds 24 h de incubagdo, observou-se que a SeU ocasionou um pequeno
incremento nos niveis de ACC total. Entretanto, esse estimulo foi suficiente para
aumentar trés vezes o nivel de ACC livre, inibido pelo PBZ (Fig 15), em comparagdo
com as sementes nao-tratadas.

Os niveis de ACC conjugado ndo diferiram com os tratamentos aplicados, ao
passo que, os niveis de ACC total apresentaram-se maiores (26,8 %) nas sementes
tratadas com SeU, devido ao incremento nos niveis de ACC livre. Sementes tratadas
com suspensdo de PBZ mais SeU ndo apresentaram aumento nos niveis de ACC
livre, indicando atuagdo do regulador na conjugacao do ACC (Fig 15).

A conjugacao do ACC reduz a disponibilidade de ACC biologicamente ativo
que, por ser precursor imediato do etileno, diminui a producdo desse hormonio,
correlacionando-se com a menor germinacao das sementes de estilosante (Fig 15). A
diminui¢do na produgdo de etileno, relacionada com a diminui¢do no contetido de
ACC, foi também observada por Hofstra et al (1989), em plantas de feijao tratadas

com uniconazol, um retardante da classe dos triazois.
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niveis de ACC
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4.8 Efeito do PBZ na atividade in vivo e in vitro da oxidase do ACC

Para verificar se a diminui¢ao da producao do etileno em sementes tratadas
com PBZ se da em nivel da oxidase do ACC, avaliou-se o efeito do PBZ na atividade
in vivo dessa enzima. Sementes ndo-dormentes foram embebidas em suspensdo de
PBZ 1 mol m™, por 24 h. Apds esse periodo, removeu-se a suspensdo inicial e
adicionou-se suspensdo de PBZ pura 1 mol m™ ou suspensdo conjunta de PBZ mais
ACC (ambos a 1 mol m™), substrato da oxidase do ACC ( Yang e Hoffman 1984).

Com 24 h de incubagdo, a atividade enzimdtica apresentou-se menor em
sementes tratadas com o PBZ. Apos 24 h, observou-se que a atividade da oxidase do
ACC in vivo tendeu a se igualar entre os tratamentos (Fig 16), provavelmente devido
uma baixa atua¢do do inibidor visto a parcial insolubilidade do composto, reduzindo
assim, a possibilidade de atingimento do tecido-alvo, com a recuperacao de produgao
do etileno.

Devido ao acumulo de etileno emanado pelas sementes em sistema fechado, a
atividade in vivo da oxidase do ACC em sementes dormentes foi avaliada em
sementes ndo-dormentes, que produzem menos etileno e sdo menos sensiveis ao
regulador. Sementes tratadas com PBZ apresentaram redugdo na atividade in vivo da
oxidase do ACC. A suspensdo conjunta de PBZ mais ACC inibiu de forma
expressiva (78 %) a atividade da enzima, com 12 h de incubagdo, em comparagado
com o controle (- PBZ). A reducdo da atividade enzimatica sob suspensdo de PBZ
mais ACC (ambos 1 mol m~) manteve-se em 67 % com 24 h, e 49 % de inibigdo
com 48 h de incubacao (Fig 17).

O PBZ reduziu a atividade in vivo da oxidase do ACC em sementes
dormentes de estilosante (Fig 17) que, juntamente com a diminui¢do na germinacao,
nos niveis de etileno (Fig 13) e de ACC livre (Fig 15), indica a atua¢do do PBZ na
rota biossintética do etileno. Min e Bartholomew (1996) verificaram redugdo na
producdo de etileno em tecidos foliares basais de Ananas comosus tratados com PBZ,
sem afetar o conteudo de ACC. O regulador, segundo os autores, estaria atuando
possivelmente sobre a atividade da oxidase do ACC. Tari e Mihalik (1998)
observaram que hipocétilos de Phaseolus vulgaris sofreram redugdo no crescimento
e diminui¢do na producdo de etileno, quando tratados com PBZ. Os autores

verificaram acumulo de ACC nos hipocoétilos tratados com o regulador,
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possivelmente devido a atuagdo do PBZ na conversao de ACC em etileno (Tari e
Nagy 1994), por meio da reducdo na atividade da oxidase do ACC.

A atividade in vitro da oxidase do ACC foi estimada em sementes ndo-
dormentes de estilosante submetidas ao PBZ (1 mol m™) por 12, 24, 36 e 48 h. O
PBZ inibiu significativamente a atividade in vitro da oxidase do ACC com 36 h de
incubagdo, quando expressa com base no nimero de sementes e em proteina. Ao
final de 48 h de embebicdo em PBZ, a atividade da oxidase do ACC mostrou-se
inibida (43 %) em relagdo ao controle (Fig 18). A reducdo na atividade da oxidase do
ACC apresentou-se atrasada em relagdo ao processo de germinagdo e de producao de
etileno em sementes tratadas com o regulador.

A redug@o na producdo de etileno em sementes de Triticum aestivum e
suspensdo celular de Helianthus annuus tratadas com compostos triazélicos ndo foi
acompanhada pela diminui¢@o nos niveis de ACC (Sauerbrey et al 1988, Kraus et al
1991) e nem pela conjugagdo do ACC, em sementes de Glycine max (Sauerbrey et al
1988). Isso sugere que os triazois estariam bloqueando a sintese de etileno, por meio
da inibi¢do da conversdo de ACC para o regulador gasoso, pela oxidase do ACC
(Sauerbrey et al 1988, Grossmann et al 1989, Kende 1993).

Calvo et al (2004) isolaram um clone (cDNA) da oxidase do ACC, o
FSACOL. Observaram que a expressdo do FSACO1 correlacionou-se com a atividade
in vitro da oxidase do ACC, o contetido de ACC ¢ a produgao de etileno, mostrando-
se associados com a germina¢do de sementes de Fagus sylvatica. O efeito
estimulatorio do CEPA foi revertido pela aplicagdo de PBZ, causando diminui¢do na
produgao de etileno, no conteudo de ACC livre e na atividade in vitro da oxidase do
ACC naquelas sementes (Calvo et al 2004). Observou-se, no presente trabalho, com
sementes de estilosante, uma diminui¢do na atividade da oxidase do ACC em
sementes tratadas com PBZ que se correlacionou com a producao de etileno, a partir
de 36 h de incubagdo (Fig 13). Entretanto, essa reducdo na atividade enziméatica
ocorreu apds a reducdo nos niveis de ACC livre (Fig 14) e a diminui¢do da
germinagdo afetada pelo regulador (Tab 1).

Para avaliar-se o efeito do PBZ na atividade in vitro da oxidase do ACC, em
sementes dormentes estimuladas, as sementes foram previamente tratadas com ACC
a fim de ativar a oxidase do ACC, uma vez que, quando dormentes, apresentam baixa

atividade enzimatica devido a um baixo contetido de ACC (Pinheiro 2004).
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Sementes dormentes apresentaram um pico de atividade da oxidase do ACC
apo6s 36 h de incubacao (Fig 19), 1 e, apOs as sementes nao-dormentes (Fig 18), que

apresentaram maior atividade com 24 h de incubagdo em suspensao de PBZ.
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Figura 16 — Atividade in vivo da oxidase do ACC e germinagdo de sementes nao-
dormentes de estilosante, com idade pods-colheita de 378 dias, tratadas com
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probabilidade, pelo teste t. Notar a diferenca de escala nos niveis de etileno
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No periodo de maior atividade enzimadtica, 36 h, o PBZ causou, em média,
redu¢do em 71 % na atividade da oxidase do ACC. Com 72 h de incubagdo, a
atividade da oxidase do ACC diminuiu 42 %, quando expressa em numero de
sementes e teor de proteina (Fig 19). Esses dados assemelham-se aos dos
experimentos de Min e Bartholomew (1996), com tecidos foliares de Ananas
comosus, ao observarem inibicao da atividade da oxidase do ACC por retardantes de
crescimento da classe dos triazois. Observou-se nas sementes dormentes de
estilosante tratadas com PBZ, que a emanag¢do de etileno se apresentou
significativamente reduzida com 42 h de incubacdo (Fig 13). A diminui¢do na
producdo de etileno em sementes dormentes correlacionou-se com o periodo de
maior inibi¢do da atividade in vitro da oxidase do ACC pelo regulador (Fig 19). Em
sementes ndo-dormentes observou-se um atraso na germinagao e uma diminui¢do da
atividade in vitro da oxidase do ACC, quando tratadas com PBZ. A redugido na
atividade da oxidase do ACC pode ser devida ao regulador atuar na conjugacao do
ACC, reduzindo a disponibilidade do precursor imediato do etileno, diminuindo,

assim, a produ¢do desse hormonio gasoso requerido para a germinagdo das sementes.
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% de probabilidade, pelo teste t. Notar a escala logaritmica na produgao de etileno, a

direita.
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5 CONCLUSOES

O paclobutrazol (PBZ) promoveu uma diminuicdo na germinagdo de
sementes nao-dormentes de Stylosanthes humilis. As giberelinas ndo quebraram a
dorméncia das sementes e a GA; tampouco reverteu o efeito do PBZ em sementes
nao-dormentes, demonstrando nao serem requeridas no processo germinativo de
estilosante. O 4cido 1-carboxilico-1-amoniciclopropano (ACC), precursor imediato
do etileno e o acido 2-cloroetilfosfonico, substancia liberadora de ctileno, reverteram
os efeitos do PBZ na germinagdo de sementes ndo-dormentes, demonstrando uma
possivel atuagdo do regulador na biossintese do etileno.

A produgdo de etileno mostrou-se diminuida em sementes dormentes e sofreu
atraso em sementes nao-dormentes, tratadas com PBZ. Sementes nao-dormentes
apresentaram redugdo nos niveis de ACC livre, quando submetidas ao PBZ,
correlacionando-se com o atraso na germinagao € na emanacao do etileno.

Os niveis de ACC livre mostraram-se reduzidos em sementes tratadas com
PBZ, devido a uma possivel conjugacdo do ACC. A conjugacdo do ACC pareceu
correlacionar-se, dessa forma, com a diminui¢do na germinagdo € com 0s niveis
menores de etileno emanado pelas sementes de estilosante.

A atividade in vivo da oxidase do ACC foi reduzida pelo tratamento com PBZ
em sementes dormentes. O PBZ também diminuiu a atividade in vitro da oxidase do
ACC, quando expressa por numero de sementes e proteina, a partir de 36 h de
incubagdo. A sementes tratadas com o PBZ apresentaram menor porcentagem de
germinagdo, possivelmente devido a redugdo da atividade in vivo da oxidase do
ACC, diminuindo, assim, a producdo de etileno requerido para a germinacao das

sementes.
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7 ANEXOS

Tabela 1. Modelo descritivo da germinagao de sementes ndo-dormentes (356 dias de

idade pods-colheita) de estilosante tratadas com PBZ, em func¢do do tempo

Coeficientes da funcéo: Y = ae-be-kt  ttaxa max (h) Taxa max

Tratamento Y’=0,t=Inb/k (sem h-1)
a b K r?

Controle 83,955 5,203 0,145 0,981 11,371 4,480

PBZ 0,5 mol m* 66,190 4,971 0,108 0,949 14,798 2,639

PBZ 1,0 mol m* 62,905 4,856 0,095 0,967 16,677 2,193

ki B
Taxa de germinagdo: Y’ = (abk)/e L ebe

Limiar de saturacdo: t = (Inb - In[(In(a/y)]) / k

Tabela 2. Modelo descritivo da germinagdo de sementes ndo-dormentes (296 dias de
idade pos-colheita) de estilosante tratadas com paclobutrazol, e suas combinacdes

com GA, CEPA e TU em funcao do tempo

kt

Coeficientes da funco: Y = ae-be ttaxamax (N) ~ Taxa max

Tratamento Y’=0,t=Inb/k (semh™)
a b K r?

Controle 81,921 13,706 0,374 0,984 6,995 11,279
PBZ 0,5 mol m™ 62,932 5972 0,185 0,931 9,662 4,282
PBZ 0,5 + GA; 68,659 17,095 0,302 0,920 9,414 7,617
PBZ 0,5+ CEPA 83,849 23,223 0,544 0,986 5,784 16,773
PBZ 0,5+ TU 89,822 20,799 0,578 0,992 5,254 19,087
PBZ 1,0 mol m™ 60,063 9,916 0,226 0,884 10,137 5,001
PBZ 1,0 + GA; 54,800 6,173 0,185 0,951 9,841 3,7286
PBZ 1,0+ CEPA 89475 12,285 0,435 0,984 5,768 14,313
PBZ 1,0+ TU 89,834 17,722 0,589 0,981 4,877 19,480

Taxa de germinagdo: Y’ = (abk)/ekt . ebe_kt

Limiar de saturacao: t = (Inb - In[(In(a/y)]) / k
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