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RESUMO

BEZERRA, Marlos Alves. Efeitos do déficit hidrico em virios estddios morfofisiologicos da
germinaciio e desenvolvimento inicial de plintulas de feijio-de-corda ( Vigna
unguiculata (L.) Walp ) com diferentes graus de resisténcia i seca.* Lavras: UFLA, 1996.
56p. (Dissertagédo - Mestrado em Fisiologia Vegetal).

Objetivou-se caracterizar morfofisiologicamente o processo de germinagio e
estabelecimento das pléntulas de feijao-de-corda, estudar o comportamento da espécie frente ao
déficit hidrico, avaliando-se as mudangas fisicas e bioquimicas que ocorrem nas sementes e
plantulas. Para isso, sementes de feijio-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp) foram postas para
germinar ¢ em decorréncia das mudangas morfoldgicas que ocorreram durante o processo de
germinagdo e estabelecimento das pléntulas, elegeu-se quatro estadios de desenvolvimento para a
realizagdo das andlises bioquimicas, assim denominados: Estidio 0 (zero) - sementes quiescentes;
Estadio I - sementes intumescidas; Estadio II - sementes com radiculas emergidas até 2 cm;
Estadio III - plintulas emergindo do solo. Ao longo dos estiadios de desenvolvimento, sob
condi¢Ges normais, o teor de proteinas decresceu tanto na cultivar “vita 3" quanto na cultivar "vita
5", diferentemente dos teores de aminoicidos nos eixos embrionirios das duas cultivares, que

mostrou inicialmente um aumento, seguido de um decréscimo. Quanto aos teores de agucares, 0

* Orientador: José Donizeti Alves. Membros da Banca: Luiz Edson Mota de Oliveira, Amauri
Alves de Alvarenga e José Tarquinio Prisco.



amido decresceu nos cotilédones a partir do estadio I, acompanhado de um aumento nos agicares
soliveis totais nos eixos embrionarios do estidio III. Os aglicares redutores aumentaram
progressivamente nos eixos embrionarios, ao longo dos quatro estadios de desenvolvimento. O
déficit hidrico provocou uma redugdo no teor de proteinas, principalmente nos eixos embrionarios,
das duas cultivares. Quanto ao teor de aminoacidos, a maior redugido em fungio do déficit hidrico
se deu no estadio 0 das duas cultivares. Com relagdo ao teor de amido, o déficit hidrico, de um
modo geral, acelerou sua degrada¢do nos cotilédones, acarretando em um aumento no teor de
agcares soluveis totais nos eixos embrionarios. A cultivar “vita 5”, quando mantida sob déficit
hidrico, apresentou inicialmente um metabolismo mais acelerado, bem como um maior aumento do
teor de proteinas LEA, quando comparada a cultivar “vita 3”. Ndo se observou aumento das
perdas eletroliticas em fungdo do déficit hidrico nas duas cultivares e o crescimento da parte aérea

das plantulas foi mais afetado pela falta d’agua que o crescimento das raizes.



ABSTRACT

EFFECTS OF WATER DEFICIT ON SEVERAL MORPHOPHYSIOLOGICAL STAGES
OF GERMINATION AND EARLY DEVELOPMENT OF COWPEA (Vigna unguiculata
(L.) Walp) SEEDLINGS WITH DIFFERENT DEGREES OF DROUGHT RESISTENCE.

Morphophysiologically characterizing the process of germination and establishment of
cowpea seedling was armed at, in addition to investigating the behavior of the species in face to
water deficit, by evaluating the physical and biochemical changes which take place in seeds and
seedlings. So, cowpea (Vigna unguiculata (L.) Walp) were place to germinate and due to the
morphological changes which occurr during the process of germination and establishment of the
seedlings, were selected four developmental stages for the biochemical analyses so named: stage 0
(zero) - quiescent seeds; stage 1 - moistened seeds; stage 2 - seeds with radicles emerged up to 2
cm, stage 3 - seedlings emerged from the soil. Along the developmental stages, under normal
conditions, protein content decreased both in the cultivar "vita 3" and cultivar "vita 5", differently
from the contents of aminoacids in the embryonic axes of the two cultivars,which showed at first
an increase followed by a decrease. Concerning sugar contents, starch decreased in cotyledons
from the stage I, accompanied by a rise in total soluble sugars in the cotyledons of stage III.
Reducing sugars gradually increased in embryonic axes, along the four developmental stages.

Water deficit caused a fall in protein content, chiefly in the embryonic axes of the two cultivars.



xiv

Concerning starch content, water deficit, in a general manner, speeded it breakdown in cotyledons,
bringing about an increased total soluble sugar content in embryonic axes. The cultivar "vita 5",
when held under water deficit, showed at first a more accelerated metabolism, as well as greater
increase of first content of LEA proteins, as compared with cultivar " vita 3". Increase of
electrolitical loses in function of the water deficit not occorred in the two cultivars and the growth

of the shoot of the seedlings was affected the most by water lack than the growth of roots.



1 INTRODUCAO

O feijdo-de-corda ( Vigna unguiculata (L.) Walp ), uma das culturas mais importantes
para o tropico semi-arido e umido, € a principal fonte de proteinas vegetal na regido Nordeste do
Brasil, constituindo-se na mais notavel cultura de subsisténcia do sertio semi-arido nordestino e
em outras areas isoladas da Amazdnia ( Araujo e Watt, 1988 ). Esta cultura representa ainda cerca
de 20 % do total da producdo brasileira de feijio. Apesar de sua comprovada importancia, de
apresentar qualidades nutricionais superiores as dos feijoes comuns e de seu custo de produgio
relativamente baixo, os niveis de produtividade da cultura no Nordeste brasileiro, que responde
por cerca de 95 % da produgdo brasileira de feijio-de-corda ( Araujo e Watt, 1988 ), sio bem
inferiores aos do feijdo. Esta baixa produtividade, na maioria das vezes, se deve as condigdes
adversas do meio ambiente, caracterizado por apresentar clima quente semi-arido, com baixa
precipita¢do anual.

Devido a grande importancia dessa cultura, faz-se necessario um esfor¢o adicional em
pesquisas que visem elevar sua produtividade. Nesse sentido, torna-se indispensével o
conhecimento das estratégias apresentadas pelas plantas em resposta aos estresses ambientais,
destacando-se mudangas bioquimicas e fisiolégicas das sementes e plantulas sob estresse hidrico.

Objetivou-se nesse sentido, caracterizar morfofisiologicamente o processo de

germinagdo e estabelecimento das plantulas de feijdo-de-corda, estudar o comportamento da



espécie frente ao déficit hidrico, com base nas alteragdes fisicas e bioquimicas que ocorrem nas

sementes e plantulas.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Material vegetal

O feijdo-de-corda ( Vigna unguiculata (L.) Walp ), leguminosa comestivel com alto
teor protéico é uma espécie extremamente ristica e tolerante a altas temperaturas e & seca
( Araujo e Watt, 1988 ), sendo cultivado predominantemente nas regiSes de clima quente ( Umidas
ou semi-aridas ), com sua origem provavelmente associada ao continente africano ( Ng e
Maréchal, 1985 ).

Apesar de ser cultivada basicamente para produgio de grdos visando a alimentagio
humana, pela sua rusticidade e capacidade de se desenvolver em solos de baixa fertilidade é uma
espécie que pode ser utilizada também como adubo verde na recuperagdo de solos naturalmente
pobres em fertilidade, ou esgotados pelo uso intensivo ( Araujo e Watt, 1988 ).

No Brasil, representa 20% do volume total da produgdo de feijao, sendo responsavel
por cerca de 26% da érea total plantada com feijio. Em alguns estados como Maranhio, Ceara e
Amazonas chega a representar de 95 a 100% do total das areas plantadas com feijdo ( Teixeira,
May e Santana, 1988 ).

Dentre as cultivares utilizadas, a “vita 3” e a “vita 5, langadas pelo IITA em Ibadan na

Nigéria sdo reconhecidas internacionalmente e apresentam diferentes niveis de tolerancia i



salinidade e déficit hidrico ( Singh e Rachie, 1985 ). A cultivar “vita 3” é reconhecidamente
tolerante & salinidade, enquanto a cultivar “vita 5” mostra-se sensivel. Em estudos realizados no
CNPAF/EMBRAPA, a cultivar “vita 3” também foi considerada como bastante promissora para o

cultivo sob condi¢Ses de baixa disponibilidade de 4gua ( Guimaries, Watt e Aratjo, 1982 ).

2.2 Germinacio e mobilizacio das reservas

O processo germinativo tem inicio com a absorgdo de agua pela semente e vai até o
inicio da elongagdo do eixo embrionario. A germinagiio stricto sensu ndo inclui a mobilizagdo de
reservas para o crescimento do seedling ( Bradford, 1995 e Bewley e Black, 1994 ).

Apos a embebigdo de agua pelas sementes, passo inicial e essencial para a germinagao,
estas passam para um estadio dinimico onde o metabolismo ¢ rapidamente retomado acarretando
mudangas morfoldgicas e fisiologicas ( Ashton, 1976 ). Esse rapido metabolismo que inicia apds a
elongagdo do eixo embrionario ( Xu e Bewley, 1995 ), resulta da utilizagdo das reservas, formadas
predominantemente por carboidratos, proteinas e lipideos ( Bewley e Black, 1994; Karunagaran e
Rao, 1991; Ashton, 1976 e Harris, Chrispeels e Boulter, 1975 ) que se encontram armazenadas
nos cotilédones de plantas dicotileddneas ou no endosperma das monocotileddneas. Os produtos
da hidrolise serdo entdo utilizados pelo eixo embrionario para a sintese de protoplasma, de
componentes estruturais e para promover o seu subsequente crescimento ( Callis, 1995,
Karunagaran e Rao, 1991 e Ashton, 1976).

Em plantas de soja, que igualmente ao feijao-de-corda, apresenta germinagdo epigea, os
cotilédones podem desempenhar fungdo fotossintética, antes da abertura das folhas primarias

( Harris, Smith e Mackender, 1986 e Smith, 1983 ), bem como atuar como sitio de incorporagdo



de nitrogénio ( Bergareche et al, 1994; Rajasekhar e Mohr, 1986 e Rajasekhar, Gowri e Campbell,
1988 ). As fungdes dos cotilédones no processo germinativo dependem do periodo em que os
mesmos permanecem conectados a plantula e de sua area de superficie ( Machado, Williams e
Tucker, 1974 e Lovell e Moore, 1970).

As proteinas de reserva estio depositadas dentro de organelas celulares especiais
denominadas corpos protéicos. A deposigdo dessas proteinas tem regulagdo espacial e temporal
( Rerie, Whitecross e Higgins, 1991; Olsen, Jakobsen e Schmelzer, 1990 ¢ Murphy, Cummins e |
Ryan, 1989 ). O processo de degradagdo dos corpos protéicos é regulado por enzimas hidroliticas
que podem estar armazenadas dentro das proprias organelas ja nas sementes quiescentes ou que
sdo sintetizadas “de novo” durante a germina¢fo ( Van der Wilden e Chrispeels, 1983; Van der
Wilden, Herman e Chrispeels, 1980 e Mayer e Shain, 1974 ).

As proteinas dos cotilédones, apos a hidratagio da semente sio hidrolizadas por
enzimas proteoliticas, produzindo aminoéacidos e amidas que em grande parte sio transportados
para o eixo em desenvolvimento, onde sdo utilizados para sintese de varias enzimas e de proteinas
estruturais ( Dunaevsky e Belozersky, 1993 e Davies e Chapman, 1980 ). Muitos desses
aminoacidos sofrem ainda desaminagdo ( Ashton, 1976 ) e/ou sio interconvertidos.

O conhecimento atual do processo de degradagdo das proteinas ¢ de que ele ocorre em
etapas/fases, com uma clivagem endoproteolitica inicial mais especifica e a subsequente hidrolise
para aminoécidos por endo e exopeptidases menos especificas ( Callis, 1995 ). Trabalhando com
cevada, Rastogi e Oaks (1986) observaram que uma endoprotease inicial ( endoprotease 1 ) é
induzida quando a 4gua € introduzida no sistema, produzindo grandes fragmentos de polipetideos
que por sua vez sdo clivados por uma outra endoprotease ( endoprotease 2 ) induzida na presenga

de GA; Os produtos dessa hidrdlise sio entdo desdobrados por exo e dipeptidases, em



aminoacidos. Bewley e Black (1994) denominaram a(s) endoprotease(s) inicial(is) de proteinase(s)
A, observando ainda que na maioria das vezes, elas sdo endoproteases 4cidas.

Em monocotiled6neas, particularmente gramineas, o controle da quebra das substancias
de reserva vem sendo bastante estudado. O 4cido giberélico formado na camada de aleurona ou no
embrido estimula a sintese de enzimas hidroliticas na camada de aleurona, que sdo posteriormente
liberadas no endosperma, hidrolizando as proteinas armazenadas ( Dunaevsky e Belozersky, 1993
e Davies ¢ Chapman, 1980 ). Nas dicotiledéneas o processo ¢ mais complexo. Em abdbora, o
desenvolvimento da atividade de proteases e dipeptidases é controlado pelo nivel de horménios
endogenos originados no eixo embrionario. Entretanto, a remog¢io do eixo nio elimina
completamente o aumento da atividade das dipeptidases ( Sze e Ashton, 1971 ). Ja em cotilédones
de girassol, o efeito do eixo pode ser substituido pela utilizagio exdgena de citocinina ( Allen,
Amott e Nessler, 1984 ). No caso de Phaseolus vulgaris, o eixo ndo possui influéncia ativa na
atividade proteolitica nos cotilédones ( Yomo e Srinivasan, 1973 ).

Em feijdo-de-corda, proteinases e peptidases presentes na semente quiescente ou
originadas por sintese “de novo” nos cotilédones durante a germinagio, sio responsaveis pela
mobilizagdo das proteinas nos cotilédones ( Wynn e Murray, 1985; Ainouz e Benevides, 1982;
Ainouz, Benevides e Freitas, 1981; Chrispeels, Baumgartner ¢ Harris, 1976 e Prisco, Ainouz e
Melo, 1975 ). O inicio da mobilizacdo das proteinas nos cotilédones ocorre nos tecidos adjacentes
a0 hilo, com a fusdo de vesiculas citoplasmaticas aos corpos protéicos ( Harris, Chrispeels e
Boulter, 1975 ).

No que diz respeito ao metabolismo dos carboidratos, sabe-se que o eixo embrionario
influencia a mobilizagdo dos carboidratos nos cotilédones ( Karunagaran e Rao, 1991 ). Diferencas

na taxa e nas vias ( fosforolitica ou amilolitica ) da mobilizagio do amido e a natureza dos



produtos hidrolizados tem sido observadas em diferentes espécies. Juliano e Varner (1969)
concluiram que a c-amilase é a enzima mais envolvida na degradagio inicial do amido nos
cotilédones de ervitha, diferentemente de Bewley e Black (1994) que encontraram primeiro
atividade fosforolitica na degradagdo do amido. Por outro lado, Mayer e Shain (1974) concluiram
que em cotilédones de ervilha, ocorrem quebras amiloliticas e fosforoliticas do amido. A
degradacio do amido em sementes de ervilha é bifasica, com baixa taxa de degradagio nos
primeiros cinco a seis dias, seguido por uma fase rapida de degradagdo ( Bewley e Black, 1994 e
Juliano e Varner, 1969) . Durante os primeiros dias de germinagio, nos quais acontece a
degradacdo lenta do amido, ocorre um aumento de sacarose proveniente da degradagio de
estaquiose e rafinose ( Monerri, Garcia-Luis e Guardiola, 1986 e Lee e Shallenberger, 1969 ).
Resultados semelhantes foram encontrados em soja, milho e ervilha por Koster e Leopold (1988).

Em feijdo-de-corda, ocorre um aumento inicial de agucares livres nos cotilédones de
sementes germinando, seguido de decréscimo progressivo. O amido nos cotilédones decresce
durante todo o periodo de germinagdo e crescimento do eixo embriondrio ( Prisco, Eneas Filho e
Gomes Filho, 1981 ). O padrdo de decréscimo no peso, conteiido de amido e de carboidratos
soliveis totais nos cotilédones indicam a translocagio dos produtos da hidrélise para o eixo
embrionario, onde sdo utilizados na respiragdo ( Rosenberg e Rinne, 1987 ¢ Harris, Smith e
Mackender, 1986 ) ou em outros processos metabolicos.

Apesar de se encontrar amilases em cotilédones de sementes quiescentes, a grande
maioria dessas enzimas sgo sintetizadas “de novo” ( Ferreira, Dietrich e Handro, 1979 e Yomo e
Vamer, 1973 ). Em Phaseolus vulgaris, o controle da formagdo das amilases pode ser realizado

por giberelinas ( Dale, 1969 ) ou citocininas ( Gepstain e Ilan, 1970 ).



2.3 Alteracies fisiologicas decorrentes da baixa disponibilidade de dgua durante a

germinacio e estabelecimento da plintula

A agua possui propriedades fisicas que a tornam um solvente bioldgico ideal, atuando
ainda como estabilizador da estrutura das membranas ( Koster e Leopold, 1988 ) e controlando a
atividade metabdlica das plantas ( McIntyre, 1987 e Hergaty, 1978 ).

O estresse hidrico pode produzir profundos efeitos metabélicos nas plantas, alterando
vérios processos fisiologicos, como crescimento de células, sintese de parede, metabolismo de
nitrogénio e clorofila, interferindo inclusive a nivel de substdncias de crescimento. A
irreversibilidade dessas alteragGes vai depender da duragdo e severidade do estresse, do gendtipo
utilizado e do estadio de desenvolvimento da planta ( Bray, 1993 e Kramer, 1983 ).

Os tecidos de plantas mostram vérias alteragdes metabolicas em resposta ao déficit
hidrico, sendo algumas de caréter adaptativo. Essas alteragdes podem ocorrer nos seguintes niveis:
i) distirbio nas vias metabolicas levando a um acumulo ou perda de metabélitos como
carboidratos, acidos orgénicos, compostos quaternirios de amédnia, ABA e aminoacidos, ii)
alterag3es na atividade das enzimas, e iii) trocas no padrio da sintese protéica ( Marur, Sodek e
Magalhdes, 1994 ).

Como as respostas ao déficit hidrico estdo associadas as trocas no turgor da célula, que
por sua vez afetam a estrutura das membranas, o maquinrio de sintese de proteinas também é
afetado devido a degradagdo ou perda de poliribossomos ( Dell’aquila, 1992 ). Uma correlagdo
direta entre a capacidade de sintetizar proteinas e a absorgdo de 4gua foi encontrada por Prisco e
O’Leary (1970) no eixo embrionirio de sementes de feijio-de-corda (Phaseolus vulgaris). Por

outro lado, vérios mRNAs que codificam proteinases, especialmente proteinases cisteicas, se



acumulam quando os tecidos sdo expostos a diferentes estresses ambientais ( Callis, 1995 ).
mRNAs que codificam duas diferentes proteinases acumulam-se em plantulas de Arabidopsis
( Koizumi et al, 1993 ) e de ervilha ( Guerrero, Jones e Mullet, 1990 ) submetidas a estresse salino
ou hidrico. Um efeito inibitério do estresse salino na mobilizagio das proteinas de reserva,
resultado da inibicdo da translocagdio dos produtos da hidrélise para o eixo embrionario, foi
encontrado por Prisco e Vieira (1976) durante a germinag3o de sementes de feijao-de-corda.

Além das proteinas, as sementes ortodoxas acumulam agucares para se prevenir do
estresse hidrico ( Blackman, Obendorf e Leopold, 1995 ). Os constituintes hidroxil dos agticares,
especialmente da sacarose, repem a hidratagio da membrana provavelmente por ligarem-se
através de pontes de hidrogénio s extremidades do grupo fosfolipideo da membrana ( Blackman,
Obendorf e Leopold, 1992; Blackman et al, 1991 e Koster e Leopold, 1988 ). Durante a
germinagdo de sementes de feijio-de-corda, o estresse salino inibe a mobilizagio do amido
( Prisco, Eneas Filho e Gomes Filho, 1981 ).

Vérias plantas apresentam um mecanismo conhecido como ajustamento osmético
( Raggi, 1994 e Bray, 1993 ), resultante do acimulo de solutos osmoticamente ativos durante o
déficit hidrico, reduzindo assim o potencial osmético celular. Esses solutos sdo, em geral, agucares
soliveis como sacarose, aminoacidos como prolina, além de glicinobetaina ( Raggi, 1994 e
Veeranjaneyulu e Kumari, 1989 ).

| As plantulas se adaptam ao estresse hidrico induzindo genes reconhecidamente

protetores das estruturas celulares contra os efeitos deletérios da perda de agua. Estes genes,

freqientemente chamados de LEA ( Late Embryogenesis Abundant ) ( Espelund et al, 1995 e
, Bray,%%?i\), sdo expressados durante as fases de maturagio e dessecagéio da semente (-%@\

Steele e Dure, 1988 ), podendo serem expressados em tecidos de sementes em processo de
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germinacdo, sob condigGes de déficit hidrico ( Blackman et al, 1991 ) ou em sementes tratadas
com ABA exogeno ( Skriver e Mundy, 1990).65gene§ LEA sio formados por seis grupos, que
participam desde o sequestro de ions, passando pelo aumento da capacidade de ligagio com a
agua, pela preserva¢io da estrutura de membranas até a atuagio como uma fungfo chaperona,
inibindo a agdo de proteases ( l}ray, 1993).

A contragdo das células durante a desidratagdo das sementes pode resultar em perdas
do material das membranas ( Vertucci e Farrant, 1995 ). A perda de area da superficie celular leva
a uma perda de lipossomos ( Johnson-Flanagan e Singh, 1986 ) e ao aumento da razio area da
superficie/volume. Devido a estes fatores, ocorre um aumento na perda de eletrélitos do
citoplasma, levando varios autores a concluirem que o sitio primario das injirias causadas pelo
déficit hidrico seja a nivel de membrana ( Senaratna e McKersie, 1983 ). Entretanto, 0 aumento
das perdas eletroliticas pode ser resultado de uma ruptura fisica das células ( Wiest e Steponkus,
1978 ) e/ou de trocas na permeabilidade ou outras trocas funcionais nas membranas ( Palta e Ph,
1980 e Volger, Heber e Berzborn, 1978 ).

O déficit de agua influencia o crescimento das pléntulas, produzindo efeitos em varios
parémetros, como a condutividade hidraulica dos tecidos ( McIntyre, 1987 ), as propriedades
osmoéticas das células ( Cosgrove, 1981 ) e as propriedades da parede celular ( Pritchard, Tomos e
Jones, 1987 ). Sob déficit hidrico, o alongamento da raiz é menos inibido que o crescimento da
parte aérea, e isto é considerado um mecanismo de adaptagdo ( Wu et al, 1994 ). Os autores
concluiram ainda que a manutengio do alongamento da raiz sob déficit hidrico esta associado ao
aumento da atividade da enzima xiloglucana-endotransglicolase, responsavel pela separagdo das

moléculas de xiloglucana das microfibilas de celulose da parede celular.



3 METODOLOGIA

3.1 Caracterizaciio morfolégica dos estddios de desenvolvimento

Sementes de feijdo-de-corda ( Vigna wnguiculata (L.) Walp ) cv. pititba que se
encontravam armazenadas a uma temperatura de 10+1 °C no Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara foram utilizadas neste trabalho.

Os processos germinativo e de estabelecimento das plintulas ocorreu em bandejas
plasticas de 30x18x6,5cm contendo como substrato vermiculita e d4gua na proporgdo de 2:1 (v/v).
A semeadura foi feita a profundidade de 2,0cm com o auxilio de um marcador de covas,
constituido de um tabuleiro de madeira contendo 50 furadores de 2,0cm de comprimento e 1,0cm
de didmetro, espagados entre si com 2,0cm entre linhas e 1,5cm dentro das linhas. Apés a
semeadura as bandejas contendo as sementes foram mantidas em cdmara de crescimento
programada para 25 + 1° C de temperatura e fotoperiodo de 12h. Visando compensar as perdas
evaporativas, as bandejas foram pesadas diariamente e a dgua evaporada, reposta. A semeadura foi
realizada diariamente, de modo que por ocasido da colheita foram obtidas plntulas com 8, 7, 6, 5,
4, 3, 2 e 1 dias ap6s a semeadura. Utilizou-se seis repeti¢des para cada dia de semeadura. O

material colhido foi separado para as caracterizagdes morfologicas.
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Calculou-se ainda um Indice de Desenvolvimento ( ID ) com base no tempo de

germinagio e estadio de desenvolvimento das plantulas de acordo com Prisco (1988):

ID= Y (Eixni)/ X ni, sendo:
Ei = Estadio de desenvolvimento

ni = nGmero total de sementes ou plantulas com a caracteristica do estadio Ei.

Em decorréncia das mudangas morfologicas que ocorreram durante os processos de
germinagdo e estabelecimento das plantulas, determinou-se, a principio, dez estidios de
desenvolvimento. Para a aplicagdo dos tratamentos e posteriores anilises, elegeu-se apenas os
quatro estadios de desenvolvimento iniciais, nos quais os cotilédones apresentaram-se ainda
fechados e dentro do solo. Estes estadios foram: 0 (zero) - sementes quiescentes (figura 1); I -
sementes intumescidas (figura 1); II - sementes com radiculas emergidas até 2 ¢cm (figura 1); III -

plantulas emergindo do solo (figura 1).
3.2 Implantacio dos tratamentos

As sementes de feijdo-de-corda cvs. vita 3 e vita 5 foram colocadas para germinar como
descrito anteriormente, sendo que bandejas diferentes foram destinadas para cada estidio de
desenvolvimento.

V Quando as sementes e plantulas das duas cultivares apresentaram as caracteristicas pré-
estabelecidas, foram separadas pelos estadios de desenvolvimento. As sementes e plantulas foram

entdo colocadas entre duas folhas de papel de germinag3o ( 28 x 38cm ) umedecidas com agua ou
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solugdo de polietilenoglicol 6000 ( PEG 6000 ), enroladas e colocadas em cubetas contendo as
respectivas solugdes e levadas a sala de crescimento com temperatura de 25 + 1° C e fotoperiodo

de 12 horas por 24 horas. Os tratamentos aplicados foram os seguintes.

T = sementes semeadas em papel umedecido com 4gua destilada ( 0 MPa )
T; = sementes semeadas em papel umedecido com solugio de PEG 6000 com ¥'s de
- 0,6 MPa

A solugdo osmética foi preparada de acordo com Michel (1983), utilizando-se 218,14g
de PEG 6000 / Kg H,0.

Em todas as analises que serdo descritas a seguir, para cada tratamento em cada estadio
de desenvolvimento, utilizou-se 5 repetigdes de 20 sementes/plantulas, exceto na determinagdo das
perdas eletroliticas, onde se utilizou apenas 10 plantulas

O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado.

3.3 Quantificacdio dos aciicares, aminoacidos e amido

Decorridas as 24 horas de tratamento, as sementes/plantulas foram separadas em eixo e
cotilédones. Em seguida as amostras foram pesadas, retirando-se 1g de matéria fresca que foi
fragmentada, colocada em 10 ml de etanol 80% fervente e em seguida armazenadas em geladeira a
10+1 °C. Posteriormente, as amostras mergulhadas no etanol 80% foram maceradas em almofariz
e centrifugadas a 2000 g por 10 minutos, sendo o sobrenadante recolhido. O residuo foi
ressuspenso em etanol 80% fervente e novamente centrifugado, como descrito anteriormente.

Completou-se entdo o volume para 15 ml com etanol 80% fervente. A partir desse extrato, foram
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entdo retiradas amostras para quantificagio de aglicares soluveis totais pela reagdio com antrona
( Hodge e Hofreiter, 1962 ), que consistiu na adi¢iio de 2,0 mL do reagente de antrona a 1,0 mL
do extrato, seguido de ebuligio em banho-maria por trés minutos e posterior leitura em
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 620 nm. Os aglicares redutores foram dosados
pelo método do dinitrosalicilato (DNS) de acordo com Miller (1959), utilizando 1,5 mL do
extrato + 1 mL de DNS, seguido de ebuli¢do em banho-maria por cinco minutos e posterior leitura
em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 540 nm. Os aminoacidos livres foram
quantificados pelo método da ninhidrina (Cocking e Yemm, 1954), utilizando-se 1,0 mL do
extrato juntamente com 0,5 mL de tampdo citrato, 0,2 mL do reagente de ninhidrina e 1,0 de
KCN 2% e posterior fervura em banho-maria a 100° C por 20 minutos seguido da adiggio de 1,3
mL de etanol 60% e leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 570 nm. Na
determinagdo de ambos os agucares, utilizou-se glicose como padrio, enquanto que na
determinagdo dos aminoicidos livres o padrio empregado foi a glicina. Os resultados foram
expressos em pumol da molécula por grama de matéria seca.

O precipitado foi ressuspenso com etanol 10%. Apés nova centrifugagio, como
descrito anteriormente, o sobrenadante foi descartado e o novo precipitado foi novamente
ressuspenso com acido perclorico 30%, centrifugado a 2000 g por 20 minutos e o sobrenadante
recolhido para quantificagdo do amido pelo método da antrona. Os resultados foram expressos em

umol da molécula por grama de matéria seca.
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3.4 Quantificacio de proteinas soliveis totais e da fragiio rica em proteinas “LEA”

Decorridas as 24 horas de tratamento, as plantulas foram separadas em eixo
embrionario e cotilédones e imediatamente armazenados em nitrogénio liquido. Posteriormente,
foi realizada a extragdo das proteinas em almofariz de acordo com Blackman et al (1991),
utilizando-se 1,0g de matéria vegetal fresca e 4,0ml de um extrator constituido de Tris-HCI (50
mM; pH 7,5 ), de NaCl (500 mM), de MgCl, (5 mM) e de phenilmetilsulfonil fluorido (1 mM),
seguido de centrifugagdo a 16.000 g por 10 minutos a 0 ° C. Descartou-se o precipitado e
recolheu-se o sobrenadante. Do sobrenadante, foi retirado cerca de 200 pl para quantificagdo das
proteinas soliiveis totais de acordo com Bradford (1976), enquanto o restante foi incubado a 80° C
por 10 minutos e novamente centrifugado a 16.000 g por 10 minutos a temperatura ambiente.
Novamente recolheu-se o sobrenadante de onde as aliquotas foram retiradas para a quantificagio
da frag8o rica em proteinas “LEA” nos eixos embriondrios. A quantificagio das proteinas foi
realizada de acordo com o método de Bradford (1976), utilizando-se 5,0 mL do reagente de
“coomassie blue G-250” adicionado a 100 pL do extrato. A leitura foi realizada em
espectrofotometro no comprimento de onda de 595 nm. Como padrio foi utilizado soroalbumina
bovina (BSA). Os resultados das proteinas soliveis totais foram expressos em mg da protgnai por
grama de matéria seca, enquanto a frag3o rica em proteinas LEA foi expressa como a razdo entre

o teor da fragdo rica em proteinas LEA e o teor de proteinas solaveis totais.
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3.5 Determinacio das perdas eletroliticas

Decorridas as 24 horas de tratamento, as plintulas de cada tratamento em cada estadio
de desenvolvimento foram separadas em eixo embrionirio e cotilédones. Os eixos foram
incubados em éagua desionizada a 25 + 1° C ( 10 érgdos / 5 mL ) e as perdas eletroliticas
monitoradas pela medigio da condutividade elétrica do liquido de imersdo a intervalos de 2
minutos durante 40 minutos, utilizando-se um condutivimetro TE - 701 da DIGIMED. Para
determinacdo da condutividade maxima, os tecidos e o liquido de imers@o foram incubados a
100°C por 10 minutos e, em seguida, mantidos em freezer por 24 horas. Apés o descongelamento,
a temperatura ambiente, fez-se a leitura ( Earnshaw, 1993).

As perdas eletroliticas foram expressas de acordo com Blackman, Obendorf e Leopold

(1995), pela seguinte equagao:
Cn/Co=1- K,ékzt onde;

Cn = condutividade do liquido de imersio (4S.cm™) no tempo t (min)
Co = condutividade maxima do liquido de imersio (uS.cm™)
K = constante, sendo igual a unidade

K = perdas eletroliticas (x 10?2)(min™)
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3.6 Avaliacfo do vigor das plintulas

Apos a aplicagio dos tratamentos, as plantulas foram transferidas para rolos de papel de
germinag3o umedecidos com 4gua destilada, os quais foram colocados em cubetas contendo agua
destilada e levadas para sala de crescimento com temperatura de 25 + 1°C, e fotoperiodo de 12
horas, onde permaneceram por 7 dias. Apds esse tempo, avaliou-se 0 comprimento das raizes e

parte aérea das plantulas, bem como os respectivos pesos da matéria seca.



4 RESULTADOS E DISCUSSAOQ

4.1 Caracterizacio morfolégica dos estadios de desenvolvimento

No estadio 0 enquadram-se as sementes quiescentes, ou seja, sementes que ainda ndo
absorveram agua do solo (Figura 1). Como resuitado da absor¢do de dgua, as sementes atingiram
o estadio I (Figura 1), caracterizado pelo intumescimento das mesmas, sem a emersio da radicula.
Com a ativagdo do metabolismo das sementes, pela embebigdo de dgua, o embrido se desenvolveu,
provocando a emersdo da radicula, fato que caracterizou o inicio do estadio II (Figura 1) que se
estendeu até a radicula atingir 2,0 cm de comprimento, porém sem emergir do solo. O estidio I
(Figura 1) se caracterizou por apresentar pldntulas com radicula maior que 2,0 cm, sendo o limite
superior evidenciado pela emersio dos cotilédones do solo. No estadio IV (Figura 1), o hipocétilo
primeiramente se encontra na forma de gancho, passando para a posi¢do horizontal até atingir a
posigdo vertical, isto tudo ocorrendo com as folhas ainda dentro dos cotilédones. Com a
continuagdo do processo de desenvolvimento da plintula, as folhas foram langadas para fora dos
cotilédones, estando ainda enroladas, ficando na posi¢do vertical ou inclinada (estadio V)(Figura
1). As plantulas atingiram o estadio VI (Figura 1) quando suas folhas cordiformes primarias
apresentavam-se na posi¢éo horizontal e ndo abertas. Com o processo de desenvolvimento elas se
abriram de forma a permitir a maxima intercepta¢io de energia radiante (estadio VII)(Figura 1)

completando assim o estabelecimento das mesmas.
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FIGURA 1 - Sementes e plantulas nos diversos estadios de desenvolvimento.
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O indice de Desenvolvimento (Tabela 1) baseado no tempo e nos estidios de
desenvolvimento das plantulas apresentado no primeiro dia apds a semeadura foi de 1,0 indicando
que todas as sementes se encontravam no estddio I. No segundo dia apds a semeadura o ID
apresentado foi de 1,34 revelando que 66% das sementes se encontravam no estadio I e 34% se
encontravam no estadio II. Para o terceiro dia apds a semeadura o ID encontrado foi de 2,34
mostrando que 66% das plantulas se encontravam no estadio IT e 34% se encontravam no estadio
III. Um ID de 3,75 foi encontrado no quarto dia apdés a semeadura, revelando que 25% das
plantulas se encontravam no estadio IIl e 75% se encontravam no estadio IV. Com cinco dias de
semeadura as plantulas j& apresentaram ID de 5,44 indicando que 56% se encontravam no estadio
V e 44% das mesmas se encontravam no estadio VI. No sexto dia apdés a semeadura o ID
alcancgado foi de 6,06, mostrando que 94% das plantulas estavam no estadio VI e apenas 6% se

encontravam no estadio VII.

TABELA 1. indice de Desenvolvimento (ID) de sementes e plantulas de feijio-de-corda

em fungio do tempo de germinagio e dos estadios de desenvolvimento.

Dias apos a % dos Estadios de desenvolvimento Indice de
semeadura 0 I 1 111 v v VI VII  Desenvolvimento

o

100 0,00
100 1,00

66 34 1,34

66 34 2,34

25 175 3,75

56 44 5,44

94 6 6,06

N v Hh W e
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4.2 Alteracdes bioquimicas durante os processos de germina¢iio e estabelecimento inicial
das plintulas.

4.2.1 Proteinas e aminodcidos.

No estadio 0, o processo de embebigio de agua levou a uma sintese de proteinas nos
eixos embrionarios das duas cultivares (Figuras 2A e 2B), fato comprovado ao se observar a
propor¢do de proteinas entre o eixo e os cotilédones de 1:1, enquanto em sementes quiescentes
esta proporgdo é de pouco mais de 1:2 ( Ainouz, Benevides e Freitas, 1981 ).

Analisando-se a cultivar “vita 3” entre os estadios de desenvolvimento 0 e I, observou-
se uma diminui¢io do teor de proteinas no eixo embriondrio (Figura 2A) com um concomitante
aumento do teor de aminoacidos (Figura 2C), resultado de uma taxa de degrada¢3o da proteina
maior que a de sintese. Nos cotilédones, tanto os teores de proteinas quanto de aminoacidos livres
manteram-se estaveis. Na passagem do estadio I para o estadio II, o teor de proteinas continuou o
mesmo nos cotilédones e no eixo (Figura 2A). No entanto, ocorreu uma diminui¢io no teor de
aminoacidos do eixo e um aumento nos cotilédones (Figura 2C). Os resultados nos levam i supor
que a exemplo de pepino ( Bergareche et al, 1994 ), mostarda ( Rajasekhar e Mohr, 1986 ) e
abbbora ( Rajasekhar, Gowri e Campbell, 1988 ), nos cotilédones das plantulas do estadio II
ocorreu uma sintese de aminoacidos resultado provavelmente de uma atividade da enzima redutase
do nitrato, enquanto no eixo aparentemente ocorreu a incorporagdo de aminoacidos em moléculas
estruturais, responsaveis pelo crescimento do mesmo ( Dunaevsky e Belozersky, 1993 e Ashton,
1976 ). Finalmente, quando se realizou as analises entre os estadios II e I, verificou-se que nio

ocorreram diferencas significativas para os teores de proteinas (Figura 2A) e para os teores de
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aminoécidos (Figura 2C) nos eixos e cotilédones, sugerindo que entre estes estadios, o padrdo de

hidrélise e mobilizagdo das moléculas analisadas seja semelhante.

Para a cultivar “vita 57, entre os estadios 0 e I, ndo encontrou-se diferencas entre os
teores de proteinas no eixo e, obteve-se um aumento nos cotilédones (Figura 2B). Entretanto, o
teor de aminoéacidos aumentou tanto no eixo quanto nos cotilédones, sendo este aumento mais
conspicuo no eixo (Figura 2D), o que pode ser atribuido a um aparecimento de proteinas soluveis
que se encontravam dentro de corpos protéicos pré-existentes ( Melo, 1994 ) que foram
degradados. Nesta degradagdo, acredita-se que primeiramente esteja envolvido uma endoprotease
(endoprotease 1) que produziu grandes polipeptideos, que por sua vez necessitaram de uma
segunda endoprotease (endoprotease 2) para produzir os polipetideos que foram finalmente
degradados por exo e dipeptidases ( Rastogi e Oaks, 1986 ). Esta segunda endoprotease
supostamente nao estava atuando no estadio 0. Os dados apresentados pelas analises das proteinas
e aminoacidos na passagem do estadio I para o estadio II mostraram-se semelhantes aos da
cultivar “vita 3”, exceto o teor de aminoacidos dos cotilédones que ndo teve aumento (Figuras 2B
e 2D). Semelhantemente a cultivar “vita 3, quando se realizou as analises entre os estadios II e
11, verificou-se que ndo ocorreram diferengas significativas para os teores de proteinas e para os
teores de aminoacidos nos eixos e cotilédones, exceto o teor de aminoacidos no eixo que
apresentou um aumento, resultado de uma leve diminuig¢do do teor de proteinas nos cotilédones da

variedade mencionada (Figuras 2B e 2D).
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FIGURA 2 - Teores de Proteinas sohiveis totais ( A e B ) e de aminoacidos ( C e D ) nos
eixos embrionarios e cotilédones de plantulas de feijio-de-corda embebidas em
agua destilada, nos diversos estadios de desenvolvimento.

Meédias seguidas por letras distintas, dentro de cada 6rgfo, diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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4.2.2 Amido, Agticares sohiveis totais e A¢ticares redutores.

Ap6s o periodo de embebigio a que as sementes do estidio 0 foram submetidas, nos
eixos embrionarios das duas cultivares foram observadas moléculas de amido (Figuras 3A e 3B),
resultado da translocag@o dos produtos da hidrélise do amido que se encontrava armazenado nos
cotilédones para os mesmos e de uma nova sintese de amido nesses eixos, como sugerido por
Swain ¢ Dekker, citados por Prisco, Eneas Fitho e Gomes Filho (1981), uma vez que ndo existe
amido no eixo embrionirio de sementes quiescentes ( Xavier Filho, 1988 ). Ao se comparar os
teores de carboidratos entre os estadios 0 e I, verificou-se na cultivar “vita 3” uma diminuigio do
teor de amido apenas no eixo (Figura 3A), sem haver aumento no teor de aglicares soliveis totais
(AST) (Figura 3C)e um pequeno aumento no teor de agucares redutores (Figura 3E), resultado de
uma degradagdo do amido no eixo do estidio I, com grande parte dos produtos de hidrolise
possivelmente utilizados na respiragdo, fato este comprovado pelo nio aumento do teor de AST.
Esta degradac8o inicial lenta do amido, estd de acordo com Bewley e Black (1994) que diz nio
existir atividade hidrolitica das substincias de reservas em cotilédones intactos, antes da
emergéncia da radicula. Quando o estudo foi realizado comparando-se os estadios I e I, concluiu-
se que o teor de amido ndo se modificou no eixo e diminuiu levemente nos cotilédones (Figura
3A), resultado da hidrélise do amido, comprovado pelo aumento do teor de AR nos cotilédones
(Figura 3E), ocorrendo ainda translocagio de aglicares nido redutores para o eixo, onde foram
utilizados na respiragdo, j& que o teor de AST permaneceu constante tanto no eixo quanto nos
cotilédones (Figura 3C). Resultados bastante semelhantes foram encontrados por Karunagaran e
Rao (1991) em sementes de Macrotyloma uniflorum (Lam.). As analises dos estadios II e III

mostraram que para os teores de amido s6 foram encontradas modificagSes nos cotilédones, com
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uma leve diminuigdo (Figura 3A), fato suficiente para elevar o teor de AST no eixo (Figura 3C) e
o teor de AR tanto no eixo quanto nos cotilédones (Figura 3E).

Entre os estadios O e I, um padrdo de transloca¢do dos produtos da degradacdo do
amido semelhante ao da cultivar “vita 3” (Figura 3A) foi encontrado para a cultivar “vita 5”
(Figura 3B). No entanto, para esssa variedade, os produtos da degradagio do amido ficaram
armazenados na forma de oligossacarideos soliiveis, visto que os AST aumentaram tanto no eixo
quanto nos cotilédones (Figura 3D), diferentemente dos AR que aumentaram apenas no eixo
(Figura 3F), sugerindo que até o estadio I, as plantulas dessa cultivar devem apresentar baixas
taxas respiratorias. Comparando-se os estadios I e II, pode-se concluir que o teor de amido nfo se
modificou no eixo e diminuiu acentuadamente nos cotilédones (Figura 3B), além de
diferentemente da cultivar “vita 3” ocorrer uma diminuigdo dos aglicares soltiveis nos cotilédones
(Figura 3D), o que sugere que esta cultivar, entre os estadios mencionados apresentou uma
elevagdo de sua taxa respiratoria, correspondendo & passagem da 2° para a 3* fase do processo de
consumo de O pelas sementes germinando (padriio de respiragio de sementes germinando). As
analises dos estadios II e IIl mostraram que os teores de amido nos eixos foram os mesmos,
diminuindo um pouco nos cotilédones (Figura 3B), enquanto o teor de AST aumentou tanto no
eixo quanto nos cotilédones (Figura 3D), sendo uma parcela desses agucares na forma de agUcares
redutores (Figura 3F). Parte desse aumento nos aglicares soluveis totais pode ser decorrente da
incorporagdo de carbono, ja que apés o periodo de embebigio das plantulas do estadio I, as
mesmas apresentavam suas folhas primarias abertas e enverdecidas, com capacidade de realizar

fotossintese.
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FIGURA 3 - Teores de amido (A e B), agucares soliveis totais (C e D) e aglcares redutores
(E e F) nos eixos embrionarios e cotilédones de plintulas de feijio-de-corda
embebidas em agua destilada, nos diversos estadios de desenvolvimento.
Meédias seguidas por letras distintas, dentro de cada 6rgio, diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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No estadio ITI, as duas cultivares apresentaram altos niveis de amido (Figuras 3A e 3B),
o que esta de acordo com Monerri, Garcia-Luis ¢ Guardiola (1986) e Juliano e Varner (1969),
que trabalhando com sementes de ervilha, encontraram baixa taxa de degradagdo de amido nos

primeiros dias de germinagdo.

4.3 Alteracgdes bioquimicas durante os processos de germinacéo e estabelecimento inicial das
plantulas, submetidas ou nfo ao déficit hidrico.

4.3.1 Proteinas e aminoacidos

No estadio 0, quando se comparou as sementes embebidas em agua com as sementes
embebidas em solugdo de PEG 6000 de ys = -0,6 MPa, observou-se para as duas cultivares, uma
diminui¢do do teor de proteinas no eixo embrionario com a aplicagdo do déficit hidrico (Figuras
4A e 4B), enquanto nos cotilédones ndo houve alteragdo (Figuras 4C e 4D). Diminui¢do na
concentragdo de proteinas nos embriGes de sementes de trigo estressadas, foi observado por
Dell’aquila (1992), resultante da inibigio da sintese de proteinas. Dhindsa e Cleland (1975)
trabalhando com aveia, verificaram que o decréscimo do nivel de proteinas foi resultado da
inibigdo da sintese e da degradagdo das proteinas existentes nos tecidos. No presente trabalho, o
menor teor de proteinas no eixo das sementes estressadas deveu-se provavelmente ao fato de que
as sementes do estadio 0 ndo absorveram 4gua numa quantidade suficiente para desencadear os
processos de sintese e degradagdo das proteinas. A comprovag¢do pode ser feita pela anilise da
percentagem de proteinas, que foi de 30,56 e 34,15% para as cultivares "vita 3" e "vita 5",
respectivamente, semelhantes aos encontrados em sementes quiescentes por EMBRAPA (1981),

Aratjo et al (1975) e Chaves et al (1962). Além do mais, a possivel degradagdo das proteinas
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levaria a um aumento no nivel de aminoacidos, que pelo contrario apresentou diminui¢io no seu
teor, tanto no eixo (Figuras 5A e 5B) quanto nos cotilédones (Figuras SC e 5D). Essa diminui¢do
poderia ser decorrente da utilizagdo dos mesmos no metabolismo respiratorio, responsavel pelo
desenvolvimento do eixo embrionario. A andlise da cultivar “vita 3” mostrou que quando as
sementes absorveram agua (estadio I), ocorreu uma grande sintese de aminoacidos, que se
manteve com o déficit hidrico, demonstrado pelo aumento do teor de aminoacidos tanto no eixo
quanto nos cotilédones (Figuras 5A e 5C). Comparando-se os tratamentos, verificou-se que os
teores de proteinas e aminoacidos permaneceram inalterados no eixo (Figuras 4A e 5A) e
aumentaram nos cotilédones (Figuras 4C e 5C) com a implantagdo do déficit hidrico, resultados de
uma possivel inibigio da translocagdo dos produtos da hidrélise das proteinas para o eixo
embrionério. Respostas semethantes foram encontradas em feijio-de-corda cv. seridé submetido a
estresse salino ( Prisco e Vieira, 1976 ). O acamulo de produtos da hidrélise das proteinas nos
cotilédones leva a um controle do tipo “feedback”, inibindo a sintese de proteases ( Dunaevsky e
Belozersky, 1993 e Davis e Chapman, 1980 ). Analisando o estadio II, encontrou-se que os teores
de proteinas (Figuras 4A e 4C) e aminoacidos (Figuras SA e 5C) permaneceram inalterados,
exceto a proteina nos cotilédones que diminuiu com a implantago do déficit hidrico. Os produtos
da hidrdlise das proteinas foram provavelmente transportados para o eixo embrionario, que é um
local de forte e constante demanda de produtos da degradagdo de substincias armazenadas nos
cotilédones ( Dunaevsky e Belozersky, 1993 e Bewley e Black, 1994 ), e utilizados na formagio
de moléculas estruturais. No estadio III, o teor de proteinas com o déficit hidrico nio foi alterado
nos cotilédones (Figura 4C), diminuindo no eixo (Figura 4A), enquanto os teores de aminoacidos

diminuiram tanto no eixo quanto nos cotilédones (Figuras SA e 5C), conseqiiéncia de uma
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provavel maior demanda por energia respiratéria de manutencdo, responsivel por manter a
integridade celular durante o déficit hidrico ( Hanson e Hitz, 1982 ).

As anélises realizadas na cultivar “vita 5”, no estadio I mostraram que os teores de
proteinas e de aminodcidos tanto no eixo quanto nos cotilédones nio foram alterados pelo déficit
hidrico (Figuras 4B e 4D e Figuras 5B e 5D respectivamente), fruto possivelmente de um baixo
quociente respiratorio das sementes. O estadio II apresentou um decréscimo nos niveis de
proteinas e aminoacidos no eixo em fungdo do déficit hidrico (Figuras 4B e 5B), enquanto os
niveis nos cotilédones ndo foram afetados (Figuras 4D e 5D). 0 déficit hidrico nesta fase afetou
mais o eixo embriondrio, local de ocorréncia de crescimento celular, processo que parece ser o
mais sensivel ao estresse hidrico ( Salisbury e Ross, 1992 ). Comparando-se as cultivares, temos
que na cultivar "vita 5" a velocidade de incorporagdo dos produtos da hidrélise em moléculas
estruturais foi maior do que na cultivar "vita 3". J4 no estidio I, a anélise dos niveis de
aminoacidos mostrou ndo ter ocorrido mudangas quantitativas entre as plantulas estressadas e néo
estressadas (Figuras 5B e 5D), enquanto o teor de proteinas aumentou nos cotilédones (Figura
4D) e diminuiu nos eixos das plantulas estressadas (Figura 4B). Os resultados sugerem, mais uma
vez, a inibi¢do da degradagdo das proteinas nos cotilédones e a translocagio dos produtos da sua

hidrolise em virtude do déficit hidrico.

4.3.2 Amido, Agiicares soliiveis totais e A¢iicares redutores

Na anélise dos hidratos de carbono no estadio 0 da cultivar “vita 3”, observou-se que o

déficit hidrico diminuiu o teor de amido no eixo (Figura 6A) e ndo alterou-o nos cotilédones
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FIGURA 4 - Teores de proteinas soliveis totais nos eixos embrionarios ( A e B ) e cotilédones
( C e D ) de plantulas de feijio-de-corda nos diversos estadios de
desenvolvimento. Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de

desenvolvimento, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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FIGURA 5 - Teores de aminoécidos nos eixos embrionarios ( A e B ) e cotilédones (C e D )
de plantulas de feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento.
Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de

desenvolvimento, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de

probabilidade.
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(Figura 6C). A mobilizagdo dos produtos da hidrélise do amido para o eixo embrionario teve
inicio nas primeiras horas de embebigdo ( Xavier Filho, 1988 ), como pode ser observado pelo alto
teor de amido no eixo das sementes mantidas em condi¢Ges normais. Os produtos da hidrolise do
amido nos cotilédones foram translocados para o eixo, comprovado pelo aumento no teor de AST
no eixo (Figura 7A). Entretanto, a inibi¢do de uma nova sintese de amido no eixo nio foi
acentuada, uma vez que o teor de amido total (57,55% do peso da matéria seca) estd bem
préximo do encontrado em sementes quiescentes ( EMBRAPA, 1981, Araijo et al, 1975 e Chaves
et al, 1962 ). Nos cotilédones, o teor de AST permaneceu inalterado (Figura 7C), enquanto os AR
diminuiram tanto no eixo quanto nos cotilédones (Figuras 8A e 8C). As sementes apds serem
embebidas ( estadio I ) e submetidas ao déficit hidrico, tiveram um aumento na degradagdo do
amido nos cotilédones (Figura 6C), elevando o teor de AST tanto nos cotilédones (Figura 7C)
quanto no eixo (Figura 7A), o que pode ter provocado a inibigio da degradagdo do amido no
eixo. Notou-se ainda uma diminuigdo do teor de AR nos cotilédones (Figura 8C), reforgando a
sugestdo de que a maior parte dos monossacarideos foram transportados para o eixo (Figura 8A),
ficando nos cotilédones oligo e dissacarideos, especialmente sacarose. Koster e Leopold (1988)
também observaram uma grande concentragio de agucares ( sacarose, rafinose e estachiose ) no
eixo embrionario de sementes de ervilha que se encontravam nos primeiros estidios de
germinagdo. Na andlise do estadio II encontrou-se um aumento dos teores de amido, AST e AR
no eixo (Figuras 6A, 7A e 8A) e uma diminuigio dos teores de amido e AR nos cotilédones
(Figuras 6C e 8C), com os AST mantendo-se quantitativamente igual (Figura 7C). Os resultados
mostraram-se semelhantes aos obtidos no estidio anterior, com uma diferenca apenas no
metabolismo respiratério das plantulas estressadas, que no estadio II parece ter sido mais

acentuado, evidenciado pela diminui¢do do teor de amido no eixo e do teor de AST no eixo e nos
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cotilédones, mostrando a existéncia de um grande gasto de energia metabolica para a manutengio
e para o crescimento do embrido. Por ultimo, o estadio III mostrou no eixo embrionario, uma
diminui¢do nos teores de amido (Figura 6A), AST (Figura 7A) e AR (Figura 8A) com a
implantagdo do déficit hidrico, diferentemente dos cotilédones que mostraram um decréscimo
apenas no teor de amido (Figura 6C). Nesse estadio, ocorreu uma maior degradagio do amido e
dos agucares soliveis nas plantulas estressadas, semelhante ao encontrado no metabolismo das
reservas protéicas, conseqiiéncia de uma provavel maior demanda por energia respiratoria,
necessario para a manuten¢do das células vivas e em crescimento ( Hanson e Hitz, 1982 ).

A cultivar “vita 5” exibiu no estddio 0 um padrio de utilizagdo dos carboidratos
semelhante ao apresentado pela cultivar “vita 3”, diferindo apenas quanto ao teor de AST nos
cotilédones, que aqui foi aumentado (Figura 7D), indicando existir uma maior degradag¢do do
amido nos cotilédones (Figura 6D). No estadio I, onde ainda existia grande quantidade de amido,
o teor do mesmo nio foi alterado no eixo (Figura 6B), diminuindo nos cotilédones, fruto de uma
maior degrada¢do em fungfio do déficit hidrico (Figura 6D), elevando o teor de AST no eixo
(Figura 7B), fato observado em ervilha por Koster e Leopold (1988). No entanto, o teor de AST
nos cotilédones diminuiu, juntamente com o teor de AR (Figuras 7D e 8D), mostrando que os
produtos da degradagdo do amido s3o predominantemente carreados para o eixo embrionario em
crescimento ( Ziegler, 1995 ). O estadio II apresentou um acréscimo no nivel de amido no eixo
(Figura 6B) e um decréscimo nos cotilédones (Figura 6D). Quando se observou os agiicares
soliveis, constatou-se que o nivel de AST no eixo aumentou (Figura 7B) e nio foi alterado nos
cotilédones em fungdo do déficit hidrico (Figura 7D). Nesse estadio, as sementes ji apresentavam
protrusdo da radicula e o eixo se encontrava em pleno desenvolvimento, fazendo com que as

plantulas estressadas aumentasse o transporte das substincias osmoticamente ativas para as
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regides de crescimento. O nivel de AR diminui no eixo e nos cotilédones (Figuras 8B e 8D) em
fun¢do do déficit hidrico. Ja para o estidio III, quando se analisou os teores de carboidratos,
observou-se que o déficit hidrico ndo afetou-os fortemente, uma vez que os teores de amido
(Figuras 6B e 6D) e de AR (Figuras 8B e 84D) ndo foram afetados, ocorrendo mudangas apenas
nos teores de AST, com aumento no eixo (Figura 7B) e decréscimo nos cotilédones (Figura 7D).
Os resultados mais uma vez sugerem ter ocorrido um transporte de substincias osmoticamente
ativas para o o6rgdo em crescimento. Comparando-se os estadios de desenvolvimento II e III,
notou-se um grande aumento dos AST tanto no eixo quanto nos cotilédones, levando a suposigdo

de que parte desse aumento possa ser em decorréncia da incorporagio de carbono atmosférico.

4.4 Alteracdes fisicas e bioquimicas decorrentes da implantacio do déficit hidrico nas
variedades estudadas

4.4.1 Teores de macro e micromoléculas

Com relagdo aos teores de suas macro e micromoléculas, observou-se que as duas
cultivares apresentaram resultados bastante semelhantes entre os teores de agucares soluveis totais
e de aminoacidos, solutos que se acumulam durante o estresse hidrico, reduzindo o potencial
osmético da célula ( Bray, 1993 e Hanson e Hitz, 1982 ), nos diversos estadios de
desenvolvimento de plantulas estressadas e ndo estressadas. No entanto, algumas diferencas
foram observadas. No estadio 0, o déficit hidrico induziu uma maior degradagdo de amido nos

cotilédones da cultivar “vita 5” (Figura 6D), com um consegiiente aumento no teor de AST nos
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FIGURA 6 - Teores de amido nos eixos embrionarios ( A e B ) e cotilédones ( C e D ) de
plantulas de feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento. Médias
seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento, diferem

entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 7 - Teores de agucares soltiveis totais nos eixos embrionarios (AeB)ecotilédones ( C

e D ) de plantulas de feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento.

Meédias seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento,

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 8 - Teores de agucares redutores nos eixos embrionarios ( A e B ) e cotilédones ( C e

D ) de plantulas de feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento.

Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento,

diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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cotilédones (Figura 7D), fato n3o observado na cultivar “vita 3” (Figura 7C). Quando se analisou
o estadio I, observou-se que a implantagdio do déficit hidrico levou a um aumento no nivel de
aminoacidos e de AST nos cotilédones da cultivar “vita 3” (Figuras 5C e 7C), provavelmente
devido a uma redugdo no processo de translocagio dessas moléculas para o eixo embrionario. Um
aumento no nivel dessas moléculas néo foi observado para a cultivar ‘“vita 5”, que contrariamente
teve o teor de AST diminuido nos cotilédones (Figura 7D). No estadio II, a cultivar “vita 5
apresentou um decréscimo no nivel de AST no eixo embrionario (Figura 7B), enquanto a cultivar
“vita 3” manteve o seu teor estavel (Figura 7A). Os resultados sugerem que durante os trés
primeiros estadios de desenvolvimento, a cultivar “vita 3” diminuiu seu metabolismo em resposta
ao déficit hidrico. J4 no estadio II, a cultivar “vita 5” manteve estivel os seus teores de
aminoécidos no eixo e nos cotilédones (Figuras 5B e 5D), enquanto na cultivar “vita 3” o teor de
aminoacidos diminuiu tanto no eixo quanto nos cotilédones (Figuras SA e 5C). Estes resultados
indicam que possivelmente ocorreu uma aceleragio do metabolismo respiratério das plantulas
estressadas da cultivar “vita 3”, nesse estadio de desenvolvimento. As poucas diferengas existentes
entre as cultivares, em resposta ao déficit hidrico, provavelmente se deva ao fato de que nos
quatro primeiro estadios de desenvolvimento do feijao-de-corda, as plantulas ainda apresentavam
seus cotilédones fechados e, consequentemente, a demanda por energia metabélica para o
crescimento do eixo embrionario ainda era baixa. Aliado a isso, segundo Taiz e Zeiger (1991 ), o

feijdo-de-corda ndo apresenta ajustamento osmoético.
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4.4.2 Teores da fragiio rica em proteinas « »

As proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), grupos de proteinas que sdo

predominantemente formadas durante as fases de maturagdo e dessecagdo da semente, podendo
ainda serem formadas em tecidos vegetativos submetidos a estresses ( Bray, 1993 ), tém sido
correlacionadas com a tolerancia a baixa disponibilidade de agua ( Blackman, Obendorf e
Leopold, 1992)
T Nesse sentido, procedeu-se analises na fragdo protéica rica em proteinas LEA, sendo
encontrado que a razdo entre o teor da fragdo rica em proteinas LEA e o teor de proteinas
soluveis totais nos eixos embrionarios das plantulas submetidas ao déficit hidrico, aumentou
apenas no estadio II das plantulas da cultivar “vita 3” (Figura 9A), enquanto na cultivar “vita 5” o
aumento s6 ndo foi observado no estadio I (Figura 9B). O fato da cultivar "vita 3" apresentar
aumento no teor dessas proteinas apenas no estadio II das plantulas estressadas, sugere que a
mesma ié apresentava o nivel maximo dessas proteinas nas sementes e plintulas dos demais
estadios mantidas sob condi¢es normais.

Entretanto, torna-se imperativo a continuidade de pesquisas sobre as proteinas LEA em

feijao-de-corda, a fim de que se possa encontrar respostas mais conclusivas sobre a eficiéncia

dessas proteinas na protegdo aos efeitos deletérios do déficit hidrico na espécie mencionada.
4.4.3 Perdas eletroliticas

Ao se observar o efeito do déficit hidrico na integridade das membranas celulares dos

eixos embrionarios, foi encontrado nas duas cultivares, um aumento na taxa de perdas eletroliticas
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FIGURA 9 - Teor de proteinas LEA em relagdo ao teor de proteinas soltveis totais nos eixos de
plantulas de feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento. Médias
seguidas por letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento, diferem

entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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das sementes do estadio 0, com um aumento mais acentuado na cultivar “vita 5" (K= 0,534 ¢
0,624 x 107 min™ para as cultivares “vita 3”¢"vita 5” respectivamente) enquanto as plantulas dos
demais estadios ndo foram afetadas (Figura 10A e 10B). Contrariamente ao encontrado por
Koster ¢ Leopold (1988), as sementes do estadio 0 submetidas ao déficit hidrico apresentaram alta
taxa de perdas eletroliticas, o que pode se explicar pelo fato de que as sementes quiescentes
apresentavam as suas estruturas membranares desorganizadas, havendo uma reorganiza¢iio com a
embebicdo de dgua, processo ndo apresentado nas sementes submetidas ao déficit hidrico, que ndo
absorveram agua suficiente para o reparo e reconstrugéo das estruturas das membranas. Altas
taxas de perdas também foram encontradas em sementes de soja por Blackman, Obendford e
Leopold (1995). Para os demais estadios de desenvolvimento analisados, supGe-se ter ocorrido
uma preservagdo estrutural das membranas celulares das sementes e plantulas estressadas,
resultado da agdo das proteinas do Grupo 4 das LEA (familia D-113) ( Bray, 1993 ). Evidéncias
nesse sentido parecem serem suportadas pela observagio de altos teores da fragdo rica em
proteinas LEA ( média em torno de 9,5% das PST ) nas duas variedades estudadas, bem
superiores aos teores de outras espécies, como soja ( média de 4,5% das PST ) ( Blackman,
Obendorf e Leopold, 1995 ). No entanto, respostas mais concretas quanto & a¢io protetora das
proteinas LEA na integridade das membranas, s6 serio alcangadas se submetermos sementes
colhidas em varios estidios de maturagdo, & germinagio sob condi¢des de déficit hidrico. Nessas
condigbes, parte das sementes supostamente n3o conteriam as proteinas LEA, visto que as
mesmas sdo formadas nos iltimos estidios de maturagio e, presumivelmente apresentariam

maiores perdas eletroliticas.
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FIGURA 10 - Perdas eletroliticas ( K, ) nos eixos de plantulas de feijao-de-corda nos diversos
estadios de desenvolvimento. Médias seguidas por letras distintas, dentro de cada
estadio de desenvolvimento, diferem entre si pelo teste de Tukey ao nivel de 5%

de probabilidade.
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4.4.4 Vigor das plantulas

Quando as sementes e plantulas estressadas retornaram as condi¢Ses normais de
hidratagdo e permaneceram nessas condi¢des por sete dias, verificou-se que o déficit hidrico
reduziu a matéria seca das raizes no estadio 0 das duas cultivares e no estadio III da cultivar “vita
5”, enquanto nos demais estadios houve a recuperagdo do peso com a retomada da embebigio
(Figuras 11A e 11B). No entanto, o comprimento das raizes principais estressadas da cultivar “vita
3” foi menor que as raizes principais ndo estressadas, nos trés primeiros estidios de
desenvolvimento (Figura 12A), sugerindo que sob déficit hidrico, produziu-se uma maior
quantidade de raizes secundarias nos estadios I e II dessa cultivar. Na cultivar “vita 5”, apenas o
estadio O apresentou decréscimo no comprimento das raizes principais, com a implantagio do
déficit hidrico (Figura 12B). Por outro lado, a cultivar “vita 3” apresentou acréscimo na matéria
seca da parte aérea, incluindo os cotilédones, nos estadios 0, I e II apds o déficit hidrico (Figura
11C), contrariamente a cultivar “vita 5” que nfio apresentou diferencas entre plintulas estressadas
e ndo estressadas, sugerindo a ocorréncia da utilizagdo das reservas cotiledonareas em ambos os
tratamentos (Figura 11D). Como o desenvolvimento das raizes sob baixo potencial osmético do
substrato € considerado um mecanismo de adapta¢do a condigdes de estresse hidrico ( Wu et al,
1994 ), é possivel sugerir que nos primeiros estadios de desenvolvimento a cultivar “vita 3” foi
mais habil em retomar sua taxa de crescimento normal, uma vez que manteve-se a mesma
quantidade de matéria seca e ndo houve a utilizagio das reservas nas plantulas estressadas. O
comprimento da parte aérea das duas cultivares foi diminuido em todos os estidios com o
estabelecimento do déficit hidrico (Figuras 12C e 12D). E sabido que o crescimento da parte aérea

¢ mais prejudicado e/ou inibido que o alongamento das raizes nas plantas submetidas a déficit



hidrico ( Wu et al, 1994 ). Bensen, Boyer e Mullet (1988) sugerem que essa inibi¢do ¢ decorrente

da redugéo da extensibilidade da parede celular e/ou decréscimo no potencial de pressdo. Sugerem
ainda que em hipocotilos de soja esse decréscimo do crescimento ¢ sempre acompanhado por um

aumento no nivel de ABA na zona de alongamento.
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FIGURA 11 - Peso da matéria seca nas raizes ( A e B ) e parte aérea ( C e D ) de plantulas de
feijao-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento. Médias seguidas por
letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento, diferem entre si pelo

teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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FIGURA 12 - Comprimento (cm) das raizes ( A e B ) e parte aérea ( C e D ) de plantulas de
feijdo-de-corda nos diversos estadios de desenvolvimento. Médias seguidas
por letras distintas, dentro de cada estadio de desenvolvimento, diferem entre

si pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.
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5 CONCLUSOES

Foram observados os seguintes estiadios de desenvolvimento durante a germinagéio € o
estabelecimento das plantulas: 0 (zero) - sementes quiescentes; I - sementes intumescidas; II -
sementes com radiculas até 2,0 cm; III - plantulas emergindo do solo; IV - plantulas com
hipocétilos na forma de gancho, na horizontal ou na vertical, V - plantulas com folhas fora dos
cotilédones, ainda enroladas, na vertical ou iﬁclinadas; VI - plantulas com folhas n3o abertas e na
horizontal, VII - plantulas com folhas abertas e na horizontal.

O teor de proteinas diminuiu ao longo dos quatro primeiros estadios de
desenvolvimento, fato observado nos cotilédones das duas cultivares germinadas sob condigSes
hidricas normais.

Os teores de aminoacidos nos eixos embriondrios das duas cultivares embebidas em
agua, mostrou até o estadio I um aumento, seguido de um decréscimo nos trés estidios de
desenvolvimento seguintes.

As sementes e plantulas mantidas sob condi¢Ges normais apresentaram um decréscimo
no teor de amido nos cotilédones, acompanhado de um aumento nos agticares soltiveis totais e nos
agucares redutores nos eixos embrionarios dos estadios de desenvolvimento analisados.

Nas sementes e plintulas estressadas, os teores de proteinas nos cotilédones
aumentaram do estadio 0 para o estadio I, diminuindo progressivamente com o desenvolvimento

das plantulas.
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De maneira geral, o déficit hidrico afetou os teores de agicares nos eixos embrionarios
das plantulas nos quatro estddios de desenvolvimento, enquanto os teores de proteinas e
aminoécidos nio foram afetados somente no eixo embrionario de sementes no estadio I.

Apesar das poucas diferengas existente entre as cultivares, decorrente da baixa demanda
por energia metabolica, resultante do pequeno crescimento do eixo embrionario das plantulas nos
estadios analisados, quando mantidas sob déficit hidrico a cultivar “vita 5 apresentou um padrdo
de hidrélise e utilizagdo das reservas mais intenso nos trés primeiros estadios de desenvolvimento,
apresentando ainda um aumento mais acentuado da fragio protéica rica em proteinas LEA.

Nio se observou perdas eletroliticas em fungdo do déficit hidrico nas duas cultivares.

Com relagio ao crescimento das plantulas, o déficit hidrico prejudicou mais a parte

aérea do que o sistema radicular.
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