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COM RAIOS GAMA

SOAKING WATER AND GERMINATION OF GAMA-IRRADIATED
PHASEOLUS VULGARIS SEEDS.
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RESUMDO

Sementes de feijoeiro (Phaseolus vulgaris), variedade “bico-de-ouro”, foram
irradiadas com raios gama de uma fonte de Cs!3". Mediu-se a velocidade de
germinacido, a 30'C, em teor 6timo e em excesso de agua de embebicdo. Dos
resultados ressalta-se a germinacao significativamente maior (p < 0,05) encon-
trada apds 24 horas de germinacao, com um tratamento de 5 Kr, nos dois teores
de agua. Esta diferenca permanece como tendéncia nas horas séguintes, apesar
de ndo ser detectavel pelo teste estatistico empregado (X2). Outras diferen-
cas estatisticamente significativas também foram encontradas, principalmente in-
dicando um retardamento ou inibicdo na germinacdo. Verificou-se também a
manutencdo da alta germinabilidade das sementes tratadas, mesmo em doses
como 120 Kr, quando as sementes sdo germinadas em condicdoes 6timas. A
germinabilidade revelou-se significativamente menor, em doses altas, quando
a germinacdo ocorre em condicoes de excesso de dgua. Nas doses de 20 Kr e
acima, nota-se um retardamento na germinacado, principalmente nas primeiras
24 horas. Nas sementes germinadas em teor 6timo de agua ocorre uma re-
cuperacdo deste atraso, notavel principalmente apés 40 horas de germinacao.
Esta recuperacdo nado ocorre em sementes germinadas em excesso de agua de
embebicdo. Sugere-se que este efeito pode ser provocado pela interferéncia no
metabolismo energético, importante no fendomeno da recuperacio de danos
radio-induzidos, decorrente da menor velocidade de difusdo de oxigénio nos te-
cidos submetidos a um excesso de adgua de embebicdo. Os dados obtidos corro-
boram os resultados apresentados por outros autores que indicam o segundo
dia de germinacao como fase mais sensivel & acdo das radiacoes X e gama sobre
a germinacao de sementes.

(1) Dep. Botanica — Univ. S. Paulo.
(2) Aluna de Pos-graduacao do Dep. Botanica — Univ. S. Paulo.
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SUMMARY

Bean seeds (Phaseolus vulgaris var. ‘“bico-de-ouro”) were treated with
gamma-rays from a Cs'¥” irradiation device. The germination rate was measu-
red at 30°C, at two different amounts of soaking water. There was a signifi-
cant increase (p < 0.05) in germination, after 24 hours, at 5 Kr, both in excess
and in optimal soaking water. This difference could not be detected in later
hours, but still remained as a tendency. Other statistically different germination
amounts were detected, but mainly inhibitory in nature and at heavy doses of
radiation. Even at heavy doses a high germinability could be detected when
the seeds were germinated with optimal soaking water. With excess of soaking
water there was a significant decrease in the germinability, With doses of 20 Kr
and above, a marked retardation could be detected, mainly in the first 24 hours.
In optimal soaking water this retardation disappears within a few hours, most
strikingly in the first 40 hours of germination. This restoration does not occur
when the seeds are germinated in excess of soaking water. It is suggested
that this effect might occur by interference with energetic metabolism, impor-
tant component of restitution of radio damaged systems, and as a consequence
of decreased diffusion of oxygen through the tissues soaked in excess of water.
As previously related by other authors, and also suggested by our results there
seems to be a highly sensitive phase in plant germination about the 2" day
of germination.

INTRODUCAO

O estudo da germinacao de sementes irradiadas situa-se entre
as primeiras pesquisas realizadas sobre efeitos biologicos das radia-
coes ionizantes (Maldiney & Thouvenin, 1898). Os efeitos destas
radiacOes sobre a germinacio, descritos por varios autores, indicam
que doses medianas e altas provocam um retardo ou inibicAo na ger-
minacdo, havendo para doses baixas, citacoes contraditOrias de esti-
mulagao, auséncia de alteracdes, ou mesmo, retardamento na germi-
nacao (Gunckel, 1965). A radio-sensibilidade das sementes é muito
variavel; sementes de Lilium regale sao inibidas em sua germinacéo
por doses de 2000 r, enquanto que sementes de repolho (Brassica
oleraceae) e de rabanete (Raphanus sativus) nao sdo praticamente
afetadas por doses de até 64000 r de raios-X (Bacqg & Alexander,
1961). A intensidade com que as sementes sao afetadas depende nao
somente da espécie de radiacao empregada e das condigcoes em que
esta é ministrada, como também das condicbes de poés-irradiacao,
tais como, entre outras, da temperatura, teor de agua das sementes,
concentracao de oxigénio, etc. (Caldecott & North, 1961).

A alta sensibilidade das sementes de feijoeiro a um teor excessivo
de agua de embebicdo (Lang, 1965), bem como a constatacdo de que
um dos principais fatores envolvidos neste processo pode ser a dimi-
nuicao na velocidade de difusao do oxigénio através dos tecidos (Ohmura
& Howell, 1960), levou-nos a investigar este efeito sobre a velocidade
de germinacdo das sementes irradiadas e embebidas em teor 6timo e
excessivo de agua.
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MATERIAL E METODOS

Foram usadas sementes de Phaseolus vulgaris var. “bico-de-ouro”,
de uma mesma safra, e com 13% de teor de agua. As sementes fo-
ram irradiadas a uma taxa de dose de 1700 r/h de raios gama, prove-
nientes de uma fonte de césio *37 (*¥), A irradiacdo processou-se ao
ar e temperatura ambiente. Imediatamente apds a irradiacdo as se-
mentes foram germinadas em caixas de plastico (11 x 11 cm) em
numero de 40 por caixa, sobre papel de filtro embebido em agua de
torneira. Dois teores de dgua de embebicdao foram utilizados: 12 ml
e 16 ml, considerados, respectivamente como “6timo” e como “excesso”
de dgua de embebicdo. Estes teores foram escolhidos a partir de en-
saios prévios, com sementes nao irradiadas, escolhendo-se como 6timo
aquele teor que provocasse maior velocidade de germinacdo e como
excesso aquele que provocasse um retardamento na germinacao, sem
contudo inibi-la totalmente. Os lotes de irradiacdo comportavam 80
sementes cada; destas, 40 foram germinadas em teor 6timo de agua
e 40 em excesso. Cada tratamento foi repetido 5 vezes. Em todos
os tratamentos havia um controle paralelo de sementes nao irradiadas.
Este procedimento foi adotado em virtude da longa duracdo de tempo
previsto para o término de todos os tratamentos. Procuramos desta
forma minimizar as possiveis alteracdoes na radio-sensibilidade das
sementes, decorrentes de variagOes estacionais (Zdansky et al.,, 1954;
Barnetzky, 1960). A germinacdo processou-se no escuro, a tempera-
tura constante de 30°C. As sementes foram consideradas como ger-
minadas no primeiro sinal visivel da emergéncia da radicula. A ve-
locidade de germinacao foi estabelecida por contagens sucessivas do
numero de sementes germinadas, a 24, 40, 48, 64 e 72 horas apos
inicio da embebicao. As contagens realizaram-se as 9,00 e 17,00 horas
de cada dia.

RESULTADOS

As porcentagens parciais e acumuladas de germinacao, por tra-
tamento, sdo apresentadas na tabela 1, para embebicdo em teor 6timo
de agua e na tabela 2 para excesso de agua. Estes resultados mos-
tram a existéncia de uma relacdo entre dose de radiacdo e porcen-
tagem de germinacdo. Para as sementes germinadas em teor 6timo
de agua, esta relacao é bem visivel apés 24 horas, tornando-se menos
nitida nas horas seguintes, principalmente em decorréncia das altas
porcentagens de germinacao parcial constatadas a 40 horas, nas doses
de 20, 40 e 80 Kr. Pode-se notar, ainda, as altas porcentagens de
germinacdo atingidas pelas sementes irradiadas, ap6s 72 horas de
germinacdo. Nas sementes germinadas em teor excessivo de &agua
de embebicao esta relacdo permanece durante todo o processo de
germinacado, nado havendo recuperacio nitida, para as doses altas, a
40 horas.

(¥*) Doacdo da Fundacao Rockefeller, ao Departamento de Biologia do Instituto de
Biociéncias da USP,
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TABELA 1 — Porcentagens de germinacao em teor 6timo de agua de embebi-

cao: Valcres parciais (P) e acumulados (A).

Tempo em horas
Tratamento 24 40 48 64 72
P A P A P A P A
2,5 Kr 46,5 46,5 45,5 92,0 3,0 950 2,0 97,0 0,0 97,0
Controle 49,5 49,5 40,5 90,0 50 95,0 1,5 96,5 0,0 96,5
5 Kr 56,5 56,5 38,5 95,0 3,0 98,0 1,0 99,0 0,0 99,0
Controle 38,5 385 53,0 91,5 3,5 95,0 05 95,5 0,5 95,0
10 Kr 47,5 475 49,5 97,0 1,5 98,5 1,0 99,5 0,0 99,5
Controle 42,5 42,5 49,5 92,0 45 96,5 05 97,0 05 975
20 Kr 32,0 32,0 61,0 93,0 1,5 945 1,5 96,0 0,5 96,5
Controle 40,0 40,0 54,0 94,0 1,0 95,0 1,0 96,0 0,0 96,0
40 Kr 31,0 31,0 61,0 92,0 25 94,5 2,0 96,5 0,0 96,5
Controle 45,5 455 500 955 15 97,0 05 97,5 0,0 97,5
80 Kr 24,0 24,0 64,0 88,0 4,0 92,0 1,5 935 0,0 935
Controle 380 380 51,5 895 40 935 00 935 00 935
120 Kr 285 28,5 54,5 83,0 50 88,0 45 925 0,0 925
Controle 41,5 41,5 50,0 91,5 4,0 955 2,0 975 0,0 975
TABELA 2 — Porcentagens de germinacado em excesso de agua de embebi-
cdo: Valores parciais (P) e acumulados (A).
Tempo em horas
Tratamento 24 40 48 64 72
P A P A P A P A P A
2,5 Kr 43,5 43,5 23,0 66,5 85 75,0 10,0 850 1,0 86,0
Controle 43,5 43,5 20,0 635 30 665 11,0 77,5 1,5 79,0
5 Kr 42,5 42,5 23,0 655 7,0 72,5 55 780 05 1785
Controle 31,0 31,0 32,0 63,0 9,0 72,5 60 785 25 81,0
10 Kr 41,5 41,5 24,5 66,0 3,5 69,5 50 74,5 1,0 755
Controle 40,0 40,0 28,0 68,0 85 76,5 25 790 1,0 80,0
20 Kr 29,0 29,0 150 44,0 11,5 555 40 595 15 61,0
Controle 40,5 40,5 22,5 63,0 6,0 69,0 3,0 72,0 1,0 735
40 Kr 23,0 23,0 25,0 48,0 6,0 54,0 55 59,5 05 60,0
Controle 31,0 31,0 31,5 625 2,5 65,0 25 675 20 695
80 Kr 21,5 21,5 24,5 46,0 70 53,0 35 565 3,0 595
Controle 37,5 375 250 625 3,5 66,0 30 69,0 05 695
120 Kr 195 19,5 250 44,5 7.5 52,0 1,0 53,0 55 585
Controle 385 385 25,0 635 55 69,0 45 735 15 75,0
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A relacao entre dose de radiacdo e germinacido estd esquemati-
zada na Figura 1, que representa o nimero médio de sementes ger-
minadas ap6s o tratamento com as diferentes doses de radiacdo e
germinadas em teor 6timo e em excesso de 4gua. Neste caso, apenas
para comparacao de tendéncias, apresentamos para a dose zero o
valor médio de germinacdo de todos os controles. Nesta figura, no-
ta-se, nas doses baixas de radiacdo (2.5, 5 e 10 Kr), uma tendéncia
para valores médios maiores. As sementes tratadas com doses altas
de radiacao (de 20 a 120 Kr) e germinadas em teor 6timo de agua
mostram um nitido retardo na germinacdo, caracteristico nas primei-
ras 24 horas, desaparecendo gradualmente, a partir de 40 horas. Ja
nas sementes germinadas em excesso de agua, este retardo também
aparece nas mesmas doses, porém a recuperacao nao ocorre como no
caso precedente.

Na Tabela 3 apresentamos os valores de X*® para os tratamentos
germinados com teor Otimo de Agua de embebicao. Estes valores
foram calculados por meio de tabelas de contingéncia 2 x 2, entre
tratados e respectivos controles, a partir de valores absolutos de ger-
minacdo. Nesta tabela pode se verificar que o nimero de sementes
germinadas ap6s 24 horas, com tratamento de 5 Kr é significativa-
mente maior que no respectivo controle, bem como a de 10 Kr apos
40 horas de germinacado. Outras diferencas significativas sdo encon-
tradas nas doses de 40 e 80 Kr, ap6s 24 horas de germinacao e 120 Kr
em todas as contagens realizadas; todas estas diferencas mostram uma
germinacdo menor nos tratados em relacdo aos respectivos controles.
Nos demais casos o teste ndao revelou diferencas significativas entre
controles e tratados. A tabela 4 mostra os valores de X*® para os
tratamentos germinados em excesso de agua. Diferencas significa-
tivas indicando uma germinacdo maior nos tratados sdo encontradas
na dose de 2.5 Kr, apés 64 horas de germinacido e para a dose de 5 Kr
ap6s 24 horas. Todas as contagens feitas para a dose de 20 Kr mos-
traram uma diferenca significativamente menor para as sementes tra-
tadas. Na dose de 40 Kr, encontramos germinacao significativamente
menor ap6s 40, 48 e 72 horas. Todas as contagens feitas para as
doses de 80 e 120 Kr mostraram uma germinacado significativamente
menor nos tratados. Nos demais casos analisados, o teste ndo revelou
diferencas significativas entre controles e tratados. A tabela 5 apre-
senta a germinacido expressa como porcentagem em relacdo ao res-
pectivo controle (considerado 100%7), para teores 6timo e excesso de
agua de embebicdo. Verifica-se que, excetuando-se a dose de 2.5 Kr
em todos os pontos, e a dose de 40Kr a 24 horas, todas as demais
porcentagens para tratamentos com excesso de adgua sSao menores que
as correspondentes & germinacao em teor Otimo de agua.

DISCUSSAO

Da analise dos resultados ressalta a maior germinacio, estatisti-
camente significativa, encontrada nos tratamentos com 5 Kr, nas
primeiras 24 horas de germinacdo, tanto. nas sementes germinadas
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TABELA 3 — Valores de X2, controles x tratados, germinacdo em teor 6timo
de agua de embebicdo (X20,05 = 3,84 e X2 0,01 = 6,63).

Tempo em horas
Tratamentos
em Kr
24 40 48 64 T2

2,5 0,36 0,48 0,00 0,03 0,03
5 12,99 1,94 2,66 3,36% 2,56
10 1,85 3,89% 0,16 2,32% 1,52%
20 2,17 0,16 0,05 0,00 0,00
40 8,90 2,09 1,53 0,08* 0,08*
80 9,16 0,22 0,33 0,00 0,00

120 7,42 5,75% 6,47+ 4,26* 4,26*

* Com correcido de Yates.

TABELA 4 — Valores cde X2, controles x tratados, germinacao em excesso
de agua de embebicdo (X20,05 = 3,84 e X* 0,01 = 6,63).

Tempo em horas
Tratamentos
em Kr
24 40 48 64 72

2,5 0,00 0,84 3,49 5,33 3,39
5 5,68 0,27 0,00 0,02 0,38
10 0,93 0,18 2,42 2,74 1,17
20 5,83 14,51 7,75 6,93 7,09
40 3,24 8,50 5,02 2,76 3,95
80 12,30 10,96 7,01 6,68 4,36

120 17,53 14,43 12,09 18,07 12,26

em teor 6timo como em excesso de agua.

Esta diferenca, nas horas

seguintes, deixa de ser detectada através do método estatistico em-
pregado, permanecendo porém como tendéncia, como pode ser visto
na figura 1. Esta figura mostra-nos ainda a mesma tendéncia, em
varios pontos, nas doses de 2.5 e 10 Kr. Ha também diferencas es-
tatisticamente significativas para a dose de 2.5 Kr, a 64 horas de
germinacdo, em teor excessivo de dgua e 10 Kr, a 40 horas, em teor
otimo de agua. O fendmeno constatado, geralmente chamado de “es-
timulacao”, ja foi descrito por varios autores e observado nos mais
diferentes materiais e processos fisiolégicos, sendo objeto de grande
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TABELA 5 — Germinag¢do como porcentagem em relacdo ao respectivo contro-
le, para teores 6timo e excesso de agua de embebicio.

Tempo em horas
Tratamento Teor de

em Kr agua
24 40 48 64 72
2,5 Otimo 93,9 102,2 100,0 100,5 100,5
Excesso 100,0 104,7 112,7 109,6 108,8
5 Otimo 146,7 103,8 163,1 103,6 103,1
Excesso 137,0 103,9 100,0 99,3 96,9
10 Otimo 117,7 105,4 102,0 102,5 102,5
Excesso 103,7 97,0 90,8 94,3 94,3
20 Otimo 80,0 98,9 99,4 100,0 100,5
Excesso 71,6 69,8 80,4 82,6 82,9
40 Otimo 68,1 96,3 97,4 98,9 98,9
Excesso 74,1 76,8 83,0 88,1 86,3
80 Otimo 63,1 98,3 98,3 100,0 100,0
Excesso 57,3 73,6 80,3 81,8 85,6
120 Otimo 68,6 90,7 92,1 94,8 94,
Excesso 50,6 70,0 75,3 72,1 78,0

controvérsia, principalmente devido a dificuldade de ser detectado,
bem como ao seu carater transitorio. Segundo Sax (1963) em sua
revisao sobre o assunto, as evidéncias acumuladas pelos inGmeros tra-
balhos relatados, indicam claramente que em resposta a irradiacao
com doses baixas de radiacOes ionizantes, podem aparecer efeitos es-
timulatérios em determinados estdgios do desenvolvimento das plan-
tas. N&o h& porém, apesar do grande nimero de ensaios ja realiza-
dos, resultados consistentes que indiquem a possibilidade de empre-
gar-se esta ‘“estimulacdo” para fins aplicados. O mecanismo fisio-
l6gico envolvido no processo é desconhecido. Gunckel & Sparrow
(1961) consideram que em alguns casos o metabolismo da planta
poderia ser suficientemente alterado por uma determinada dose de
radiacao ionizante, resultando dai um aumento na razdo de cresci-
mento. Como fator possivelmente envolvido no processo, estes auto-
res citam a queda no teor de auxina que pode ser detectado em al-
guns casos de material irradiado. Como outra alteragdo no metabo-
lismo, eventualmente relacionada ao fendmeno, podemos lembrar a
constatacdo do aumento no consumo de oxigénio, verificavel em alguns
casos quando o material é irradiado (Hell, 1971).
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Na faixa de doses mais altas (de 20 a 120 Kr), apdés 24 horas
de germinacio, percebe-se 0 retardamento deste processo, seguido de
uma nitida recuperacao apés 40 horas quando as sementes sio ger-
minadas em teor 6timo de agua de embebicdo. Esta recuperacdo nao
ocorre, pelo menos na mesma intensidade, nas sementes germinadas
em excesso de agua de embebicdo. Desta maneira, a embebicdo de
sementes de feijoeiro, em excesso de agua durante a germinacao, au-
menta sua sensibilidade as radiacoes ionizantes, medida como veloci-
dade de germinacao, pelo menos nas doses testadas em nosso experi-
mento. Este resultado pode ser uma conseqliéncia da menor velo-
cidade de difusdo de oxigénio pelos tecidos, interferindo no metabo-
lismo energético, que segundo Klein & Klein (1971) é um dos fatores
envolvidos no fendmeno da restauracido de danos induzidos pelas ra-
diacoes ionizantes. O controle inadequado do teor de agua de embe-
bicao em experimentcs com sementes irradiadas pode ser responsavel
por variacOoes na germinabilidade deste material, mesmo em sementes
menos sensiveis & excesso de dgua de embebicdo. A interferéncia de
condicOoes ambientais no processo de recuperacdo pode ser uma das
causas da constatacdo de que a germinacdo de sementes irradiadas,
no campo, é sempre menor que a esperada a partir de testes de labo-
ratério (Heaslip, 1959).

Biebl (1958) assinala, para trigo e soja, uma variacdo na radio-
sensibilidade quando o material é irradiado durante o processo de
germinacdo, variacdo esta que se caracteriza por um pico de maior
sensibilidade no segundo dia de germinacdo. Considera o mesmo
autor, que esta maijor radio-sensibilidade corresponde & mobilizacio
e infiltracdo dos reguladores de crescimento dos tecidos de reserva
para o embrido. Os resultados obtidos em nosso experimento indicam
que para o feijao o periodo compreendido entre 24 a 40 horas apds
o inicio da embebicdo é critico para a expressdo do dano causado
pelas radiacdoes gama.
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MEDIA DE SEMENTES GERMINADAS

EXCESSO DE AGUA TEOR OTIMO
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Fig. 1 — Nuamero meédio de sementes germinadas apos tratamento com radia-
cdo gama, ¢ embebidas em teor 6timo e excessivo de agua. As bar-
ras verticais representam = 1 desvio padrao da meédia (s).
Fig. 1 .— Mean of germinated seeds after gamma-irradiation followed by soa-

king in optimal and excess of water. Vertical bars represent = 1
standard deviation of the mean (s).





