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RESUMO

RIBEIRO-OLIVEIRA, JOAO PAULO. Dinamica da agua em diasporos de
espécies de interesse agricola. 2015.110p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) — Instituto de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal
de Uberlandia, Uberlandia.

Consagrada como curva de embebicdo, a dindmica da agua em didsporos
demonstra de maneira fidedigna o caminhar da germinagdo. Ainda assim, por
vezes, este evento é pouco explorado e, até mesmo, negligenciado. Deste modo,
se a dindmica da agua demonstra a germinacdo de um didsporo, ndo seria
interessante mensura-la? Contudo, antes mesmo de se pensar em mensurar esse
processo, ha a necessidade de padronizar o tamanho da amostra para estuda-lo.
Hé& grande flutuagdo amostral em trabalhos que demonstram a dindmica da &gua
em didsporos. Pensando nisto, esta tese oferece trés capitulos dedicados ao estudo
da dindmica da 4gua em diasporos. O Capitulo | faz uma abordagem tedrica deste
processo e demonstra 0 uso incorreto do termo embebicdo para nomear a curva
que demonstra a dindmica da dgua em diasporos; o Capitulo Il apresenta um
modelo matematico capaz de estabelecer o tamanho 6timo de amostra para
analisar o processo de dindmica; o Capitulo I11 disponibiliza medidas de dindmica
capazes de quantificar o processo de maneira acurada e, por meio da taxa
(velocidade), propbe uma releitura das fases de germinagéo stricto sensu. Para
tanto, utilizou-se diasporos pertencentes a trés lotes com qualidades distintas, de
cinco espécies com grande relevancia agricola. Estes diasporos (n = 50) foram
colocados em contato com a agua e analisados, a cada hora, até que houvesse ao
menos uma protrusdo de embrido por amostra de cada lote. Os dados de massa
coletados foram utilizados para mensurar o tamanho étimo de amostra, bem como
para calcular as diversas medidas do processo (coeficiente de difusdo inicial,
entropia, uniformidade, velocidade e aceleracdo da absorcdo de &gua por
didsporos). As curvas de incremento de massa ponderada demonstraram que a
germinacdo ocorre de maneira similar, independente da qualidade fisiol6gica do
lote ou da espécie em estudo. O Modelo de Maxima Curvatura Modificada
(MMCM) € um método adequado para mensurar a variabilidade da dinamica da
agua em diasporos da maioria das espécies e, conseqlientemente, obter o tamanho
6timo de amostra para a andlise deste processo. Em geral, para se estudar o
processo sdo necessarios sete didsporos. As medidas de dindmica da dgua em
diasporos sdo viaveis para inferéncias da germinacdo stricto sensu. Dentre as
medidas, a taxa da dindmica da agua (velocidade) demonstra diversas fases
metabolicas da germinacdo. Por fim, o processo germinativo ndo é trifasico, mas
polifasico e, uma peculiaridade especifica, com tracos varietais.

Palavras-chave: Embebicéo; unidades de dispersdo, medidas de dindmica da
agua; germinacdo stricto sensu; MMCM

1 Comité orientador: Marli Aparecida Ranal — UFU (orientadora) e Marco Aurélio Boselli — UFU (Co-
orientador).



ABSTRACT

RIBEIRO-OLIVEIRA, JOAO PAULO. Water dynamics on diaspores of
agricultural interest. 2015. 110 p. Thesis (Doctor’s Degree in Agronomy/ Crop
Science) — Institute of Agricultural Sciences, Federal University of Uberlandia,

Uberlandia.?

Consecrated as imbibition curve, the dynamics of water absorption demonstrates
diaspore germination in a reliable way. Nevertheless, this event still is little
explored and even neglected. Moreover, if the dynamics of water demonstrates
the germination of a diaspore, wouldn't it be interesting to measure it? Before even
thinking about measuring this process, there is a need to standardize the size of
the sample to study it. There are large sampling fluctuations in studies
demonstrating the dynamics of water in diaspores. Thinking about it, this thesis
presents three chapters dedicated to the study of the dynamics of water in
diaspores. Chapter |1 makes a theoretical approach of this process and
demonstrates the misuse of the term imbibition to name the curve which shows
the dynamics of water in diaspores; Chapter Il presents optimum sample size to
analyze the dynamic process; Chapter 11l provides dynamic measures capable of
accurately quantifying the process, through rate (speed), proposing a rereading of
the phases of germination stricto sensu. To this purpose, diaspores belonging to
three lots with distinct qualities of five species of great agricultural significance
were used. These diaspores (n = 50) were placed in contact with water and
weighed, every hour, until, at least, one embryo protrusion had occurred in each
sample of each lot. Data of mass collected were used to measure the optimum
sample size, as well as to calculate the various measures of the process (initial
diffusion coefficient, entropy, uniformity, speed and acceleration of water
absorption for diaspores). The weighted mass increment curves showed that
germination occurs in a similar manner, independent of the physiological quality
of the batch or of the species under study. The Modified Maximum Curvature
Method (MMCM) is an appropriate method for measuring the variability of the
water dynamic on diaspores of most species and, therefore, obtain the size of
sample for the analysis of this process. In general, seven diaspores are needed to
study the process. Measures of the water dynamic on diaspores are viable for
inferences of germination stricto sensu. Among the measures, the rate of water
dynamics (speed) demonstrates various metabolic phases of germination. Finally,
the germinal process is not triphase, but polyphase and, in a specific point, with
varietal traits.

Keywords: Imbibition; dispersing units, measures of water dynamic; germination
stricto sensu; MMCM

2: Supervising committee: Marli Aparecida Ranal — UFU (Major Professor) e Marco Aurélio Boselli — UFU
(Co-advisor).



CAPITULO |

CURVA DE EMBEBICAO: A DINAMICA POR TRAS DA ESTATICA

RESUMO

Embora um termo fisico, embebicao foi consagrado na ciéncia em diasporos como sendo
um processo que possibilita a visualizacdo da germinacdo stricto sensu. Contudo, a
dindmica da agua inclui dois processos simultaneos, a entrada e o consequente inchago
dos polimeros de um diasporo, os quais estdo diretamente associados a mudancas
bioguimicas. Assim, ndo € correto atribuir este titulo, a um processo tdo dindmico quanto
a entrada e aproveitamento da agua durante a germinacdo de um didsporo. Entdo, o que é
embebicdo? E o que é a curva de embebicdo de diasporos? O que esta curva demonstra?
Como estuda-la? Este processo pode ser melhor explorado? Estas perguntas foram a base
para a discussdo tedrica deste capitulo.

Palavras-chave: Embebicdo; unidades de dispersdo, medidas de dindmica da agua;
germinacao stricto sensu; MMCM

ABSTRACT

Although a physical term, imbibition was consecrated in science on diaspores as being
the process that enables the visualization of germination stricto sensu. However, the water
dynamics on diaspores includes two concurrent processes, the entrance and the
consequent swelling of polymers, which are directly associated with biochemical
changes. Thus, it is not correct to assign this title to a process as dynamic as the entry and
use of water during the germination of a diaspore. Nevertheless, what is imbibition? What
is the diaspore imbibition? What does this curve demonstrate? How to study it? Can this
process be better exploited? These questions were the basis for the theoretical discussion
of this chapter.

Keywords: Imbibition; dispersing units, measures of water dynamic; germination stricto
sensu; MMCM

1. INTRODUCAO GERAL

A embebicdo de um didsporo viavel é o momento em que, de fato, a reativagdo do
metabolismo para a germinacao comeca (LABOURIAU, 1983; NONOGAKI et al., 2010;
RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). H& muito, este processo é mencionado por
meio da curva trifasica de entrada da agua no didsporo (BEWLEY; BLACK, 1978;
BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; RAJJIOU et al.,
2012; BEWLEY et al., 2013), mas a metodologia para analisa-lo é incipiente. Como

resultado, ha na literatura grande diversidade de métodos empregados para analisar esse
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evento (WOODSTOCK; GRABE, 1967; BANSAL et al., 1980; HERNANDEZ;
ORIOLI, 1985; WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998; FINCH-SAVA et al., 2005;
PAIVA etal., 2006; HESCHEL et al., 2008; PRESTON et al., 2009; LEI, 2010; PATANE
et al., 2009; MATARUGA et al., 2010; WANG et al., 2012; WINDAUER et al., 2012).
Assim, facilmente pode-se perguntar qual o tamanho 6timo de amostra necessario para

analisar o processo ou qual a melhor maneira de conduzi-lo.

Em geral, a analise da embebicéo € realizada por meio de medidas sucessivas do
incremento de massa e/ou teor de agua dos didsporos, as quais sdo base para a plotagem
de curvas (BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997
NONOGAKI et al., 2010; PAULA et al., 2012; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al.,
2013). Convencionalmente, varios autores recorrem a estas curvas para inferir dorméncia,
principalmente de causa fisica (BASKIN; BASKIN, 1998; BASKIN; BASKIN, 2004;
HOLDSWORTH et al., 2008; PAULA et al., 2012; BASKIN; BASKIN, 2014). Nos
ultimos anos, as curvas tornaram-se também marcadores cronoldgicos para agronomos,
bioquimicos, geneticista e cientistas moleculares que abordam a germinagdo
(BLACKLOW, 1972; EGLEY; PAUL JR., 1981; BRADFORD, 1990; ZHOU et al.,
1999; HESCHEL et al., 2008; PATANE et al., 2009; IGLESIAS-FERNANDEZ et al.,
2011; KAMKAR et al., 2012; QUEIROZ et al., 2012; WINDAUER et al., 2012;
PEREIRA et al., 2014). Estes profissionais aparentemente se utilizam de analises
subjetivas para apontar o inicio e o fim da segunda fase da entrada de 4gua no diasporo
e, a partir disto, determinar os momentos em que se deve refinar o trabalho com ensaios

mais sofisticados. Isto por que a abordagem numérica dada ao processo é pequena.

Praticamente ndo se mensura a embebicdo. Além da curva de incremento de massa
e/ou contetido de &gua, poucos trabalhos quantificam o processo (BRADFORD, 1990;
FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006). Estes, por sua vez, tornam-se de uso
limitado por apresentarem grande dificuldade técnica e/ou baixa acessibilidade aos
cientistas e colaboradores do ramo sementeiro, muito pela linguagem matematica
complexa. Desta maneira, tal como ocorreu com a germinacao, que por muito tempo foi
contemplada por meio de curvas acumulativas da porcentagem e, depois de varias
empreitadas impetuosas, teve o estudo refinado por medidas que quantificam aspectos
especificos do processo (RANAL; SANTANA, 2006; McNAIR et al., 2012),
provavelmente ha outros caminhos matematicos, ou mesmo estatisticos, que possam

auxiliar no estudo do processo de embebicdo de maneira mais facilitada e especializada.
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Pensando nesse contexto, esta tese propde uma nova abordagem a embebicdo de
didsporos, alem de apresentar um modelo para determinar o tamanho 6timo de amostra

para anélise do processo, bem como medidas que 0 mensure.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. A curva que demonstra a germinacao stricto sensu de um didsporo

No ponto de maturidade fisiologica, os diasporos apresentam sua maior
capacidade germinativa e vigor (BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005;
RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). A partir deste momento, a deterioracdo
acarreta em perda progressiva da germinabilidade e viabilidade (BEWLEY; BLACK,
1994; MARCOS FILHO, 2005; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). No caso
de diasporos anidrobidticos (ortodoxos), isto € mais ténue devido a baixa taxa respiratéria,
consequéncia do baixo teor de &gua que os mantém em estado de hipobiose (MARCOS
FILHO, 2005; RANAL et al., 2009; BARBEDO et al., 2013). Este estado é rompido por
meio da retomada/intensificacdo do metabolismo, efetivada pela entrada de moléculas de
agua em seus tecidos (LABOURIAU, 1983; BEWLEY et al., 2013).

Fisiologicamente a germinacdo de um diasporo € uma etapa intrigante e complexa
da vida de uma planta (BEWLEY; BLACK, 1994; NONOGAKI et al., 2010; RAJJOU et
al., 2012; BEWLEY et al., 2013). De maneira sucinta, pode-se considerar que este
processo fisioldgico se inicia com a reativacdo gradativa do metabolismo do embrido pela
entrada de agua e se encerra com a protrusdo de qualquer parte deste (LABOURIAU et
al., 1983; BEWLEY; BLACK, 1994; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006;
NONOGAKI et al., 2010; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Por praticidade,
a germinacdo é mensurada apenas na fase final, por meio da contagem de diasporos com
protrusdo (germinagdo stricto sensu) ou por individuos ditos normais (p6s-germinacao
sensu BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010).

A intensificagdo metabdlica da germinacdo € acompanhada por diversas
mudancas morfofisiolégicas do didsporo, importantes para o desenvolvimento da plantula
e, consequentemente, o seu estabelecimento (LABOURIAU, 1983; NONOGAKI et al.,
2010; BEWLEY et al., 2013). Ha muito estas mudancas do metabolismo germinativo sdo

quantificadas e qualificadas utilizando-se a curva de incremento da massa de didsporos
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em germinacdo como marcador cronolégico para andlises bioquimicas, genéticas e
morfofisioldgicas (BLACKLOW, 1972; EGLEY; PAUL JR., 1981; BRADFORD, 1990;
ZHOU et al.,, 1999; HESCHEL et al., 2008; PATANE et al., 2009; IGLESIAS-
FERNANDEZ et al., 2011; KAMKAR et al., 2012; QUEIROZ et al., 2012; WINDAUER
etal., 2012; PEREIRA et al., 2014). Esta € normalmente denominada como curva trifasica
de absorgdo de &gua e/ou curva de embebicdo de didsporos (BEWLEY; BLACK, 1994;
FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006; NONOGAKI et al., 2010; RAJJOU
etal., 2012; BEWLEY et al., 2013). Como o préprio nome diz, a curva possui trés etapas,
mas apenas a primeira e a segunda etapa fazem parte do processo germinativo em si.
Destas, na primeira h& o predominio fisico da entrada da 4gua e a segunda o bioquimico,
genético e morfologico.

Em se tratando da nomenclatura, embebicdo é uma forma incorreta, consagrada
pelo uso, de conjugar o verbo embeber. Este termo foi utilizado pela primeira vez na
lingua portuguesa em 1938, por um fisiologista portugués proveniente da Universidade
de Coimbra (HOUAISS, 2014). Provavelmente, houve um erro de tradugéo, visto que em
inglés o termo é Imbibition. Nesta lingua, este termo € utilizado ha tempos para descrever
0 processo de entrada de agua em didsporos (SHULL, 1913; BLACKLOW, 1972;
SVEJDA, 1972; BANSAL et al., 1980; EGLEY; PAUL JR., 1981; MEYERS, 1983;
BEWLEY; BLACK, 1978; BRADFORD, 1990; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY,
1997; NONOGAKI et al., 2010; RAJJIOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Contudo,
alguns autores também recorrem ao termo absorcdo de dgua (water uptake) para definir
0 processo (BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010;
RAJIOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). O fato € que tanto embebicdo, quanto
absorcdo, fazem mencdo a adesdo de um liquido por um solido (OXFORD
DICTIONARY, 2014), denotando uma ideia restritamente fisica. Entretanto, como foi
mencionado anteriormente, 0 processo que abrangem a entrada de agua em um diasporo
é altamente dependente de questBes bioquimicas e fisioldgicas, as quais regem qualquer
outro aspecto envolvido na germinagdo stricto sensu.

Do ponto de vista linguistico, embeber é encharcar-se, saturar-se, de algum liquido
(HOUAISS, 2014). Na fisica, embebicédo é definido como a ocupagdo de um poro de um
solido por um liquido (GRAHAM; RICHARDSON, 1959); enquanto que na biologia é
definida como a forca de adesdo das moléculas de agua as particulas dos vegetais

(LIVINGSTON, 1927). Assim, para receber este nome 0 processo ou a curva que o
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demonstra ndo poderiam apresentar um plato tedrico. Neste plat6, ndo ha embebicao, mas
estagnacdo. Da mesma maneira, o termo hidratacdo ndo pode ser empregado. Este termo
é generalista e significa abastecer-se de &gua (HOUAISS, 2014). Para isto, pode-se
necessitar de uma gota ou dez litros. Contudo, quando se hidrata, apenas se regula quanto
a necessidade de agua, ndo se encharca. Diante disto, um termo interessante para abordar
0 até entdo chamado processo de embebicéo, seria de dinamica. Dindmica indica sucessao
de processos e representa eventos com mais de uma etapa (HOUAISS, 2014). Este termo
ja foi utilizado para descrever a entrada de agua em didsporos (LEOPOLD, 1983;
VERTUCCI; LEOPOLD, 1983; VERTUCCI; LEOPOLD, 1984), mas ndo o suficiente
para consagra-lo.

De fato, a embebicdo/absorcdo de &gua por um didsporo € um processo com
grande sucessdo de eventos. Em termos de manutencéo e gerenciamento do fluxo hidrico
nos didsporos, sabe-se que as trés etapas da embebicdo apresentam preponderancia de
potenciais distintos (BEWLEY; BLACK, 1985; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY,
1997; NONOGAKI et al., 2010; WEITBRECHT et al., 2011 RAJJOU et al., 2012;
BEWLEY et al., 2013). Na fase I, em que a absorcéo de adgua é vertiginosa, o potencial
predominante é o matricial; na fase Il, na qual existe um platd teérico de absorcdo, a
predominancia é do potencial osmoético e de parede; e na fase Ill, pds-germinacdo, o
incremento ascendente de absorcdo € regido principalmente pelo potencial osmotico
(BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; BEWLEY et
al., 2013). Ademais, estas trés etapas apresentam grande complexidade bioquimica e
morfofisiolégica (NONOGAKI et al., 2010; WEITBRECHT et al., 2011; RAJJOU et al.,
2012).

Alguns autores afirmam que a germinacao strictu sensu, demonstrada por meio da
curva de entrada de agua, consisti na embebicdo, fase I; no aumento da atividade
metabdlica, fase 1I; e no inicio do crescimento, com grande atividade metabdlica, fase 11l
(GALLARDO et al., 2002). Entretanto, na primeira fase ha atividade metabdlica, ainda
que minima (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; WEITBRECHT et al., 2011,
RAJJOU et al., 2012).

Morfofisiologicamente, embora o ganho de massa na primeira etapa da absorcéo
de agua seja substancial, o ganho mais significante se da na fase de aumento da atividade
metabolica (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; WEITBRECHT et al., 2011;

RAJJOU et al., 2012). Nesta etapa, 0 eixo embrionario se desenvolve em detrimento da
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degradacéo das reservas, sobretudo na regido da micropila (YAN et al., 2014; BERNDT,
2014). A germinagdo stricto sensu € consequéncia da comunicacao entre as células da
micropila e as células do embrido, especialmente da radicula (YAN et al., 2014;
BERNDT, 2014). Esta interacdo € mais intrigante quando se pensa que estas células da
micrépila podem cadenciar a germinacdo sendo um sensor interno das questfes
extrinsecas ao diasporo (YAN et al., 2014). Assim, 0 processo de crescimento e
desenvolvimento do embrido é mais complexo e dindmico que convencionalmente é

aceito.

Diante do exposto, é interessante repensar a nomenclatura do gerenciamento
hidrico realizado por diasporos, a qual demonstra a sua germinagdo. Partindo deste
pressuposto, nesta tese adotar-se-4, a partir deste momento, o termo “dinamica da agua”
para descrever o processo convencionalmente denominado como embebicédo ou absorcao

de agua de diasporos.

2.2. Dindmica da &gua em didsporos: uma ferramenta atil para qualquer

segmento sementeiro

A dindmica da agua inclui dois processos simultaneos, a entrada e o consequente
inchaco dos polimeros de um diasporo (LEOPOLD, 1983). Logo, qualquer fator que
influencie estes dois aspectos, influenciar-se-a a dindmica e as taxas desta. Dentre 0s
principais influenciadores estdo temperatura, potencial osmoético da solucdo, déficit
hidrico, questdes hormonais e superficie de contato do diasporo, umidade relativa do
ambiente e a viabilidade do embrido (BRADFORD, 1990; BEWLEY, 1997; MARCOS
FILHO, 2005; BEWLEY et al., 2013), os quais também sdo corriqueiramente
mencionados como aspectos que afetam a germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1978;
BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; MARCOS FILHO, 2005; NONOGAKI et
al., 2010; WEITBRECHT et al., 2011; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013).

O estudo da dindmica da agua foi um dos alicerces da ciéncia em diasporos.
Trabalhos classicos em germinacdo abordavam esta tematica sem muitas ferramentas para
quantificar e qualificar o fluxo da &gua durante a germinacdo stricto sensu (SHULL,
1913; EGLEY; PAUL JR., 1981; HERNANDEZ; ORIOLI, 1985; BRADFORD, 1990).
Contudo, as inferéncias realizadas por meio das curvas de dindmica permiteam

demonstrar padrdes germinativos, bem como a presenca de dorméncia (BEWLEY;
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BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; MARCOS FILHO, 2005;
BEWLEY et al., 2013).

A constatacdo de dorméncia em didsporos € o exemplo mais recorrente na
literatura para demonstrar a importancia das curvas de dinamica da agua. Técnica pouco
onerosa e muito eficaz, as curvas de dindmica permitem realizar inferéncias seguras de
dorméncia, sobretudo a do tipo fisica sensu Nikolaeva (BASKIN; BASKIN, 1998;
BASKIN; BASKIN, 2004; BASKIN; BASKIN, 2014). Neste aspecto, a segunda fase da
regulacdo da germinacdo € de suma importancia, visto que o comprimento desta fase é
geralmente estendido quando h& dorméncia, enquanto promotores de germinacdo a
encurta (BRADFORD, 1990; BEWLEY, 1997; MARCOS FILHO, 2005; RANAL et al.,
2009; BEWLEY et al., 2013). Em outra mé&o, as curvas norteiam trabalhos que abordam
aspectos da morfologia e anatomia de diasporos (EGLEY; PAUL JR., 1981;
HERNADEZ; ORIOLI, 1985; PAIVA et al., 2006; PRESTON et al., 2009; PAULA et
al., 2012) e/ou aqueles que demonstram termoinibigdo e os mais diferentes tipos de
estresse (WOLK et al.,, 1989; FINCH-SAVAGE et al., 2005; FINCH-SAVAGE;
LEUBNER-METZGER, 2006; WIANDAUER et al., 2012).

Do ponto de vista agronémico, a dindmica da agua em diasporos € utilizada
principalmente na definigdo dos momentos em que se deve aplicar o priming ou
condicionamento fisiologico (NASCIMENTO, 1998; MARCOS FILHO, 2005;
NASCIMENTO, 2005; PATANE et al., 2009). A técnica do priming consiste na
interrupgdo da segunda fase da dindmica da agua, a fim de igualar a capacidade de
emergéncia de plantulas oriundas de didsporos com qualidades fisioldgicas distintas
(MARCOS FILHO, 2005; NASCIMENTO, 2005). Isto ¢ importante principalmente para
o segmento da olericultura, o qual rotineiramente se depara com didsporos com tamanhos,
massas e qualidades distintas dentro de um mesmo lote (NASCIMENTO, 1998;
MARCOS FILHO, 2005). Em outra vertente, o priming possibilita o agricultor utilizar
lotes com qualidades distintas em uma mesma semeadura, sem comprometer o estande
(MARCOS FILHO, 2005; NASCIMENTO, 2005; PATANE et al., 2009). Para isto, os
lotes com qualidades inferiores sdo submetidos ao condicionamento fisioldgico para
apresentar equivaléncia da capacidade germinativa e, consequentemente, de emergéncia
com aqueles de melhor qualidade (MARCOS FILHO, 2005; NASCIMENTO, 2005;
PATANE et al., 2009).
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A quantificagdo e a qualificagdao do vigor por meio do estudo indireto da dindmica
da dgua em didsporos também tem se mostrado um segmento interessante. Neste ambito,
pode-se citar o teste de espécie reativas de oxigénio (MARCOS FILHO, 2005; ISTA,
2006; LIU et al., 2009), o qual necessita da analise da dindmica como um indicador.
Segundo este teste, quanto maior a quantidade de espécies reativas de oxigé€nio
produzidas nas primeiras fases da dindmica, pior a qualidade dos didsporos (LIU et al.,
2009). Esta técnica demonstra a necessidade de se estudar outras maneiras de utilizar a
dinamica como forma de quantificar e qualificar a fisiologia de germinagao de diasporos.

Da mesma maneira, no campo morfofisioldgico e molecular, a dinamica da agua
€ o marcador cronolégico utilizado para refinar os ensaios (KAMKAR et al., 2012;
QUEIROZ et al., 2012; WINDAUER et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). As trés fases
teoricas desta dindmica sdo utilizadas como referencial para anélises de crescimento e
desenvolvimento do embrido de um didsporo germinando. Do mesmo modo, essas fases,
mais especificadamente o inicio e fim da segunda fase, sdo referenciais para o
refinamento de analises genéticas e bioquimicas (HOLDSWORTH et al., 2008;
IGLESIAS-FERNANDEZ et al., 2011; WEITBRECHT et al., 2011; QUEIROZ et al.,
2012). Entretanto, pouco é descrito nesses trabalhos sobre a implantacéo e conducgéo dos
experimentos prévios que originam as curvas que demonstram a dindmica da dgua em
didsporos. Ademais, praticamente ndo se aborda esse processo nos resultados e discussao
desses trabalhos. Isto provavelmente esta associado ao foco técnico dado a dinamica ou
a falta de medidas que a mensure de maneira eficaz.

Diante de tantos usos, a incorporagéo de medidas que quantifiquem o processo de
dindmica da &gua pode possibilitar maior elucidagdo da germinagdo strictu sensu. Os
estudos classicos em germinacdo de diasporos também ndo possuiam aparatos
matematicos e estatisticos elaborados, o que os tornavam sensu comum quanto a analise
e quantificacdo acumulativa (RANAL; SANTANA, 2006; McNAIR et al., 2012).
Contudo, a partir da disponibilizacdo de expressdes matematicas que quantificavam e
qualificavam germinabilidade, sincronia, uniformidade, velocidade e tempo, a ciéncia em
diasporos ganhou impulso (RANAL; SANTANA, 2006; McNAIR et al., 2012). Embora
alguns autores mencione a quantificacdo da dindmica, matematicamente praticamente ndo
ha mensuragdo (BRADFORD, 1990; FINCH-SAVAGE et al., 2005). Assim, estudos que
mensurem a dindmica podem incorporar robustez aos trabalhos das diversas areas da
ciéncia em didsporos. Para tanto, sera necessario quantificar a capacidade de difusdo das

moléculas de agua nos didsporos, uma vez que durante a dindmica a &gua se movimenta
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dentro do diasporo devido, principalmente, a forca de difusdo (PAIVA et al., 2006). E
importante ressaltar que outros trabalhos prévios a quantificacdo da dindmica precisam
ser realizados. Isto porque pouco se discute sobre questdes basicas da dinamica, como a

implantacdo e conducédo experimental, e por isto ndo ha padrdo de método.

2.3. Com quantos diasporos se estuda a dindmica da agua?

As discussdes sobre o tamanho 6timo de amostra na ciéncia em diasporos
praticamente sdo nulas (SANTANA et al., 2012; PEREIRA; SANTANA, 2013,
RIBEIRO-OLIVEIRA et al., 2013; RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Por muito
tempo, a padronizacdo laboratorial realizada por 6rgdos como a International Seed
Testing (ISTA) foi considerada suficiente (SANTANA et al., 2012; RIBEIRO-
OLIVEIRA et al, 2013; RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Entretanto, a
necessidade de incluir espécies, como as florestais nativas do Brasil, cuja padronizacao
ndo havia sido realizada nos primordios destas organizagdes, revitalizou a temaética
amostragem (RIBEIRO-OLIVEIRA etal., 2013; RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014).

Por definicdo, populacdo é o conjunto de elementos que tem determinada
caracteristica em comum. Todo subconjunto ndo vazio e com menor nimero de elementos
do que o conjunto definido como populagdo, constitui uma amostra dessa populacéo.
Assim, de forma generalizada, amostra pode ser definida como uma parte representativa
da populacdo (COCHRAN, 1977; BANZATTO; KRONKA, 2006), da qual é possivel
estimar parametros populacionais (STORCK et al., 2010; STORCK et al., 2011).

Ao aplicar estes conceitos, pode-se dizer que uma amostra € o conjunto de
diasporos que tem a mesma historia, desde a sua formacdo até a condicdo experimental,
podendo, esta amostra, ser repetida r vezes, em r repeticdes (SANTANA; RANAL,
2004). Isto significa que os diasporos de um mesmo tratamento, dentro de delineamentos
experimentais, constituem uma amostra, pois a sua historia é comum. Pode-se dizer
também que cada repeticdo da amostra constitui uma sub-amostra. Esta sub-amostra é
comumente chamada de parcela ou unidade experimental (BANZATTO; KRONKA,
2006), sendo a fonte dos dados coletados e, portanto, o reflexo do tratamento ensaiado
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

Neste raciocinio, para se obter o tamanho da parcela é necessario, a priori, estimar

o tamanho da amostra. Para isto, o principal modelo utilizado é o proposto por Cochran

19



para populacdes finitas (COCHRAN, 1977). No entanto, outros modelos, utilizados para
estimar o tamanho 6timo da parcela, também se mostram alternativas viaveis para estimar
0 tamanho da amostra. Em sua maioria, esses modelos sdo fundamentados na reducéo do
erro experimental e na maximizacdo operacional, levando-se em consideracdo a
viabilidade financeira. O primeiro deles foi proposto por Smith (1938), sendo alterado
posteriormente por outros autores (HATHEWAY; WILLIANS, 1958; KOCH; RIGNEY,
1958; HATHEWAY, 1961; LESSMAN; ATKINS, 1963; MEIER; LESSMAN, 1971,
LINS; BINS, 1986; BARROS; TAVARES, 1995). Dentre esses, 0 modelo da méxima
curvatura se destaca, uma vez que permite calcular algebricamente o ponto de maior
inflexdo de um modelo originado pela relagdo funcional entre o coeficiente de variagéo e
o0 tamanho de parcela (LESSMAN; ATKINS, 1963; MEIER; LESSMAN, 1971;
BARROS; TAVARES, 1995; STORK, 2011) ou amostra (PALOMINO et al., 2000;
RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Para germinacdo de diasporos, o modelo
utilizado até entdo é o da maxima curvatura modificado, o qual foi proposto por Meier e
Lessman, em 1971 (RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014).

Nada foi estudado neste aspecto quanto a dindmica da agua em didsporos. A
amplitude amostral utilizada para demonstrar o processo varia entre um e 400 didsporos
(WOODSTOCK; GRABE, 1967; BANSAL et al., 1980; HERNANDEZ; ORIOLI, 1985;
WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998; FINCH-SAVA et al., 2005; PAIVA et al., 2006;
HESCHEL et al., 2008; PRESTON et al., 2009; LEI, 2010; PATANE et al., 2009;
MATARUGA et al., 2010; WANG et al., 2012; WINDAUER et al., 2012). Uma das
consequéncias dessa grande variabilidade amostral é a falta de robustez na comparagédo
de resultados entre trabalhos, bem como da informagéo gerada (RIBEIRO-OLIVEIRA et
al., 2013). Pouco se sabe como esta amplitude pode influenciar na predicdo das etapas de
dindmica ou se o tamanho da amostra influi na modelagem do processo, o0 que demonstra
a necessidade de estudos que possam sugerir algum padrdo amostral para estudos desse
processo. Em adicdo, a utilizacdo de modelos matematicos que mostram a dindmica da

agua em diasporos também necessita ser estudada.

2.4. A dindmica da agua em diasporos é um padrao trifasico?

Ha muito se da atencéo especial a trabalhos que caracterizam as interacfes entre
as moléculas de agua e as estruturas vegetais (LIVINGSTON, 1927). Contudo, quando
se pensa em dindmica da entrada da dgua em didsporos, pouco é abordado por meio de
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modelagem matematica. De maneira geral, a maioria dos trabalhos que abordam esta
dindmica por meio de modelagem é realizada pela ciéncia em tecnologia de alimentos e
demonstra a hidratacdo, ndo a dindmica em si (BECKER, 1960; MISRA; BROOKER,
1980; PELEG, 1988; TURHAN et al., 2002; MARABI; SAGUY, 2004). Nesta ciéncia,
estes modelos matematicos sdo importantes por designar e aperfeicoar as operacoes do
processo alimentar (KAPSTO et al., 2008), enquanto na ciéncia em diasporos a
modelagem auxilia diretamente no entender dos processos decorrentes da germinagao
stricto sensu (FINCH-SAVAGE et al, 2005; FINCH-SAVAGE; LEUBNER-
METZGER, 2006; WIANDAUER et al., 2012). Assim, é necessario prudéncia na escolha

do modelo que ird demonstrar esta dindmica.

Por convencionalismo, adotou-se o padrdo trifasico como aquele que representa o
processo da dinamica da agua em didsporos e, assim, a germinacdo stricto sensu
(BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997, NONOGAKI
etal., 2010; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Embora varios autores sujeitem
seus dados a modelos estatisticos para demonstrar esse padrdo, em geral polinomial,
muitos trabalhos ndo conseguem ratifica-lo (SVEJDA, 1972; LEOPOLD, 1983;
VERTUCCI; LEOPOLD, 1983; VERTUCCI; LEOPOLD, 1984; TERSKIKH et al.,
2005; OROZCO-SEGOVIA et al., 2007), sobretudo quando se observa a dispersdo dos
dados (CARNEIRO et al., 2001). Isto pode estar associado ao fato de pouco se saber
qguanto a adequabilidade de modelos univaridados para demonstrar esse processo
(CARNEIRO et al., 2001), que é governado concomitantemente por questdes fisicas,

quimicas e bioldgicas.

De maneira sistematica, a dindmica da &gua em didsporos foi um aspecto discutido
nas décadas de 80, haja vista o volume de informacdes geradas neste periodo (BANSAL
et al., 1980; LEOPOLD, 1983; VERTUCCI; LEOPOLD, 1983; VERTUCCI;
LEOPOLD, 1984; HERNANDEZ; ORIOLI, 1985; GUMMERSON, 1986). As
informacdes discutidas quanto a modelagem do processo nestes anos, ainda sdo base de
livros-texto (BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY et al., 2013), e, por consequéncia, de
artigos que abordam a germinagé&o stricto sensu de diasporos. Nessas décadas, 0s aspectos
da dindmica foram estudados com a finalidade de aprofundar o conhecimento em
germinacdo e tracar paralelos com as questdes de campo enfrentadas por um diasporo
(BRADFORD, 1990; FINCH-SAVAGE et al., 2007). Assim, embora a fisiologia vegetal

regesse 0 &mago dos trabalhos, a agronomia era um foco intermitente. Em adic&o, esses
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trabalhos apresentavam abordagem matematica densa para discutir aspectos fisiologicos
da germinacdo (LEOPOLD, 1983; VERTUCCI; LEOPOLD, 1983; VERTUCCI;
LEOPOLD, 1984; BRADFORD, 1990; FINCH-SAVAGE et al., 2007), 0 que ndo é
corriqueiro para a maior parte dos pesquisadores do ramo. Isto, provavelmente, inibiu
maiores empreitadas, uma vez que na deécada posterior a este desabrochar cientifico,
pouco se discutiu quanto aspectos que mensurasse ou estimasse, por meio de modelagem,

a dindmica da 4gua em diésporos.

Apenas na segunda metade da primeira década dos anos 2000 é que o assunto
modelagem voltou a ser foco de trabalhos que discorrem sobre germinacao stricto sensu.
Isto estd associado as novas vertentes dadas ao processo de dindmica da &gua em
diasporos, como, por exemplo, simulador de efeitos ambientais (FINCH-SAVAGE et al.,
2007) e traco evolutivo (LEI, 2010).

Por muito tempo, o modelo que foi utilizado para descrever a dinamica da agua
em diésporos foi o de Lockhardt, o qual descreve o crescimento celular por meio de uma
expressdao empirica (BRADFORD, 1990; FINCH-SAVAGE et al., 2007). Contudo, 0 uso
deste modelo apresenta um grande gargalo; tal como outros modelos de crescimento, a
caracteristica estudada originalmente pelo modelo é continua, portanto a germinacao,
caracteristica discreta, ndo pode ser quantificada (BRADFORD, 1990). Diante desta
realidade, varios autores sugeriram modelos (GUMMERSON, 1986; BRADFORD,
1990; BRADFORD, 1995; ALVARADO; BRADFORD, 2002; FINCH-SAVAGE et al.,
2005) que, em sua maioria, atentavam-se as relacfes existentes entre a absorcéo da agua
por um diasporos e a temperatura, a luminosidade, os reguladores de crescimento e a
influéncia da iniciacdo do crescimento radicular (BRADFORD, 1990), mas estes nao
consideram a massa fresca como o Unica caracteristica para realizar inferéncias para uma

modelagem mais robusta.

A massa fresca de um diasporo embebido € uma medida relativamente estavel e
de facil mensuracdo (FALADE et al., 2007). Ademais, a entrada de dgua em diasporos
segue um sistema ldgico, dirigido pelo processo de difusdo, em que primeiro ha
embebicdo das &reas externas para posterior hidratacdo interna, incluindo o embrido.
Como o tempo para que isto ocorra é variavel e, relativamente, complexo de ser inferido,
é interessante que o diasporo, como um todo, seja analisado. Isto leva a maior praticidade
e confiabilidade analitica. Neste panorama, ndo se sabe se de fato a dindmica é regida por

um padrdo trifasico.
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Por ser um processo governado pela difusdo, a dindmica da agua em diasporos
possivelmente também pode ser demonstrada por meio de uma curva exponencial. Estas
equacdes sdo a solucdo natural da difusdo (CRANK, 1975). Todavia, a analise com uma
exponencial simples pressupde que os coeficientes de difusdo sejam constantes. Na
verdade, estes coeficientes sdo fungdes da concentracdo (PHILIBERT, 2005). Assim, a
solucdo tem uma forma exponencial combinada com outro tipo de fungdo que seré ditada
pela forma como coeficiente varia (CRANK, 1975; PHILIBERT, 2005). Esta abordagem,

no entanto, ainda ndo foi dada na ciéncia em diasporo.
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CAPITULO I

TAMANHO OTIMO DE AMOSTRA PARA AVALIAR A DINAMICA DA
AGUA EM DIASPOROS

RESUMO

A dindmica da dgua permite visualizar o caminhar da germinagéo stricto sensu e, por isto,
é utilizada como marcador cronolégico para trabalhos moleculares, fisioldgicos e
agrondmicos com didsporos. Entretanto, ndo ha padronizacéo amostral para estudos deste
processo, o que pode inviabilizar o resultado das curvas. Pensando nisto, este capitulo
apresenta o tamanho 6timo de amostra para analisar o processo de dindmica, obtido por
meio de um modelo matematico consagrado pelo uso. Para tanto, utilizou-se didsporos
pertencentes a trés lotes com qualidades distintas, de cinco espécies com grande
relevancia agricola. Estes didsporos (n = 50) foram colocados em contato com a agua e
analisados, a cada hora, até que houvesse ao menos uma protrusao de embrido por amostra
de cada lote. Os dados de massa coletados no ultimo tempo de anélise foram utilizados
para mensurar o tamanho 6timo de amostra, avaliado pelo Modelo de Méaxima Curvatura
Modificada (MMCM). Este modelo mostrou-se um método adequado para mensurar a
variabilidade da dindmica da agua em diasporos da maioria das espécies e,
conseqlientemente, para obter o tamanho 6timo de amostra para a analise deste processo.
Em geral, para se estudar o processo sdo necessarios sete didsporos.

Palavras-chave: Embebicdo, germinacdo stricto sensu, MMCM, esfor¢co amostral,
unidades de dispersédo

ABSTRACT

Water dynamics allows to view the process of germination stricto sensu of the diaspore
and, therefore, it is used as a chronological marker for studies focused on molecular,
physiological and agronomic investigation. However, there is no sampling
standardization for studies of this process, which can jeopardize the resulting curves.
Thinking about this, this chapter presents the optimum sample size to analyze the dynamic
process obtained by means of a mathematical model established by use. Thus, diaspores
belonging to three lots with distinct qualities, of five species with great agricultural
significance were used. These diaspores (n = 50) were placed in contact with water and
weighed every hour, until, at least, one embryo protrusion had occurred in each sample
of each lot. Mass data collected were used to measure the optimum sample size, evaluated
by the Modified Maximum Curvature model (MMCM). This model proved to be suitable
for measuring the dynamic variability of water in diaspores of most species and,
consequently, to obtain the optimum size of sample for the analysis of this process. In
general, seven diaspores are needed to study the process.

Keywords: Imbibition; germination stricto sensu, optimum sample size, MMCM,
dispersion units.

1. INTRODUCAO
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A dindmica da &gua em diasporos foi um dos eventos mais reportados no inicio
dos estudos em germinacdo (a exemplo SHULL, 1913; LIVINGSTON, 1927). A partir
disto, foi surpreendente a retomada recente deste assunto (ALLEN et al., 2000;
ALVARADO; BRADFORD, 2002; FINCH-SAVAGE et al., 2005; FINCH-SAVAGE et
al., 2007; WINDAUER et al., 2012), a ponto de se perguntar por que a dindmica da 4gua
se fez novamente notdria entre os pesquisadores. O fato é que este processo demonstra a
evolucéo da retomada da atividade metabolica pelo embrido (germinacgéo) e pode auxiliar
na predicdo de como os diasporos se comportardo em campo, influenciando a formacao
de estande (BRADFORD, 1990; FINCH-SAVAGE et al., 2007; WINDAUER et al.,
2012). Isto se faz verdade, uma vez que esta dindmica pode auxiliar no estudo
comportamental dos diasporos frente a condi¢cbes multiplas de estresse (FINCH-
SAVAGE et al., 2007), o que a promove como ferramenta Util a agronomia, a botanica, a

ecologia e a biologia molecular.

Mesmo desempenhando papel fundamental na anélise da germinago stricto sensu
(sensu BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010), pouco se discute sobre os aspectos
experimentais da dindmica da agua em didsporos. Normalmente, esta dindmica ¢é estudada
por meio de curvas de incremento de massa dos didsporos e/ou de teor de agua
(BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI
etal., 2010; PAULA et al., 2012; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013), plotadas
a partir de dados coletados de pequenas amostras. Estas pequenas amostras variam muito,
principalmente quando o foco dado a dindmica é meramente metodoldgico. Em alguns
artigos, apenas um diasporo € utilizado para representar o comportamento de uma espécie
guanto a dindmica da agua; em outros, cinco, trinta; e, em poucos, 200 (SHULL, 1913;
WOODSTOCK; GRABE, 1967; BANSAL et al., 1980; HERNANDEZ; ORIOLI, 1985;
WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998; FINCH-SAVAGE et al., 2005; PAIVA et al.,
2006; HESCHEL et al., 2008; PRESTON et al., 2009; LEI, 2010; PATANE et al., 2009;
MATARUGA et al., 2010; WANG et al., 2012; WINDAUER et al., 2012). Qual a

conseqiiéncia disto? N&o seria melhor haver um padrdo?

Sabe-se que algumas caracteristicas apresentam grande robustez a flutuacéo
amostral, como é o caso da germinabilidade (RIBEIRO-OLIVEIRA et al., 2013).
Contudo, em geral, este padrdo de robustez ndo é encontrado. Assim, a padronizacao

amostral permite melhores estimativas estatisticas para a realizacdo de qualquer trabalho.
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Para os diasporos (sementes e outras unidades de dispersdo), a problematica
referente ao tamanho de amostra é pouco discutida. Em se tratando disto, a maior
abordagem foi realizada por Milles (BANYAI; BARABAS, 2002), quando este propds o
tamanho de amostra adequado para se estudar a germinagdo de didsporos para fins
tecnoldgicos. Contudo, esta caracterizacdo foi realizada apenas para espécies com foco
comercial daquela eépoca. Por isto, recentemente outras empreitadas foram necessarias
para que a padronizagdo laboratorial pudesse ser contemplada para espécies tropicais,
como as brasileiras (SANTANA et al., 2012; PEREIRA; SANTANA, 2013; RIBEIRO-
OLIVEIRA et al., 2013; RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Com a padronizacéo,
além da comercializacdo, viabiliza-se também a comparagdo de dados, bem como se
descaracteriza o efeito da flutuacdo amostral em qualquer caracteristica estudada. Diante
desta relevancia, é necessario estabelecer o tamanho 6timo de amostra para qualquer tipo
de estudo e uma boa alternativa para isto € a utilizacdo do modelo de Meier e Lessman
(1971), o Método de Méxima Curvatura Modificada (MMCM), que demonstra a queda
da variabilidade com o incremento da amostra. Com este modelo, é possivel demonstrar
o0 esforco amostral e, assim, evitar gastos excessivos de recursos financeiros, humanos e,
até mesmo, bioldgicos. No que tange a dinamica da agua em didsporos, este tipo de estudo
ainda ndo foi realizado. Pensando nisto, este trabalho tem por objetivo determinar o
tamanho 6timo de amostra para a quantificacdo da dindmica da agua em diasporos por
meio do MMCM.

2. MATERIAL E METODOS

2.1.Diasporos estudados e classificacdo em lotes

Para estudar a dinamica da agua, fez-se uso de diasporos de espécies com grande
relevancia socioecondmica mundial e sem empecilhos aparentes para a germinagéo.
Assim, foram estudas cariopses de milho hibrido transgénico P3646H (Zea mays L. tipo
hibrido), crioulo cultivar caiano (Zea mays L. tipo crioulo) e cultivar de trigo BRS 254
(Triticum aestivum L.); sementes da cultivar de soja transgénica NA5909RR (Glycine
max L.), da de feijdo BRS Horizonte (Phaseolus vulgaris L.) e cipselas do hibrido de

girassol Helio 360 (Helianthus annuus L.).
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Empresas privadas e instituicbes de pesquisa do ramo sementeiro cederam esses
didsporos por meio de lotes comerciais sem qualquer tratamento quimico. A qualidade
fisiologica dos lotes, inferida pela germinabilidade, viabilidade e tempo inicial de
germinacdo, foi avaliada por meio de testes prévios de germinacdo. Estes foram
conduzidos com pequenas amostras (n =50) de cada lote. Para tanto, semeou-se 0s
didsporos em caixas do tipo gerbox, sobre papel mata-borrdo umedecido com &gua
destilada, o equivalente, em mL, a 2,5 vezes a massa deste. A conducéo foi realizada em
bancada de laboratorio a 25,3 £ 2,5 °C e luz branca fluorescente continua (11,29 * 6,84

umol m2 s PAR). O critério de germinacéo adotado foi a protruséo do embrio.

Foram designados como lotes com baixo padrdo aqueles que apresentaram
germinabilidade entre 1 e 40%; de médio entre 41 e 79% e de alto entre 80 e 100% (Tabela
1). Com excecdo das cariopses de trigo e das sementes de soja que possuiam diasporos
com alto e baixo padrdo germinativo advindos de lotes comerciais, utilizou-se o estresse
térmico para a formagdo de lotes com baixo padrdo germinativo. Este estresse foi
realizado com auxilio de estufa (Nova Etica®).

A temperatura de estresse térmico para a formacédo do lote de baixo padrédo foi
encontrada nos resultados de ensaios prévios. Para isto, os diasporos dos lotes comerciais
com alto padrdo germinativo foram expostos as temperaturas de 70, 80, 90 e 102 + 1 °C.
Nesses ensaios, avaliou-se também a intensidade do estresse em cada temperatura,
expondo-se os diasporos a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48 e 60 horas em cada temperatura.
Esses testes foram realizados adotando-se a mesma rotina experimental mencionada
anteriormente para os testes prévios de germinacdo. As temperaturas e tempos de
exposicdo que acarretaram em maior tempo inicial de germinacdo e menor
germinabilidade foram utilizadas como estresse térmico para a formacéo do lote de baixo

padrdo germinativo (Tabela 1).

O lote intermediério, por sua vez, originou-se da mistura entre os lotes com maior
e menor padrdo germinativo. Isto foi possivel pela utilizacdo da expressdo
matematica p,  ny i+ p; 3 3 =P, N2, Onde pui, P2 € pus: proporgdo de diasporos
germinados dos lotes de qualidades baixa, intermediaria e alta, respectivamente; e n.1,
N2 e na: tamanho da amostra dos lotes de qualidades baixa, intermediaria e alta,
respectivamente (SANTANA, comunicacdo pessoal). Esta expressdo € baseada no
calculo quimico de diluicdo de substancias. O exemplo abaixo demonstra 0 uso desta

expressao na formacao do lote de sementes de feijao com qualidade intermediéria.
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O lote de baixa qualidade de feijdo possuia 606 sementes para a elaboragcdo do
lote intermediério (nL1 = 606), com germinabilidade de 28% (pL1 = 0,28). Por outro lado,
o0 lote de alta qualidade, que dispunha da maior amostra de trabalho dentre os lotes,
poderia fornecer a quantidade restante (n.s = n) para que a elaboragéo do lote de qualidade
intermediaria fosse viabilizada. A germinabilidade das sementes pertencentes ao lote 3
era de 100% (pL1 = 1). Para que o lote apresentasse qualidade intermediéria, fixou-se que
a germinabilidade deveria ser de 55% (pL1 = 0,55) e para que todos os testes pudessem
ser realizados, era necessaria uma amostra minima de 5000 sementes (nc2). Assim,
substituindo estes valores na expressdo acima, observa-se que aproximadamente 2581
sementes do lote 3 deveriam ser misturadas e homogeneizadas as 606 sementes do lote 1,
para que o lote 2 possuisse a amostra minima de trabalho contendo 55% de

germinabilidade. Diante disto:
Py it Py s = Pp, N
606 0,28 + 1 n = 5000 0,55
n=2750 - 169,68

n ~ 2581sementes
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TABELA 1. Germinabilidade (G) dos didsporos pertencentes aos diferentes lotes das espécies analisadas e o tempo de exposicéo (t) a
temperatura (T) utilizada para a formagé&o do lote de menor germinabilidade. 1: Lote com baixa qualidade fisioldgica; 2: Lote

com qualidade fisiologica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisioldgica. n = 50.

G (%)
Espécie t (h) T (°C)
1 2 3

Phaseolus vulgaris L. 28 55 100 4 90
Helianthus annuus L. 32 55 98 24 102
Zea mays L. (tipo crioulo) 20 55 98 2 90
Zea mays L. (tipo hibrido) 34 55 100 48 90

Glycine max L. 22 56 98 - -

Triticum aestivum L. 21 50 96 - -
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2.2.Avaliacao da dindmica da 4gua em didsporos

O incremento de massa ao longo do tempo foi utilizado como base para mensurar
a hidratacdo dos diasporos. A quantificacdo da massa de cada diasporo foi feita, a cada
hora, com o auxilio de uma balanca digital (BEL Engineering®) com precisdo de 0,0001
g (BRASIL, 2009). Esta operacéo foi efetuada até que ao menos um didsporo de cada lote

das espécies estudadas apresentasse protrusdo do embrido.

Para cada lote e para espécie, foram avaliados 50 diasporos. A semeadura foi
realizada em caixas do tipo gerbox, sobre papel mata-borrdo umedecido com &gua
destilada equivalente, em mL, a seis vezes a sua massa. As caixas foram colocadas sobre
bancada, sob luz branca fluorescente continua (11,29 * 6,84 PAR pmol m?s?) 4 25,3 +
2,5 °C. A umidade do substrato foi mantida com a utiliza¢do de 5 mL de &gua destilada,
aplicada em intervalos de seis horas. Para evitar super ou subestimativa dos resultados,
antes de mensurar a massa, procedeu-se a retirada do excesso da agua que circundava o0s
didsporos, encostando-os rapida e suavemente em papel toalha. Para que o tempo de
hidratacdo fosse 0 mesmo para todos os diasporos estudados, umedeceu-se o mata-borrédo
com intervalo minimo de 15 minutos entre as amostras (n = 50), cada qual representativa

de um dos lotes. Este foi o tempo necessario para a coleta de dados de uma amostra.

A germinabilidade (G) e a viabilidade (V) dos diasporos das amostras utilizadas
para mensurar a dindmica da agua foram analisadas. Estas caracteristicas foram estudadas
48 horas apds o encerramento das analises da dindmica do processo. A viabilidade dos
didsporos, observada com o uso da solugdo do sal cloreto de 2,3,5 — trifenil tetrazélio —
(BRASIL, 2009), foi calculada pela proporcéo de diasporos vidveis em relacdo ao total
posto a germinar (n = 50). Para facilitar a leitura, os dados gerados para esta medida foram
transformados em porcentagens. Os dados de germinabilidade e viabilidade foram
analisados de acordo com os procedimentos estatisticos definidos por Carvalho et al.
(2005) para o estudo da germinagdo ou emergéncia, a partir de pequenas amostras. Para
tanto, fez-se uso do teste t de Student (oo = 0,05), considerando-se as proporcoes de

diasporos germinados.

Os dados de massa coletados ao longo da analise da dindmica da dgua foram
utilizados para a construcao de graficos de incremento acumulativo de massa, ponderada

pela massa inicial. Isto se fez necessario para que a analise da dindmica da dgua em
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diasporos fosse independente da massa inicial do diasporo. Intervalos de confianga (o =
0,05) foram calculados, para cada periodo de tempo, objetivando demonstrar se ha, ou
ndo, dependéncia da qualidade fisioldgica do lote na dindmica da 4gua em di&sporos.

2.3.Calculo do coeficiente de varia¢do da massa (CVm)

Para determinar o tamanho Otimo de amostra, foram utilizados calculos
independentes de coeficientes de variagdo para a massa (CVm), com o n experimental
variando entre 5 e 50 didsporos. Isto foi possivel ao se utilizar a massa obtida na ultima
leitura do teste de dinamica da dgua em diasporos, momento em que houve a primeira
germinagdo, ponderada pela massa inicial destes. O agrupamento dos didsporos foi
realizado por meio de combinacdo matematica. Para esta combinacdo utilizou-se o

método de re-amostragem Bootstrap (EFRON, 1979), com 2000 re-amostragens.

O coeficiente de variacdo da massa foi calculado mediante a expressdo
convencionalmente utilizada para calcular o coeficiente de variacdo de medidas continuas
(COCHRAN, 1977). Para tanto, utilizou-se a expressdao matematica CVm = CV =
(s/x) 100, onde s € o desvio padrdo das massas obtidas para n diasporos na Gltima leitura

do teste de dindmica da 4gua e x é a média geral da massa de n diasporos.

2.4 Estimativa do modelo de Meier e Lessman

A estimativa do modelo proposto por Lessman e Atkins (1963) e aprimorado por

Meier e Lessman (1971) foi realizada por meio da expressdo matematica CV(n) = a/nb,

onde CV(n) é o CVn, entre as amostras de mesmo tamanho, em unidades basicas; a € o
parametro do modelo a ser estimado; n é o tamanho de amostra em nimero de unidades
béasicas; e b é o coeficiente de regressao ou coeficiente de heterogeneidade da germinacéo,
estimado de acordo com Smith (1938). Unidade basica equivale ao menor tamanho de
amostra proposto para o experimento. Neste caso, a unidade basica sera equivalente a um
diasporo. No trabalho original, em que os autores calculam o tamanho 6timo de parcela
experimental, X representa o tamanho da parcela experimental. No entanto, como a
simbologia consagrada de amostra para populacéo finita € n, optou-se por utilizar esta

simbologia.
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Para estimar os parametros a e b do modelo descrito acima, foi realizada a
linearizagdo do modelo por meio do logaritmo na base 10 da fungdo CV(n), como
preconizado por Lessman e Atkins (1963). O parametro a foi inferido como sendo a
variavel independente da regresséo linear dessa funcéo logaritimizada; e o coeficiente b,
como o0 médulo do nimero da variavel dependente. Assim que estipulados, os parametros
foram substituidos na expressdo matematica descrita por Meier e Lessman (1971) para
estimar o ponto de maxima inflexdo da curva do modelo, ou seja, o tamanho 6timo de

amostra.

2.5. Célculo da estimativa do tamanho 6timo de amostra (nc)

O calculo do nc foi realizado mediante a expressdo matematica

1
&2:“)](“’“) (MEIER; LESSMAN, 1971), onde nc é o tamanho 6timo de

ne = [=53
amostra em nimero de unidades basicas; a é o parametro do modelo a ser estimado; b €
0 coeficiente de regressdo ou coeficiente de heterogeneidade da germinagéo. No trabalho
original, em que os autores calculam o tamanho 6timo de parcela experimental, este valor
é simbolizado por Xc. No entanto, como a simbologia consagrada de amostra finita é n,

optou-se por utilizar a simbologia nc.

Como o tamanho 6timo de amostra sera dado em numero de unidades basicas
(U.B.), este tamanho também sera calculado em nimero de didsporos, somando-se 5 ao
valor original em U.B. (1 U.B. = 1 diasporo + 5). Isto foi necessario pelo excesso de
outliers na analise do processo, quando o tamanho da amostra é inferior a cinco diasporos,
0 que automaticamente inviabiliza a utilizacdo de amostras inferiores a este valor para

demonstra-lo.

3. RESULTADOS

Em geral, a dindmica da agua em diasporos possui comportamento especifico, ndo
se distinguindo entre lotes de uma mesma espécie com qualidades fisioldgicas diferentes
(Figura 1). Com excecdo dos dados de sementes de feijao, ha ajuste dos dados de dindmica

da 4gua ao modelo de méaxima curvatura modificado (MMCM) (R%(%) na Figura 2). Isto
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demonstra que o MMCM mostra, de maneira elucidativa, o comportamento da

variabilidade da dindmica da &gua em diadsporos com o incremento da amostra.
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FIGURA 1: Dinamica da agua em didsporos com qualidade fisiolégica distinta. 1, x: Lote de baixa
qualidade fisiolégica; 2, ¢: Lote de qualidade fisioldgica intermediaria; 3, A: Lote com

alta qualidade fisioldgica; Barras representam o intervalo de confianca (o = 0,05).
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FIGURA 2: Coeficiente de variacdo da massa no ultimo ponto de analise da dindmica
da 4gua em diasporos (CVm), obtido por meio de diferentes tamanhos de
amostra e calculado para lotes com qualidades distintas (1: Lote com baixa
qualidade fisioldgica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermediaria; e 3:

Lote com alta qualidade fisioldgica). R?: Coeficiente de determinagio.

A dinamica da agua foi reportada por trés lotes de didsporos com qualidades

distintas, independentemente da espécie (Tabela 2). Dentre as espécies, trigo
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(14% < G < 100%; 32% <V <100%) e girassol (14% <G <100%; 32% <V < 100%)
destacam-se pela maior amplitude da qualidade fisiologica; enquanto feijdo se destaca
pela menor amplitude (28% <G <86%; 58% <V <90%) (Tabela 2). Os testes
preliminares, realizados para a formacéo dos lotes, indicaram visualmente o aumento de
sementes duras de feijdo com o incremento de horas de exposicdo a elevadas

temperaturas.

TABELA 2.Germinabilidade (G) e viabilidade
(V) da amostra de diasporos de lotes
com  qualidades  fisioldgicas
distintas, utilizadas para a andlise
da dindmica da agua. 1: Lote com
baixa qualidade fisioldgica; 2: Lote
com qualidade fisioldgica
intermediaria; 3: Lote com alta
qualidade. n = 50 diasporos.

Espécie Lote G (%)* V (%)*
1 28 ¢ 58 ¢
Phaseolus vulgaris L. 2 60 b 64 b
3 86 a Na
1 14 ¢ 30¢c
Helianthus annuus L. 2 50b 53b
3 100a 100a
Zea mays L. (tipo ; gg g &733 E
crioulo) 3 100a 100a
Zea mays L. (tipo ; 40¢ S0 ¢
hibrido) 2 7ob 82b
3 100a 100a
1 20c 48 ¢
Glycine max L. 2 44 b 62 b
3 92a 92a
1 14 ¢ 32c¢c
Triticum aestivum L. 2 42 b 44 b

3 100a 100a
*: Para cada espécie, valores seguidos de mesma letra

(coluna) néo diferem entre si pelo teste t de Student (o =
0,05).

O numero de didsporos necessario para estudar o processo de dindmica da agua é

similar entre as espécies e entre lotes pertencentes a cada espécie (Tabela 3). Em geral, o
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processo deve ser analisado por meio de uma amostra que contenha entre 5 e 7 diasporos.
Milho tipo crioulo apresenta a maior amplitude de tamanho 6timo de amostra (nc) (5,27
cariopses < nc < 6,65 cariopses) e milho tipo hibrido a menor (5,42 cariopses < nc < 6,24
cariopses). Em termos absolutos, soja é a espécie que exige o maior nc para analisar o
processo de dindmica da agua (6,89 sementes), enquanto girassol é a que exige 0 menor
(5,27 cipselas). Estes numeros sdo ratificados pela analise da variabilidade gerada pelo
tamanho 6timo de amostra (Tabela 3) e por tamanhos de amostra (n) de 5, 10, 20, 25 ou
50 diasporos (Tabela 4). Nota-se que, de fato, a reducdo da variabilidade a partir do
tamanho 6timo de amostra, independente da qualidade do lote analisado, é minima
(Tabelas 3 e 4).

O coeficiente de regressdo (coeficiente de heterogeneidade da germinacéo),
préximo a zero para a maioria dos lotes analisados, mostra que a dindmica da agua entre
os diasporos de cada espécie ocorre similarmente (Figura 2). Por outro lado, ao analisar
a variabilidade, observa-se similaridade entre os lotes de cada espécie e varidvel entre as
espécies, ratificando que o processo provavelmente é uma caracteristica genética. Isto é
reforcado quando se observa o comportamento da dindmica da agua entre cariopses de
milho do tipo hibrido e crioulo (Tabelas 3 e 4). Em geral, o coeficiente de variacao
observado para estes dois tipos de milho, independente da qualidade do lote e da

variedade, é analogo (Tabela 4).

A amplitude de variabilidade da dindmica da dgua em didsporos é de 1,4164 a
15,89% (vide modelo expresso na Figura 2). A maior variabilidade do processo € expressa
por sementes de feijdo; enquanto a menor por cipselas de girassol (Figura 2). Neste
aspecto, o feijdo, com amplitude variando entre 10,68 e 15,89%, se mostra um outlier em
relacdo as demais espécies estudadas, com variacdo entre 1,4164 e 6,1916% (vide modelo

expresso na Figura 2).
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TABELA 3. Coeficiente de variagdo do tamanho 6timo de amostra para a dindmica da &gua em diasporos (CVmnc), coeficiente de
heterogeneidade ou de germinacdo (b) e tamanho 6timo de amostra (nc) em nimero de unidades bésicas (U.B.) e de didsporos de
lotes com qualidades distintas (1: Lote com baixa qualidade fisiologica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermediéria; 3: Lote

com alta qualidade fisioldgica). 1 U.B. = 1 didsporo + 5.

Nc
Especie Lote cvmne (%) U.B. Namero de diasporos
1 0,0036
Phaseolus vulgaris L. 2 0,1289
3 0,077
1 3,01 0,4805 1,29 6,29
Helianthus annuus L. 2 1,81 0,1852 0,27 5,27
3 2,26 0,2325 0,42 5,42
1 3,27 0,2007 0,52 5,52
Zea mays L. (tipo crioulo) 2 2,52 0,1405 0,27 5,27
3 4,79 0,3974 1,65 6,65
1 3,54 0,4002 1,23 6,23
Zea mays L. (tipo hibrido) 2 3,46 0,412 1,24 6,24
3 2,24 0,231 0,42 5,42
1 3,31 0,2938 0,81 5,81
Glycine max L. 2 4,04 0,391 1,36 6,36
3 4,60 0,4652 1,89 6,89
1 3,21 0,4566 1,30 6,30
Triticum aestivum L. 2 2,05 0,192 0,31 531
3 1,86 0,225 0,34 5,34
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TABELA 4. Coeficiente de variacdo da massa no ultimo tempo de analise da dindmica da agua em diasporos (CVm), calculado para lotes com
qualidades distintas, obtido por meio de tamanhos de amostra (n), convencionalmente utilizados para mensurar o processo. 1: Lote

com baixa qualidade fisioldgica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermediaria; e, 3: Lote com alta qualidade fisioldgica.

CVm (%)
Espécie Lote N
5 10 15 20 25 50
1 15,80 15,76 15,72 15,71 15,67 15,80
Phaseolus vulgaris L. 2 9,95 9,10 8,33 8,09 7,40 9,95
3 9,44 8,94 8,48 8,34 7,90 9,44
1 1,57 0,52 0,81 0,72 0,52 1,57
Helianthus annuus L. 2 1,05 0,69 0,81 0,78 0,69 1,05
3 1,27 0,74 0,92 0,87 0,74 1,27
1 2,08 1,81 1,58 151 1,31 2,08
Zea mays L. (tipo crioulo) 2 1,68 1,52 1,38 1,34 1,21 1,68
3 3,08 2,34 1,77 1,62 1,23 3,08
1 2,02 1,53 1,16 1,06 0,80 2,02
Zea mays L. (tipo hibrido) 2 1,95 1,46 1,10 1,00 0,75 1,95
3 1,26 1,08 0,92 0,87 0,74 1,26
1 1,94 1,58 1,29 1,21 0,99 1,94
Glycine max L. 2 2,43 1,85 1,41 1,29 0,99 2,43
3 2,93 2,12 1,54 1,39 1,00 2,93
1 1,73 1,26 0,92 0,83 0,61 1,73
Triticum aestivum L. 2 1,20 1,05 0,92 0,88 0,77 1,20
3 1,02 0,87 0,74 0,71 0,61 1,02
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4. DISCUSSAO

O tamanho 6timo de amostra para a analise do processo da dindmica da agua € de
7 diasporos, independente da espécie. Este processo é freqiientemente abordado como
marcador cronologico para trabalhos que contemplam aspectos moleculares (bioquimica,
genética, protedmica, dentre outras) e agronémicos (priming em sementes), bem como
marcador fisiologico para trabalhos que estudam dorméncia e outros aspectos da
germinacao stricto sensu (BLACKLOW, 1972; EGLEY; PAUL JR., 1981; BRADFORD,
1990; ZHOU et al., 1999; HESCHEL et al., 2008; PATANE et al., 2009; IGLESIAS-
FERNANDEZ etal., 2011; KAMKAR etal., 2012; QUEIROZ et al., 2012; WINDAUER
et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). Ademais, recentemente a dindmica da agua em
diasporos tem desempenhado papel crucial em modelos que estudam condicdes de
estresse em campo, com a funcdo de predizer o estande de cultivo (BRADFORD, 1990;
FINCH-SAVAGE et al., 2007; WINDAUER et al., 2012). Contudo, ha grande amplitude
entre os tamanhos de amostras adotados para demonstrar o processo (vide SHULL, 1913;
WOODSTOCK; GRABE, 1967; BANSAL et al., 1980; HERNANDEZ; ORIOLI, 1985;
WIERZBICKA; OBIDZINSKA, 1998; FINCH-SAVA et al., 2005; PAIVA et al., 2006;
HESCHEL et al., 2008; PRESTON et al., 2009; LEI, 2010; PATANE et al., 2009;
MATARUGA et al., 2010; WANG et al., 2012; WINDAUER et al., 2012). Sabe-se que
tamanhos de amostras distintos, utilizados para analisar uma mesma caracteristica, podem
gerar incoeréncia entre os resultados, o que dificulta comparacdes (STORCK et al., 2010;
STORCK, 2011). No caso da dindmica da agua em didsporos, isto pode inviabilizar a
producdo das curvas que demonstram o processo e torna-lo um marcador ineficaz, o que
poderia, em efeito cascata, desarticular trabalhos mais elaborados, como aqueles com

foco molecular.

O presente trabalho indica que ndo ha distingGes especificas do tamanho 6timo de
amostra e que pequenas amostras, i.e., sete didsporos, sdo capazes de gerar resultados
estatisticamente confidveis para demonstrar a dindmica da agua em diasporos. E
importante ressaltar que o tamanho 6timo de amostra mensura o esforco amostral. Na
verdade, esta deveria ser a primeira etapa de qualquer trabalho e algumas areas atentam
para isto como a ecologia, certamente por envolver atividades extenuantes em campo
heterogéneo como € o caso do estudo da vegetacdo nativa, muito diferente dos campos
agronémicos de producdo agricola (STORCK et al., 2010; STORCK, 2011; SANTANA
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et al., 2012; PEREIRA; SANTANA, 2013; RIBEIRO-OLIVEIRA et al., 2013;
RIBEIRO-OLIVEIRA; RANAL, 2014). Em adicdo, por se tratar de amostras muito
pequenas, o uso do bootstrap (EFRON, 1979) faz-se necessario. Esta técnica, baseada na
re-amostragem sucessiva com reposicao a partir da amostra original (EFRON, 1979), é
uma forma eficiente de assegurar que os modelos analiticos sdo confidveis e irdo produzir
resultados precisos (EFRON, 1979; IBM, 2014). O bootstrap facilmente estima a
distribuicdo normal de um estimador, reduz o impacto de outliers e anomalias, além de
gerar estimativas do erro padrdo e intervalos de confianca de parametros populacionais
(IBM, 2014). Por este motivo, recomenda-se o0 uso do bootstrap sobre os dados originais

de dindmica da 4gua em di&sporos.

A dindmica da &gua em didsporos é notoriamente regida, sobretudo, pelo
contrabalancear entre o potencial hidrico e o potencial osmoético, tanto dos diasporos
guanto do substrato onde estejam (BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997;
BEWLEY et al., 2013). A regulacdo destes potenciais, por sua vez, em muito esta
associada com a viabilidade do embrido e de todos os tecidos que o circundam
(BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; BEWLEY et al., 2013). De maneira
pratica, quanto menos viaveis estiverem os tecidos do didsporo, maior a deterioracao das
membranas e, consequientemente, menor a qualidade fisiol6gica e a capacidade de regular
a entrada e saida de agua e outros solutos do interior das células (POWEL et al., 1984).
Além disto, concebeu-se que esse processo contempla trés fases, sendo a primeira (Fase
I ou embebicdo) uma etapa fisica, e as demais (Fases Il e 111) fisico-quimicas (BEWLEY;
BLACK, 1985; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010;
WEITBRECHT et al., 2011 RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Assim, era
esperado que a qualidade fisioldgica dos diasporos apresentasse importante papel neste
processo de dinamica, sobretudo a partir da Fase Il (BEWLEY; BLACK, 1985;
BEWLEY; BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005). Contudo, o presente trabalho
demonstrou que a dindmica da &gua em diasporos ndo é afetada pela qualidade fisioldgica

do lote.

A dindmica da agua em diasporos € um processo muito estavel e com forte
caracteristica da espécie. Isto é comprovado pelo baixo coeficiente de heterogeneidade
da germinacdo (b), independente da qualidade fisiologica do lote, de todas as especies e
ratificado pela conformacdo da curva e variabilidade (entre cariopses e entre amostras

com tamanhos distintos), conforme foi observado em milho do tipo crioulo e hibrido. O
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coeficiente de heterogeneidade da germinacdo € um coeficiente de regressdo que
originalmente foi denominado de indice de heterogeneidade do solo e varia entre 0 e 1
(SMITH, 1938; SWALLOW; WEHNER, 1986; ZANG et al. 1994), onde valores mais
proximos de zero mostram germinacdo altamente similar. Na literatura, € comum
encontrar a dindmica da agua como sendo um processo varietal (MARCOS FILHO,
2005). Os resultados aqui reportados, demonstrados por meio da analise de cariopses de
milho do tipo crioulo e hibrido, mostram que existem peculiaridades varietais, mas ha

maior peso da espécie.

O Modelo de Maxima Curvatura Modificada (MMCM) se mostrou confidvel para
predizer a variabilidade da dindmica da 4&gua em diasporos com o incremento da amostra.
Este modelo também foi utilizado para trabalhos com diasporos de espécies florestais,
mas mensurando a variabilidade da germinabilidade (RIBEIRO-OLIVEIRA, 2011). O
principio do método ¢ a analise da reducao da variabilidade por meio da observacéo da
variancia ou do coeficiente de variacdo entre amostras com tamanho crescente em nimero
de unidades basicas (SMITH, 1938; LESSMAN; ATKINS, 1963; MEIER; LESSMAN,
1971). Contudo, a eficacia do modelo esta associada com o preceito tradicional de que
com o incremento da amostra ha reducdo da variabilidade e, conseqilientemente, da
variancia e/ou coeficiente de variacdo (COCHRAN 1977; THOMPSON 1987; WONG;
WU 2002). Assim, quando a variabilidade entre os diferentes tamanhos de amostra e/ou
entre individuos de uma mesmo tamanho de amostra, mensurados por b, é nula ou quase
nula, ndo ha ajuste ao modelo. Isto foi 0 que aconteceu com a dindmica da agua em

sementes de feijdo.

As sementes de feijdo, independente da qualidade do lote, foram as que
apresentaram menor variabilidade entre si e entre diferentes tamanhos de amostra (vide
b). Isto provavelmente esta associado a grande eficacia do hilo como valvula higroscopica
(SOUZA; MARCOS FILHO, 2001). Embora o tegumento das sementes desta leguminosa
seja extremamente fino, muito da entrada da &gua em sementes de feijdo é governada pelo
hilo (SOUZA; MARCOS FILHO, 2001; KIKUCHI et al. 2006). E interessante ressaltar
que o lote de pior qualidade desta espécie, que apresentou a menor variabilidade entre
sementes e entre tamanhos de amostra distintos, resultou da exposi¢do continua destas,
ainda secas, a elevada temperatura. As sementes deste lote foram utilizadas para a
elaboracdo do lote de qualidade intermediaria, o qual demonstrou a maior variabilidade

entre sementes e entre tamanhos de amostras distintos. Neste aspecto, sabe-se que
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sementes de leguminosas cuja planta-mae foi exposta a elevadas temperaturas na ocasido
da sua formacdo e desenvolvimento, apresentam tegumentos mais espessos e, por isto,
com maior dureza tegumentar (SOUZA; MARCOS FILHO, 2001). Contudo, € muito
restrita a literatura que menciona as alteracbes morfofisioldgicas de sementes de
leguminosas submetidas a elevadas temperaturas (acima de 60 °C) apds a dispersdo. O
fato da exposicdo em alta temperatura por periodos prolongados terem aumentado o
namero de sementes duras, possibilita inferir que, além da eficacia do hilo como vélvula
higroscdpica, outra possivel causa para a ndo adequabilidade das sementes de feijdo ao
modelo pode ser uma inducdo de dorméncia secundaria por meio de elevadas

temperaturas.

Ainda em se tratando das sementes de feijdo, algo interessante de ser ressaltado
foram os elevados coeficientes de variagdo (vide CVn individuais para cada tamanho de
amostra). Mesmo nos lotes que aparentemente ndo apresentavam problemas quaisquer
para a dindmica da &gua, a variabilidade foi muito superior a das demais espécies. O
binbmio morfo-anatomia e composic¢ao de reserva podem explicar o motivo da grande
variabilidade das sementes de feijao em relacdo as demais espécies. Apenas feijdo e soja,
que também apresentou coeficiente de variacdo superior ao das demais espécies,
possuiam sementes; ao passo que as demais apresentavam unidades de dispersao do tipo
cariopse e cipsela (MARZINEK et al., 2008; BRASIL, 2009). Pensando que a embebicio
€ um processo que leva a hidratacdo das partes mais externas para a mais internas do
diasporo (vide capitulo I), provavelmente as estruturas que envolvem os tegumentos
verdadeiros das unidades de dispersdo servem como homogeneizadores da entrada da
agua. Em adicdo, o feijdo é uma espécie cujas sementes sdo aleuro-amilaceas, com
predominancia amilacea; enquanto a soja é aleuro-oleaginosa, com predominancia
proteica; o girassol, oleaginosa; e as demais estudadas sdo amilaceas (BEWLEY;
BLACK, 1994; MARCOS FILHO, 2005; CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Neste
aspecto, sabe-se que as proteinas sdo as moléculas que tém mais afinidade por agua,
seguidas do amido e do lipidio, respectivamente (BUCKERIDGE et al., 2004). Assim,
mesmo que a soja seja dispersa por sementes ao inveés de didsporos, seu ritmo de absorgédo
e habilidade de retencéo de 4gua séo teoricamente superiores aos das sementes de feijao.
Isto explica porque, mesmo que as duas espécies sejam pertencentes a familia Fabaceae
e mesmo que apresentem morfo-anatomia similar, apresentem a dindmica da agua

diferenciada.
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5. CONCLUSOES

O Modelo de Maxima Curvatura Modificada (MMCM) é um método adequado para
mensurar a variabilidade da dindmica da &gua em diasporos da maioria das espécies e,
consequentemente, obter o tamanho 6timo de amostra para a analise deste processo. O
tamanho Otimo de amostra para analisar a dindmica da agua € de 7 diasporos,

independente da espécie.
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CAPITULO 111

MENSURANDO A DINAMICA DA AGUA EM DIASPOROS: UM CAMINHO
PARA CONTEMPLAR A GERMINACAO STRICTO SENSU

RESUMO

Praticamente ndo se mensura a dindmica da agua em didsporos, mas se este processo
demonstra a germinacao de um diasporo, ndo seria interessante mensura-lo? Este capitulo
disponibiliza medidas de dindmica capazes de quantificar o processo de maneira acurada
e, por meio da taxa (velocidade), prop6e uma releitura das fases de germinacdo. Para
tanto, utilizou-se diasporos pertencentes a trés lotes com qualidades distintas, de cinco
espécies com grande relevancia agricola. Estes diasporos (n = 50) foram colocados em
contato com a gua e analisados, a cada hora, até que houvesse ao menos uma protrusao
de embrido por amostra de cada lote. Os dados de massa coletados foram utilizados para
calcular as diversas medidas do processo (coeficiente de difusdo inicial, entropia,
uniformidade, velocidade e aceleracéo da absor¢do de agua por didsporos). As curvas de
incremento de massa ponderada demonstraram que a germinacdo ocorre de maneira
similar, independente da qualidade fisiolégica do lote ou da espécie em estudo. As
medidas de dindmica da dgua em didsporos sdo viaveis para inferéncias da germinacao
stricto sensu. Dentre as medidas, a taxa da dindmica da agua (velocidade) demonstra
diversas fases metabolicas da germinacao. Por fim, o processo germinativo ndo é trifasico,
mas polifasico e, uma peculiaridade especifica, com tracos varietais.

Palavras-chave: Embebicdo; unidades de dispersdo, medidas de dindmica da agua;
germinacao stricto sensu

ABSTRACT

If water dynamics demonstrates the germination of a diaspore, wouldn’t it be interesting
to measure it? This chapter provides dynamic measures capable of accurately quantifying
the process through rate (speed), and proposes a rereading of the phases of germination.
To this end, diaspores belonging to three lots with distinct qualities, of five species with
great agricultural significance were used. These diaspores (n = 50) were placed in contact
with water and weighed, every hour, until, at least, one embryo protrusion occurred in
each sample of each lot. Mass data collected were used to calculate the various measures
of the process (initial diffusion coefficient, entropy, uniformity, speed and acceleration
of water absorption for diaspores). The weighted mass increment curves showed that
germination occurs in a similar manner, independent of the physiological quality of the
lot or of the species under study. Measures of water dynamics on diaspores are viable for
inferences of germination stricto sensu. Among the measures, the rate of water dynamics
(speed) demonstrates various metabolic phases of germination. Finally, the germinal
process is not triphase, but polyphase and, in a specific point, with varietal traits.

Keywords: Imbibition; dispersing units, measures of water dynamics; germination stricto
sensu.
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1. INTRODUCAO

A dindmica da &gua em didsporos demonstra o caminhar da germinacdo
(BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI
etal., 2010; RAJJIOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Entretanto, € pouco explorada
e, muitas vezes, negligenciada, muito pela falta de ferramentas que permitem quantifica-
la. Assim, ferramentas que contextualizam o estudo detalhado da dindmica da 4gua em
diasporos sao de grande valia e podem contribuir de maneira ampla para esclarecimentos

quanto as questdes germinativas ainda ndo respondidas.

H& muito a germinacdo é quantificada a partir da protrusdo do embrido através
dos tegumentos e outras estruturas de revestimento de um didsporo (LABOURIAU, 1983;
BEWLEY, BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; RAJJOU et al.,
2012; BEWLEY et al., 2013). Este fundamento basico permiteu que diversos critérios
praticos de avaliagdo da germinacdo fossem elaborados, destacando-se o boténico
(protrusé@o do embri&o) e o agronémico (formacdo de uma plantula com estruturas ditas
essenciais para manutencao no campo) (BRASIL, 2009; BEWLEY, 1997; NONOGAKI
et al., 2010; BEWLEY et al., 2013). Entretanto, a germinacéo € um complexo processo,
iniciado com a absorcdo de &gua pelos tecidos do diasporo, que desencadeia varias
mudancas fisicas e metabdlicas, e encerrado com a protrusao do embrido. A este percurso
¢ dado o nome de germinacédo stricto sensu e as etapas subsequentes 0 nome de pos-
germinacdo (sensu BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). Para se mensurar a
germinacdo propriamente dita, € necessario acompanhar a dindmica da agua em
didsporos. Por isto, varios trabalhos utilizam este processo de dindmica como marcador
cronoldgico e/ou fisiologico para se estudar questdes germinativas (BLACKLOW, 1972;
EGLEY; PAUL JR., 1981; BRADFORD, 1990; ZHOU et al., 1999; HOLDSWORTH et
al., 2008; HESCHEL et al., 2008; PATANE et al., 2009; IGLESIAS-FERNANDEZ et
al.,, 2011; KAMKAR et al., 2012; PAULA et al.,, 2012; QUEIROZ et al., 2012,
WINDAUER et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). Como pode ser observado, a
germinacdo e a dindmica da agua em diasporos sdo eventos distintos, mas concomitantes

e que se influenciam. Como consequéncia, ao s mensurar um; mensurar-se-a o outro.

Os primordios do estudo da germinagdo se deram com a construcdo de graficos
acumulativos, chamados de curva acumulativa de germinagdo (RANAL; SANTANA,

2006; McNAIR et al., 2012), que permiteam, de forma pouca acurada e indireta, avaliar
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a velocidade e o tempo de germinacéo, alem da propria germinabilidade. Por isto, varios
pesquisadores lancaram mao de medidas que contemplam a uniformidade, a sincronia e
a velocidade da germinacdo (RANAL; SANTANA, 2006; McNAIR et al., 2012). Estas
medidas foram desenvolvidas ao longo de varios anos e sé recentemente atingiram sua
plenitude de utilizacdo, muito devido a revisdes sobre o assunto (vide RANAL;
SANTANA, 2006; RANAL etal., 2009; McNAIR et al., 2012). Paralelo a isto, a dindmica
da &gua em diasporos ainda é demonstrada apenas por meio de gréficos (BEWLEY;
BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010;
PAULAetal., 2012; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY etal., 2013). Contudo, um processo
dindmico e termodindmico (LABOURIAU; PACHECO, 1976), que envolve
metabolismo e catabolismo, certamente pode ser estudado por meio de medidas que
contemplem entropia, velocidade e uniformidade. Partindo deste pressuposto, este
capitulo propde medidas que mensuram o processo de dindmica da agua em diasporos e
que podem ser utilizadas para estudar o processo germinativo em si. O capitulo também
aponta a melhor medida para mensurar a germinacdo, demonstra matematicamente o
carater polimodal da germinacdo stricto sensu e caracteriza, por meio das medidas
propostas, a germinacdo de diasporos de feijao, girassol, milho tipo crioulo e hibrido, soja

e trigo.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Diésporos estudados e classificacdo em lotes

Para estudar a dindmica da agua, fez-se uso de diasporos de espécies com grande
relevancia socioecondmica mundial e sem empecilhos aparentes para a germinacao.
Assim, foram estudas cariopses de milho hibrido transgénico P3646H (Zea mays L. tipo
hibrido), crioulo cultivar caiano (Zea mays L. tipo crioulo) e cultivar de trigo BRS 254
(Triticum aestivum L.); sementes da cultivar de soja transgénica NA5909RR (Glycine
max L.), da de feijdo BRS Horizonte (Phaseolus vulgaris L.) e cipselas do hibrido de

girassol Helio 360 (Helianthus annuus L.).

Empresas privadas e institui¢cdes de pesquisa do ramo sementeiro cederam esses
diasporos por meio de lotes comerciais sem qualquer tratamento quimico. A qualidade

fisiologica dos lotes, inferida pela germinabilidade, viabilidade e tempo inicial de
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germinacdo, foi avaliada por meio de testes prévios de germinacdo. Estes foram
conduzidos com pequenas amostras (n =50) de cada lote. Para tanto, semeou-se 0s
didsporos em caixas do tipo gerbox, sobre papel mata-borrdo umedecido com &gua
destilada, o equivalente, em mL, a 2,5 vezes a massa deste. A conducéo foi realizada em
bancada de laboratorio a 25,3 £ 2,5 °C e luz branca fluorescente continua (11,29 * 6,84

umol m2 s PAR). O critério de germinacéo adotado foi a protruséo do embriZo.

Foram designados como lotes com baixo padrédo aqueles que apresentaram
germinabilidade entre 1 e 40%; de médio entre 41 e 79% e de alto entre 80 e 100% (Tabela
1). Com excecdo das cariopses de trigo e das sementes de soja que possuiam diasporos
com alto e baixo padréo germinativo advindos de lotes comerciais, utilizou-se o estresse
térmico para a formagdo de lotes com baixo padrdo germinativo. Este estresse foi

realizado com auxilio de estufa (Nova Etica®).

A temperatura de estresse térmico para a formacédo do lote de baixo padrédo foi
encontrada nos resultados de ensaios prévios. Para isto, os didsporos dos lotes comerciais
com alto padrdo germinativo foram expostos as temperaturas de 70, 80, 90 e 102 + 1 °C.
Nesses ensaios, avaliou-se também a intensidade do estresse em cada temperatura,
expondo-se os diasporos a 2, 4, 6, 8, 10, 12, 24, 36, 48 e 60 horas em cada temperatura.
Esses testes foram realizados adotando-se a mesma rotina experimental mencionada
anteriormente para os testes prévios de germinagdo. As temperaturas e tempos de
exposicdo que acarretaram em maior tempo inicial de germinacdo e menor
germinabilidade foram utilizadas como estresse térmico para a formacéo do lote de baixo

padrdo germinativo (Tabela 1).

O lote intermediério, por sua vez, originou-se da mistura entre os lotes com maior
e menor padrdo germinativo. Isto foi possivel pela utilizacdo da expressdo
matematica p, | n 1+ p;; n3=p;, o, ONde pui, Pz € pus: proporcdo de diasporos
germinados dos lotes de qualidades baixa, intermediaria e alta, respectivamente; e ni1,
N2 e nws: tamanho da amostra dos lotes de qualidades baixa, intermediaria e alta,
respectivamente (SANTANA, comunicacdo pessoal). Esta expressdo € baseada no
calculo quimico de diluicdo de substancias. O exemplo abaixo demonstra o uso desta

expressao na formacao do lote de sementes de feijdo com qualidade intermediéria.

O lote de baixa qualidade de feijdo possuia 606 sementes para a elaboracdo do

lote intermediério (nL1 = 606), com germinabilidade de 28% (p.L1 = 0,28). Por outro lado,
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o lote de alta qualidade, que dispunha da maior amostra de trabalho dentre os lotes,
poderia fornecer a quantidade restante (n.s = n) para que a elaboragéo do lote de qualidade
intermediéria fosse viabilizada. A germinabilidade das sementes pertencentes ao lote 3
era de 100% (pL: = 1). Para que o lote apresentasse qualidade intermediéria, fixou-se que
a germinabilidade deveria ser de 55% (pL1 = 0,55) e para que todos os testes pudessem
ser realizados, era necessaria uma amostra minima de 5000 sementes (nr2). Assim,
substituindo estes valores na expresséo acima, observa-se que aproximadamente 2581
sementes do lote 3 deveriam ser misturadas e homogeneizadas as 606 sementes do lote 1,
para que o lote 2 possuisse a amostra minima de trabalho contendo 55% de

germinabilidade. Diante disto:
Dy M1t P33 = Pry N2
606 0,28 + 1 n = 5000 0,55
n=2750 - 169,68

n ~ 2581sementes

61



TABELA 1. Germinabilidade (G) prévia dos didsporos pertencentes aos diferentes lotes das espécies analisadas e o tempo de exposi¢do

() a temperatura (T) utilizada para a formacéo do lote de menor germinabilidade. 1: Lote com baixa qualidade fisiologica; 2:

Lote com qualidade fisiologica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisiologica. n = 50 diasporos.

G (%)
Espécie t (h) T (°C)
1 2 3

Phaseolus vulgaris L. 28 55 100 4 90
Helianthus annuus L. 32 55 98 24 102
Zea mays L. (tipo crioulo) 20 55 98 2 90
Zea mays L. (tipo hibrido) 34 55 100 48 90

Glycine max L. 22 56 98 - -

Triticum aestivum L. 21 50 96 - -
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2.2.Avaliacao da dindmica da 4gua em didsporos

O incremento de massa ao longo do tempo foi utilizado como base para mensurar
a hidratacdo dos diasporos. A quantificacdo da massa de cada diasporo foi feita, a cada
hora, com o auxilio de uma balanca digital (BEL Engineering®) com precisdo de 0,0001
g (BRASIL, 2009). Esta operacéo foi efetuada até que ao menos um diésporo de cada lote

das espécies estudadas apresentasse protrusdo do embrido.

Para cada lote de cada espécie, foram avaliados 50 diasporos. A semeadura foi
realizada em caixas do tipo gerbox, sobre papel mata-borrdo umedecido com &agua
destilada equivalente, em mL, a seis vezes a sua massa. As caixas foram colocadas sobre
bancada, sob luz branca fluorescente continua (11,29 * 6,84 umol m? s® PAR) a 25,3 +
2,5 °C. A umidade do substrato foi mantida com a utiliza¢do de 5 mL de &gua destilada,
aplicada em intervalos de seis horas. Para evitar super ou subestimativa dos resultados,
antes de mensurar a massa, procedeu-se a retirada do excesso da dgua que circundava 0s
didsporos, encostando-os rapida e suavemente em papel toalha. Para que o tempo de
hidratacdo fosse 0 mesmo para todos os diasporos estudados, umedeceu-se o mata-borrédo
com intervalo minimo de 15 minutos entre as amostras (n = 50), cada qual representativa
de um dos lotes. Este foi o tempo necessario para a coleta de dados de uma amostra.
Dentre os 50 diasporos analisados, 10 (n = 10) foram escolhidos aleatoriamente para
representar a dindmica da agua em diasporos de cada lote (vide tamanho 6timo de amostra
necessario para se estudar o processo no capitulo 11). E importante ressaltar que os ensaios
foram conduzidos sobre bancada, pois o curto intervalo de leitura de cada amostra
representativa de cada lote, foi muito pequeno (15 minutos) e, deste modo, a abertura
sucessiva da camara de germinacdo geraria maior variacdo experimental do que a

exposicao sobre a bancada.

A germinabilidade (G) e a viabilidade (V) dos diasporos das amostras utilizadas
para mensurar a dindmica da dgua foram analisadas. Estas caracteristicas foram estudadas
48 horas apds o encerramento das analises da dindmica do processo. A viabilidade dos
diasporos, observada com o uso da solugédo do sal cloreto de 2,3,5 — trifenil tetrazélio —
(BRASIL, 2009), foi calculada pela proporcéo de diasporos vidveis em relacdo ao total
posto a germinar (n = 50). Para facilitar a leitura, os dados gerados para esta medida foram
transformados em porcentagens. Os dados de germinabilidade e viabilidade foram
analisados de acordo com o0s procedimentos estatisticos definidos por Carvalho et al.
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(2005) para o estudo de germinacdo ou emergéncia a partir de pequenas amostras. Para
tanto, fez-se uso do teste t de Student (a = 0,05) considerando as propor¢oes de didsporos

germinados.

Os dados de massa coletados ao longo da analise da dindmica da &gua foram
utilizados para a construcao de graficos de incremento acumulativo de massa, ponderada
pela massa inicial. Os dados brutos, sem ponderacédo e re-amostrados 2000 pelo método
do Bootstrap (EFRON, 1979), também foram utilizados para o célculo do coeficiente de
difusdo da fase inicial (D). Isto se fez necessario para que a analise da dinamica da agua
em diasporos fosse independente da massa inicial do diasporo. Intervalos de confianca (o
= 0,05) foram calculados, para cada periodo de tempo, objetivando demonstrar se ha, ou
ndo, dependéncia da qualidade fisioldgica do lote na dindmica da &gua em didsporos.

2.3.Caracteristicas da dinamica da agua em diasporos

Os dados de massa coletados ao longo da anélise da dindmica da &gua em
diasporos, apds sofrerem 2000 re-amostragens sucessivas pelo método de bootstrap
(EFRON, 1979), foram utilizados para construir graficos de incremento ponderado de
massa, de taxa de absorcdo e uniformidade de absorcdo da agua por diasporos. Além
disto, estes dados foram utilizados no célculo da entropia, uniformidade, velocidade e
aceleracdo média da absorcdo da agua por diasporos e o coeficiente de difusdo da fase

inicial da dindmica da agua.

O incremento ponderado de massa foi expresso pelo ganho de massa que 0s
diasporos obtiveram durante as andlises, ponderado pela massa inicial destes. A taxa de
absorcdo foi calculada por meio da expressdo matematica:

Taxa — (mi+1 - ml)/
Ha20 T i(my, —my)

Onde:

Taxay,o: velocidade de absorgdo de agua por diasporos; mi+1: massa do(s)
diasporo(s) no intervalo i e k de exposi¢éo a agua; m;: massa do(s) didsporo(s) no intervalo
anterior ao i+l intervalo de exposi¢do a &gua; k: dltimo intervalo de exposicdo dos

didsporos & agua. A aceleracdo de absorcdo foi obtida por meio da derivada desta
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expressdo (ay,o= dTaxay, ). A entropia da dindmica da agua em diasporos foi estimada

pela expresséo:
En,0 = (Miy1 —my)/(m; —myg)
Onde:

Ey,o: entropia da dindmica da agua em diasporos ao absorver agua; mi+1: massa
do(s) diasporo(s) no intervalo i de exposicdo dos didsporos a agua; m;: massa do(s)
diasporo(s) no intervalo anterior ao i+1 intervalo de exposi¢do dos didsporos a agua; mo:
massa inicial dos diasporos, antes da exposicao a agua. A Uniformidade da absorcédo da

agua por diasporos ( Uy, ) foi obtida por meio da derivada desta expressdo
(UHZO = aEHZO)-

O coeficiente de difusdo da fase inicial da dinamica da agua (D) foi calculado de
acordo com Crank (1975), por meio da equacdo da segunda Lei de Fick. Para tanto, fez-

se uso da expresséo:
M 1
t/Moo =1- 6/712 Z ﬁexp(— Dn?m?t/a?)
n=1

Onde:

M, massa total de diasporos no tempo t; M,,: massa total de didsporos no tempo
infinito; n: nimero de mols da &gua; D: coeficiente de difusdo; t: tempo de andlise t; a:

raio, imaginario, ou ndo, dos didsporos.

A entropia (Ey,0), a uniformidade (Uy,, ), a velocidade (vy,) e aceleracdo

média (ay, o) da absorcdo da agua por diasporos foram obtidas por meio das expressdes:

1 (v
EH20 = 7 (dE) at
0

— 1 otf
UH20 == ;fo (dU)at

_1 ftf<dM>at
Y0 =55 ), \ae

1 J‘tf(dTaxa> 5
0= 1r | Tar

Onde:
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En,o: entropia média da dindmica da 4gua em diasporos em absorver 4gua; Vg, o:
velocidade média da absorgdo de agua por diasporos; @y, aceleragdo media da absorgao
de agua por diasporos; Ey,o: entropia da dindmica da agua em diasporos em absorver
agua; Taxa: taxa instantanea da absorcao de dgua por diasporos; Taxa = Z—A:; tf: Gltimo
tempo de andlise da dindmica da &gua em diasporos; dt: variacao do tempo da dindmica
da agua em diasporos; M: massa dos diasporos no tempo t.

O incremento de massa ponderada, a entropia (Ey, ), a uniformidade (U), entropia
média (m) e uniformidade média (m) sdo medidas adimensionais. O coeficiente de
difuséo (D) da fase inicial da dindmica é dado por meio de horas™ (h!). A taxa (Taxay, o)

e a velocidade média (7,,) sédo dadas em gramas de dgua por hora (gu,o h™'). A

aceleragdo (ap,) € a aceleragcdo média (ay,o) sdo dadas em gramas de agua pelo

quadrado da hora (gy,o h™2).

Partindo do pressuposto de que a velocidade é uma grandeza estreitamente

relacionada ao metabolismo, utilizou-se a Taxay,, para estabelecer etapas (fases) da
germinacgdo stricto sensu de diasporos. A mudanca brusca na inflexdo da Taxay,o

(derivada segunda igual a zero) foi considerada o limiar dessas etapas.

Todos os célculos e rotinas de elaboracdo de graficos foram realizados por meio
do coédigo de programacdo Fortran 90 (codigo derivada — 34.f 90), que se encontram
anexados (Anexo 1). A rotina seguiu trés etapas basicas, sendo a primeira de ajuste de
uma curva por “splines ctbicos”; a segunda, partindo deste ajuste, sendo a derivagdo de
taxa para a obtencdo da aceleracdo e da entropia para obtencdo da uniformidade de
absorcéo de agua por diasporos; e a Ultima etapa, sendo a integracdo das curvas para a
obtencdo dos valores de entropia média, uniformidade média, aceleracdo média e
velocidade média.

3. RESULTADOS

A dindmica da agua foi caracterizada por trés lotes de diasporos com qualidades
distintas, independentemente da espécie (Tabela 2). Dentre as espécies, trigo
(14% < G <100%; 32% <V <100%) e girassol (14% <G <100%; 32% <V < 100%)
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destacaram-se pela maior amplitude da qualidade fisioldgica; enquanto feijdo se destacou
pela menor amplitude (28% < G < 86%; 58% <V <90%) (Tabela 2).

TABELA 2. Germinabilidade (G) e viabilidade
(V) da amostra de diasporos de lotes
com  qualidades  fisiologicas

distintas, utilizadas para a andlise

da dindmica da agua. 1. Lote com
baixa qualidade fisioldgica; 2: Lote
com qualidade fisioldgica
intermediaria; 3: Lote com alta

qualidade. n = 50 diasporos.

Espécie Lote G (%)* V (%)*
1 28 ¢ 58¢c
Phaseolus vulgaris L. 2 60 b 64 b
3 86 a 90a
1 1l4 ¢ 30c
Helianthus annuus L. 2 50b 53b
3 100a 100a
1 40 ¢ 54 ¢
Zea mays L. (tipo crioulo) 2 68 b 70Db
3 100a 100a
1 40 c 50c
Zea mays L. (tipo hibrido) 2 70b  82b
3 100a 100a
1 20c 48 ¢
Glycine max L. 2 44 b 62 b
3 92a 92a
1 1l4 ¢ 32¢c
Triticum aestivum L. 2 42 b 44 b
3 100a 100a

*. Para cada espécie, valores seguidos de mesma letra

(coluna) ndo diferem entre si pelo teste t de Student (o =

0,05).

As medidas utilizadas para quantificar a dindmica da agua nao foram capazes de

detectar as qualidades fisioldgicas distintas dos lotes, independente da espécie (Tabela 3).
Contudo, o coeficiente de difusdo inicial demonstra melhor o peso da qualidade
fisioldgica na reidratacdo dos tecidos dos diasporos, embora ndo haja padréo entre as
espécies e, nem mesmo, entre variedades de uma espécie (Tabela 3). Os maiores

coeficientes de difusdo foram obtidos para cariopses de milho tipo hibrido, o que mostra

67



que estas unidades de dispersdo sdo as que possuem a difusdo inicial mais facilitada
(2,61 102 h1<D<8,86 102 hl); enquanto sementes de soja sdo as possuem a maior
resisténcia para a difuséo inicial da agua em seus tecidos (1,38 102 h1<D<1,83103
). O tipo de material de reserva ndo é o fator mais preponderante para a determinagio
deste coeficiente (vide D do milho tipo crioulo e hibrido, Tabela 3). Assim, o coeficiente
de difusdo € um bom mensurador fisico do metabolismo inicial do processo de

germinacao.

Cariopses de milho, seja do tipo crioulo ou hibrido, séo as mais uniformes quanto
a absorc¢do de agua, i.e., possuem a menor entropia media e a maior uniformidade média
da dindmica da 4gua em didsporos; ao passo que sementes de soja e cariopses de trigo séo
as mais desuniformes (Tabela 3). Ao analisar o milho tipo crioulo e hibrido, nota-se que
a velocidade média de absorcdo de agua por diasporo é a medida que melhor reflete
aspectos genéticos especificos, isto porque os valores sao similares, independente do grau
de melhoramento (Tabela 3). As sementes de soja sdo as que apresentam a maior
velocidade média de absor¢do da agua; enquanto as cariopses de milho, seja tipo crioulo
ou hibrido, séo as que apresentam a menor (Tabela 3). Cipselas de girassol e cariopses de
trigo possuem comportamento de absorcdo de agua desacelerado (vide ay,, negativa,
Tabela 3). As sementes de feijdo sdo as que possuem a maior aceleracdo meédia da
absorcdo de agua e as cipselas de girassol a menor (Tabela 3).
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TABELA 3. Coeficiente de difusdo (D), entropia média (Ep,,), uniformidade média (Upy,o ),

velocidade média (v, ) € aceleragdo meédia (ay, o) da absorgdo de agua por diasporos
de espécies agricolas com diferentes qualidades fisiologicas. 1: Lote com baixa
qualidade fisiologica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermediéria; 3: Lote com alta
qualidade fisioldgica. n = 10 diasporos.

Espécie Lote D)  Epo  Unmo Vhyo (Gmoh™") @yo (Gao %)
1 1,94 102 0,0806 -0,015 0,0218 0,0028
Phaseolus vulgaris L. 2 2,27 10° 0,0879 -0,001 0,0266 0,0081
3 2,4510° 0,0904 0,003 0,0286 -0,0002
1 1,9510° 0,1006 -0,035 0,0216 -0,0251
Helianthus annuus L. 2 411102 0,0416 -0,042 0,0278 -0,0113
3 1,44 102 0,0741 -0,030 0,1009 -0,0420
Zea mays L. (tipo 1 2,93 10:‘2 0,0741 -0,059 0,0087 0,0052
crioulo) 2 1,91 10 0,0846 -0,033 0,0096 -0,0061
3 2,21102% 0,0776 -0,039 0,0079 0,0001
Zea mays L (tipo 1 5,84 10'2 0,0571 0,012 0,0091 -0,0081
hibrido) 2 8,86 10 0,0847 0,088 0,0073 -0,0060
3 2,61102% 0,0729 0,049 0,0034 0,0013
1 1,38 102 0,1354 -0,001 0,0718 -0,0184
Glycine max L. 2 1,8310° 0,1248 -0,012 0,0553 -0,0076
3 1,57 10° 0,1109 -0,007 0,0450 0,0354
1 3,7310° 0,1814 -0,010 0,0205 -0,0116
Triticum aestivum L. 2 1,77 102 0,1588 -0,007 0,0312 -0,0078
3 8,48 10° 0,2321 0,042 0,0126 -0,0362
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O padrdo da curva de incremento da massa ponderada foi similar entre as espécies
e entre os lotes de cada espécie (Figuras 1 - 6). A derivada da curva de incremento da
massa (d(massa ponderada)/dt) também pode expressar a taxa de absorcéo de agua
por diasporos (Figura 1l — 6). As curvas de entropia da dindmica da agua, de uniformidade,
de taxa e de aceleracédo da absorcéo da agua por diasporos sdo peculiaridades da espécie,
com comportamentos similares entre os lotes (Figuras 1—6). A analise visual dos
gréaficos pertencentes a cariopses de milho do tipo crioulo e hibrido demonstram que,
embora existam peculiaridades varietais, 0 maior peso do processo é, de fato, da espécie
(Figuras 3 e 4).

Como era esperado, a entropia da dindmica da agua e a uniformidade de absor¢éo
da agua no tempo, bem como a taxa (velocidade) e a aceleragdo de absorcao da dgua por
diasporos sdo medidas que se complementam para o estudo da dindmica da dgua (Figuras
1-6). Em geral, paradoxalmente, o incremento da velocidade esta associado a reducdo da
aceleracao de absorcdo (Figuras 1-6). Do mesmo modo, quanto maior a entropia gerada
pela entrada de agua, menor serd a uniformidade da absorcdo de agua por didsporos no

tempo (Figuras 1-6).

Em termos praticos, independente da espécie e do lote, a entrada inicial de agua
nos didsporos acarreta a maior entropia, gerando a maior desuniformidade no tempo da
absorcdo de agua, que tende a ser estabilizada com o evoluir do processo (Figuras 1-6).
De modo similar, em geral, a maior rapidez (velocidade) de absor¢édo se d& quando ha o
contato do didsporo com a agua. Este momento é marcado pela maior desaceleracéo da
absorcdo de agua por diasporos (Figuras 1-6). Contudo, ao contrario da entropia e da
uniformidade, a velocidade e a aceleracdo da absorcao de dgua por didsporos se mostram
mais flutuantes ao longo do processo (Figura 1-6), demonstrando que estas medidas sao
mais representativas da dindmica da agua em diasporos e, consequentemente, da
germinacao stricto sensu. Neste sentido, € nitido que as cipselas de girassol, as sementes
de soja e as cariopses de trigo s@o as que apresentam maior flutuacdo da taxa e da
aceleracdo ao longo da dindmica da 4gua em didsporos; ao passo que sementes de feijdo
e cariopses de milho tipo crioulo e tipo hibrido a menor (Figuras 1-6). Assim, cipselas de
girassol, sementes de soja e cariopses de trigo possuem maior dinamismo da agua e,

consequentemente, metabolismo germinativo mais dinamico.
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A taxa de absorcdo de agua permite visualizar varias etapas no processo de
germinacdo (Figuras 7-12), que independem da espécie ou variedade (vide milho tipo
crioulo e tipo hibrido Figuras 9 e 10), mas € notorio que este numero ndo é funcédo da
qualidade fisioldgica do lote (Figuras 7-12). Com excecdo de cariopses de milho tipo
hibrido, com cinco fases, e de trigo, com trés fases, a germinacdo dos didsporos apresenta
quatro fases diferenciadas (Figuras 7-12), que certamente estdo associadas com fases
metabolicas da germinacdo. Isto é ratificado pelo fato do comprimento das fases ser um
atributo da qualidade fisiologica do lote (Figuras 7-12). A taxa permite caracterizar a fase
de embebicdo como sendo a primeira (Fase 1) e a mais rapida etapa da germinacéo,
independente da espécie e da qualidade fisioldgica dos diasporos pertencentes aos
diferentes lotes (Figuras 7-12). Em geral, o fim desta fase é marcado pelo decréscimo
acentuado da velocidade de absor¢édo de agua, 0 que se da geralmente entre uma e duas
horas apds o contato do didsporo com a agua (Figuras 7-12). Na maioria das espécies, a
ultima fase é marcada por um pico espurio advindo da protrusdo do embrido (Figuras 7-
12), caracterizado por um processo metabolico completamente diferente, peculiar do

inicio de outro ciclo da vida de uma planta.
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FIGURA 1: Medidas da dinamica da agua em sementes de Phaseolus Vulgaris L. com qualidades fisiol6gicas distintas. 1: Lote com baixa

qualidade fisioldgica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermedidria; 3: Lote com alta qualidade fisiologica. n = 10 di&sporos.
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FIGURA 2: Medidas da dindmica da agua em cipselas de Helianthus annuus L. com qualidades fisiologicas distintas. 1: Lote com baixa qualidade

fisiologica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermedidria; 3: Lote com alta qualidade fisiolégica. n = 10 diasporos.
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FIGURA 3: Medidas da dindmica da &gua em cariopses de Zea mays L. (tipo crioulo) com qualidades fisioldgicas distintas. 1: Lote com baixa
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FIGURA 4: Medidas da dindmica da agua em cariopses de Zea mays L. (tipo hibrido) com qualidades fisioldgicas distintas. 1: Lote com baixa

qualidade fisiolégica; 2: Lote com qualidade fisiologica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisioldgica. n = 10 didsporos.
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FIGURA 5: Medidas da dindmica da 4gua em sementes de Glycine max L. com qualidades fisioldgicas distintas. 1: Lote com baixa qualidade

fisiologica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermedidria; 3: Lote com alta qualidade fisioldgica. n = 10 diasporos.
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FIGURA 6: Medidas da dindmica da agua em cariopses de Triticum aestivum L. com qualidades fisiol6gicas distintas. 1: Lote com baixa
qualidade fisioldgica; 2: Lote com qualidade fisiol6gica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisiologica. n = 10 diasporos.
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FIGURA 7: Etapas, definidas por meio da taxa de absor¢do da 4gua, da germinacéo stricto sensu de sementes de Phaseolus Vulgaris L. com qualidades fisioldgicas distintas. 1: Lote
com baixa qualidade fisioldgica; 2: Lote com qualidade fisioldgica intermedidria; 3: Lote com alta qualidade fisioldgica. n = 10 didsporos.

Girassol — Lote 1 Girassol — Lote 2 Girassol — Lote 3
1.90 r ; . r — 0.20 1.90 r ; . r — 0.25 1.90 r ; . r — 0.60
180 | - 1.80 - 0.20 180 - %f\; 0.50
= 0.15
1.70 . 1.70 Jo1s . 1.70 f/ 0740
g o - o 9 o i T 160 —_— -
= o B D M {010 = g6 {03 =
150 F \ ——a : Q 2 150} Q 2 150 Q
/\/ T g 4oos T g 4020 T
1.40 | s S @ MMOf 2 S 14w} E}
[yl %] [yl 173 [yl
. @ - 0.00 @ 0.10
130 | S 8 130 S 8 130 /\/\’\/\’\Nf\ 3
120 | 0.00 120 | -0 1.20 0.9
110 1 | It I 110 ) I I v 010 110 I Il v \/7-010
1.00 L L . -0.05 1.00 L L . L o145 1.00 L L . L 1 920
0 5 10 15 0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
horas horas horas

FIGURA 8: Etapas, definidas por meio da taxa de absor¢do da agua, da germinacao stricto sensu de cipselas de Helianthus annuus L. com qualidades fisioldgicas distintas. 1: Lote com
baixa qualidade fisiol6gica; 2: Lote com qualidade fisiol6gica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisiol6gica. n = 10 didsporos.
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FIGURA 9: Etapas, definidas por meio da taxa de absorcéo da &4gua, da germinacéo stricto sensu de cariopses de Zea mays L. (tipo crioulo) com qualidades fisioldgicas distintas. 1:

Lote com baixa qualidade fisiol6gica; 2: Lote com qualidade fisiol6gica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisiolégica. n = 10 diésporos.
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FIGURA 10: Etapas, definidas por meio da taxa de absor¢do da agua, da germinagdo stricto sensu de cariopses de Zea mays L. (tipo hibrido) com qualidades fisioldgicas distintas. 1:

Lote com baixa qualidade fisiologica; 2: Lote com qualidade fisiolégica intermediaria; 3: Lote com alta qualidade fisioldgica. n = 10 diasporos.
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FIGURA 11: Etapas, definidas por meio da taxa de absor¢do da dgua, da germinagdo stricto sensu de sementes de Glycine max L.
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FIGURA 12: Etapas, definidas por meio da taxa de absor¢do da agua, da germinagao stricto sensu de em cariopses de Triticum aestivum L. com qualidades fisiologicas distintas.
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4. DISCUSSAO

Um dos maiores diferenciais deste capitulo é mensurar, de fato, a germinacdo stricto
sensu de diasporos. A germinacdo, em si, € um processo gue se inicia com a embebicdo dos
diasporos, quando estes sdo colocados em contato com a agua, e encerra-se com a protrusao
do embrido (LABOURIAU, 1983; BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994;
BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013).
Contudo, convencionalmente, utiliza-se o0 encerramento germinativo, ou mesmo a
capacidade de formacdo de plantulas (pds-germinacao), como o critério para a quantificacdo
da germinacdo (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010). Por outro lado, o dinamismo da
agua em didsporos demonstra as etapas do desenrolar da germinacao e, assim, permite fazer
inferéncias salubres do processo germinativo (BEWLEY; BLACK, 1978; BEWLEY;
BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; RAJJIOU et al., 2012; BEWLEY
et al., 2013). Este motivo é o que explica o grande nimero de trabalhos moleculares,
fisiolégicos, agrondémicos e ecoldgicos que utilizam o processo de dinamica da agua como
marcador de fases da germinacdo (BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; QUEIROZ et
al., 2012; RAJJOU et al., 2012; WINDAUER et al., 2012; PEREIRA et al., 2014). Assim,
quando se propde um estudo da dindmica da agua, propbe-se também um aprofundamento
do estudo da germinacdo stricto sensu. As medidas aqui propostas demonstram isto na

pratica.

No presente trabalho, a entropia é o ruido gerado no sistema pela adesdo das
moléculas de agua ao diasporo e a uniformidade é a variacdo desta entropia. Assim, quanto
maior a entropia gerada pela agua, menor serd a uniformidade de absorcao. Isto fica mais
evidente quando se pensa que a intensificagdo metabdlica da germinagéo surge com a adesdo
das moléculas de agua aos diasporos, gerando um desencadear metabolico complexo e
extremamente dinamico, o que causa grande movimentacdo (energia) molecular.
Uniformidade, do ponto de vista literal, é aquilo que apresenta uma Unica forma (HOUAISS,
2014; OXFORD DICTIONARY, 2014). Isto significa que quanto mais distorcido for um

sistema, maior a desuniformidade deste. A uniformidade é uma medida de dispersdo que
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demonstra 0 quéo préximo estao todos os resultados (RANAL; SANTANA, 2006). Em geral,
esta medida é associada a medidas estatisticas de dispersdo, como coeficiente de variacao e
variancia (BEIRLANT et al., 1997; ROCHA et al., 1999; ORTEGA-ALVAREZ et al., 2004;
RANAL; SANTANA, 2006). Agronomicamente, a uniformidade é reportada em tecnologia
de aplicacdo de agrotoxicos, irrigacdo e tecnologia de sementes, com a finalidade de
demonstrar qual (is) tratamento (s) propicia (m) melhor uso de recursos, no caso de aplicacéo
de agrotdxicos e irrigacdo; e melhor homogeneidade de estande, no caso da tecnologia de
sementes (ROCHA et al., 1999; ORTEGA-ALVAREZ et al., 2004; RANAL; SANTANA,
2006). Entropia (termo utilizado pela primeira vez pelo fisico alemdo Rudolf Julius
Emmanuel Clausius, em 1865), por sua vez, ¢ uma grandeza fisica que, em termodinamica,
mensura o grau de irreversibilidade de um sistema (SCHROEDER, 1999; HAYNIE, 2001,
LEFF, 2007; FRIGG; WERNDL, 2011). A entropia demonstra como a matéria e a energia,
encontram-se armazenadas e distribuidas pelas fronteiras do sistema termodindmico
(SCHROEDER, 1999; HAYNIE, 2001; LEFF, 2007). Assim, embora seja uma grandeza bem
distinta das de massa, de energia interna e de quantidade de matéria, a entropia de um sistema
encontra-se certamente relacionada a estas, sendo, da mesma forma que as anteriores, uma
propriedade do sistema (HAYNIE, 2001; LEFF, 2007; FRIGG; WERNDL, 2011). Ha uma
tendéncia da natureza de igualar temperaturas a medida que a ordem passa para a desordem,
ou seja, quando a desordem molecular aumenta. Assim, Ludwig Boltzmann (1896),
aplicando fisicamente o conceito, afirmou que a entropia pode ser definida como uma medida
do grau de desordem do sistema (SCHROEDER, 1999; HAYNIE, 2001; LEFF, 2007;
FRIGG; WERNDL, 2011). Isto explica a estreita relacdo entre entropia e uniformidade. E
importante ressaltar que a entropia aqui chamada é a contribuicdo da massa (ponderada) para

a entropia termodinamica.

Ao transpor os conhecimentos termodinamicos para a ciéncia em diasporos e com a
releitura de Shannon (1948) sobre entropia, Labouriau e Pacheco (1976) definiram o indice
de entropia informacional da distribuicdo de frequéncias relativas da germinacdo de
didsporos e a variacdo da entalpia liquida de ativacdo. Estes indices, calculados a fim de
descobrir as temperaturas 6timas para a germinacao de didsporos, seguem o pressuposto de
que o diasporo é um sistema termodinamico. Na mesma linha, Ranal e Santana (2006)

transpuseram o conceito de uniformidade para germinacdo, correlacionando-o com a
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dispersdo da germinacdo e o tempo e demonstraram que esta medida é viavel para mostrar a
concentracédo dos eventos germinativos no tempo. Intuitivamente, estes autores relacionaram
dois aspectos que, segundo a fisica moderna, podem estar intimamente ligados. A teoria
informacional de Shannon (1948), por sua vez, diz que a entropia guarda estreita relacdo com
0 estado de informacao de um sistema. A entropia age no sentido sempre de mensurar a perda
de informacdo do sistema. Diante disto, quanto menor a informagdo, maior a entropia
(SHANNON, 1948; JOST, 2006). Nesta mesma linha, quanto maior a entropia, menor a
uniformidade (BEIRLANT et al., 1997). Isto justifica 0 motivo pelo qual a maxima entropia
e a minima uniformidade de absor¢do de agua ocorrem quando ha apenas embebicao da dgua
pelos didsporos. Em adigdo, a entropia é tdo importante quanto a energia e influencia a vida
de modo semelhante; porém, ao contrario da energia que conserva sua quantidade total, a
entropia ndo se conserva e, em um processo natural, a entropia do universo sempre aumenta e
é dessa forma que sabemos se o processo € espontaneo (SCHROEDER, 1999; HAYNIE,
2001; LEFF, 2007; FRIGG; WERNDL, 2011). A dinamica da dgua em diasporos sé é um
processo espontaneo na fase de embebicdo propriamente dita. A partir disto, ha a atuacédo de
complexos bioquimicos que gerenciam o turgor celular e, consequentemente, o0s vieses deste
processo. Assim, a maxima entropia do sistema de germinacéo € o limiar da embebicao e isto
caracteriza também a maior desuniformidade de entrada da &gua. A partir deste momento, o
sistema germinativo, teoricamente gerenciado pelo embrido, coordena as atividades
metabolicas e torna a germinacdo um processo nao-espontaneo, com baixa entropia e
altamente uniforme. Neste capitulo, esta teoria foi demonstrada numericamente e pode ser
visualizada com os gréficos de uniformidade e entropia da dindmica da 4gua. Assim, pode-
se afirmar que a entropia e a uniformidade no tempo da dindmica da agua também

demonstram, na pratica, a entropia e a uniformidade da germinacao de diasporos.

A velocidade é uma grandeza vetorial que mensura o deslocamento no tempo
(CREW, 2008). No caso da dinamica da agua, essa magnitude € funcéo da variagdo da massa
de agua incorporada pelo diasporo ao longo do tempo de hidratacdo. Paralelo a isto, a
aceleracdo € a expressdo da variacdo da velocidade no tempo (CREW, 2008), 0 que pode ser
atingido derivando a velocidade. Logo, para a dindmica da agua, aceleracdo é a derivada
primeira da velocidade. Do ponto de vista bioldgico, os termos velocidade e aceleragdo sdo

frequentemente utilizados pela farmacologia, sendo que a velocidade € empregada para

83



definir o metabolismo e/ou a cinética de moléculas; enquanto a aceleragéo esta associada ao
aproveitamento da energia decorrente da velocidade (SHARGEL,; YU, 1985; GRASSI et al.,
2007). Deste modo, a velocidade esta associada a transferéncia de metabdlicos exdgenos para
um determinado corpo; ao passo que a aceleracdo associa-se ao grau de absorcdo destes
metabolicos por este determinado corpo (HEADING et al., 1973; URQUHART, 2002;
CUSTODIO et al., 2008). Este conceito cabe nos resultados aqui apresentados para
demonstrar o processo germinativo de diasporos. A velocidade de absor¢do demonstra o
influxo de agua por meio de rotas gerenciadas pelo embrido e, assim, da ideia de como o
metabolismo germinativo é processado; enquanto a aceleracdo demonstra a reducéo deste
influxo, dando ideia de como o aporte de 4gua esta sendo aproveitado pelo embrido. Isto faz
com que estas medidas sejam complementares na interpretacdo e caracterizacdo da
germinacdo de didsporos. Reitera-se que nem sempre, como foi observado para o lote 1 de
trigo, a velocidade e a aceleracao serdo medidas complementares, o que ratifica a importancia

do estudo de ambas as medidas.

Na ciéncia em diasporos, a velocidade € reportada convencionalmente por meio da
velocidade média, uma medida de taxa pura, sem a interferéncia da germinabilidade, de
dificil entendimento por ser ndo-linear; e que possui uso similar aquele empregado para
reacfes quimicas, ou seja moléculas por unidade de tempo, haja visto que a germinacéao é
resultado de uma série de mudancas quimicas dentro de complexas rotas metabodlicas
(RANAL; SANTANA, 2006). Diante deste raciocinio e pensando que neste capitulo
abordou-se a germinacdo per se, por meio da dindmica da agua em diasporos, pode-se afirmar
que as inflexdes da curva de taxa da absorcdo de agua coincidem com as inflexdes
metabdlicas da germinacdo. Por isto, a mudanca de fases de germinacdo por meio da
observacao da taxa de absorcdo se mostra de grande relevancia para trabalhos futuros que
objetivem explorar o processo germinativo. Estas inflexGes da taxa, ao contrario do que
convencionalmente é feito, permitem tambem a padronizacdo cronologica dos estudos que
envolvam o refinamento de trabalhos de germinacdo. O fato de haver mais de trés fases
englobando o processo germinativo denota que o metabolismo da germinacdo é mais
complexo do que se tem convencionalmente defendido (BEWLEY; BLACK, 1985;
BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997; NONOGAKI et al., 2010; WEITBRECHT et
al., 2011 RAJJOU et al., 2012; BEWLEY et al., 2013). Neste aspecto ainda, pode-se afirmar
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que ndo ha a formacdo de uma curva trifasica de germinacao (vide massa ponderada), mas
uma curva de modelo ainda desconhecido. E importante salientar que embora seja
convencionalmente propagado que a germinagdo se da seguindo esse padrao trifasico da
dindmica da agua, isto ndo se faz verdade para todas as espécies (NONOGAKI et al., 2010;
BEWLEY et al., 2013). Entretanto, as especies contempladas neste capitulo teoricamente
deveriam apresentar tal padrdo (BEWLEY; BLACK, 1985; BEWLEY; BLACK, 1994).
Assim, o padrdo trifasico pode ser, na verdade, um insight didatico para demonstrar a
germinacao de didsporos. Isto é refor¢ado pelo limiar cientifico ocasionado pela publicacéo,
por Bewley e Black (1978), do padrdo trifasico de germinacdo, o qual foi consagrado pelos
mesmos autores nas reedigdes deste livro em 1985 e em 1994 (BEWLEY; BLACK, 1985;
1994). Antes destas publica¢des, os trabalhos em ciéncia de diasporos seguiam a dispersao
dos pontos observados e, em geral, ndo demonstravam o padrdo trifasico corriqueiramente
(vide SHULL, 1913; BLACKLOW, 1972; SVEJDA, 1972). Apés a publicacdo, muitos
trabalhos negligenciaram a dispersdo dos pontos em prol do ajuste ao modelo tedrico
(CARNEIRO et al., 2001).

Em contrapartida, a fase de embebicdo € incontestavel, sendo a primeira fase
germinativa e apresentando periodo mais rapido. Esta fase foi aqui caracterizada como a que
apresenta a maior entropia, menor uniformidade, maior rapidez e menor aceleracdo de
absorcdo de agua por diasporos. Ela se encerra com o declinio acentuado da velocidade de
absorcdo de agua. Por se tratar de um aspecto unicamente fisico, a embebicdo pode ser
mensurada por meio de coeficientes que demonstram como ocorre a distribuicdo do liquido
no meio (CRANK, 1975; PHILIBERT, 2005). Por isto, um bom estimador seria o coeficiente
de difusdo da equacdo da segunda Lei de Fick. Na fisica, o coeficiente de difusdo ou
difusividade de massa € um valor que representa a facilidade com que cada soluto em
particular se move em um solvente determinado (CRANK, 1975). E uma proporcionalidade
constante entre o fluxo molar devido a difusdo molecular e o gradiente na concentracao de
especies (ou pela forca condutora para a difusdo) (CRANK, 1975; PHILIBERT, 2005).
Quanto maior a difusividade (de uma substéncia em relagdo a outra), mais rapido elas se
difundem uma na outra (PHILIBERT, 2005). Embora em carater fisico, no caso da
germinacdo de diasporos, é possivel afirmar que o coeficiente de difusdo demonstra a

velocidade de retomada do metabolismo e que esta € uma peculiaridade atribuida a qualidade
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do lote e o padrdo depende da espécie e da variedade da espécie. Este coeficiente mostra-se
como um bom preditor da retomada metabdlica, visto que ndo é influenciado pelo material
de reserva. Isto fica evidente quando se analisa milho tipo crioulo e tipo hibrido, os quais
apresentam o mesmo tipo de unidade de dispersdo, mesma filogenia, mesmo material de

reserva, mas metabolismo germinativo inicial diferenciado.

De acordo com tudo o que foi apresentado, pode-se dizer que as medidas de dindmica
da 4gua em diasporos demonstram a germinacdo stricto sensu em si e, desta maneira, sao de
grande valia para estudos de caracterizacdo do processo germinativo de diasporos. Estes
estudos englobam pesquisas ecoldgicas, como a definicdo da longevidade de diasporos por
meio da ocorréncia de dorméncia; fisioldgicas, como o estudo comportamental de estresses
multiplos na germinacéo de diasporos; moleculares, como estudos de protedmica e gendmica
da germinacdo; e agrondmicos, como estudos com condicionamento osmotico e de
determinacdo, por meio de modelagem, de formacéo de estande inicial em nivel de campo
(BLACKLOW, 1972; EGLEY; PAUL JR., 1981; BRADFORD, 1990; ZHOU et al., 1999;
HESCHEL et al., 2008; PATANE et al., 2009; LEI, 2010; IGLESIAS-FERNANDEZ et al.,
2011; KAMKAR et al., 2012; QUEIROZ et al., 2012; WINDAUER et al., 2012; PEREIRA
et al., 2014). Ademais, a demonstracdo de mais de trés etapas germinativas pode auxiliar na
exploracdo mais aprofundada da germinacdo e, em breve, permiter que se possa, por
exemplo, relacionar eficazmente o teor de &gua, por meio de método nao destrutivo, com 0

metabolismo da germinacéo.

Na prética, as medidas propostas aqui possibilitam fazer inferéncias sobre tolerancia
dos diasporos frente a estresses maltiplos, bem como sobre 0 metabolismo da germinacao e
sobre o aproveitamento da agua por estes. As cariopses de milho hibrido, por exemplo,
possuem a difusdo mais facilitada na etapa de embebicdo (vide D), refletindo a retomada
rdpida do metabolismo devido & rdpida embebicdo. Entretanto, estas cariopses possuem
metabolismo cadenciado, com grande numero de fases, mas altamente uniforme e com baixa

entropia (vide Uy, o € Ey, o). Este tipo de metabolismo homogéneo, com grande nimero de

fases e reagOes similares (v, o silimar) certamente permite que as cariopses de milho hibrido
possam rapidamente acionar outras rotas metabolicas e, consequentemente, recuperar-se de

qualquer tipo de estresse, 0 que as torna mais tolerantes ao estresse na germinacao que as
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demais unidades de dispersdo estudadas. Esta ideia € validada pelo fato do tipo de hibrido
estudado ser parte de uma linhagem que apresenta resisténcia ao estresse hidrico germinativo
(ARAUJO et al., 2015). As sementes de soja, por outro lado, demonstram metabolismo
altamente flutuante, com elevado dinamismo da agua (vide flutuacBes nos graficos de
dindmica da agua em didsporos), mesmo que haja restri¢do difusiva inicial, algo natural para
uma unidade de dispersdo que possui proteina como principal componente de reserva. Como
a proteina € o componente de reserva mais avido pela &gua (BUCKERIDGE et al., 2004),
quando a agua entre em contato rapidamente é aprisionada, 0 que a torna a acdo difusiva
dificultosa. Todavia, quando hidratadas, estas sementes expressam um metabolismo
germinativo intenso e peculiar (elevada vy, 4, mas similar). Por isto, cada fase da germinagao
é Unica para estas sementes e a sua ndo-efetuacdo implica em grandes perdas no processo
germinativo, 0 que pode restringir seu encerramento, tornando estas sementes mais
susceptiveis a estresses multiplos da germinacdo. Contudo, a grande flutuacdo mostra que
existem processos bioquimicos muito variados. Isto se torna coerente quando se pensa que
as sementes de soja utilizadas pertencem a uma cultivar transgénica, tolerante a molécula N-
fosfonometil-glicina (C3H8NO5P), i.e., glifosato (FRANCHINI et al., 2014).

Similar ao que ocorre com as sementes de soja, cipselas de girassol e cariopses de
trigo apresentam metabolismo dindmico, com grande flutuacéo e, no caso destas cariopses,
poucas fases germinativas. Estas propriedades também as tornam mais susceptiveis a
estresses germinativos. Entretanto, o gerenciamento metabdlico destas unidades de dispersao
¢ menos dependente de abundéancia de dgua do que a das sementes de soja, visto que

apresentam baixo grau de absor¢do, o que torna o processo desacelerado (vide gréficos de

aceleracdo e @y, o). Diante disto, estas unidades sdo menos susceptiveis ao estresse hidrico
do que soja. Por outro lado, a alta aceleracdo de sementes de feijao ratifica a grande
capacidade de gerenciamento na absorcdo e aproveitamento de agua por estas estruturas.
Como o hilo é uma véalvula higroscopica que regula eficazmente a entrada de agua nestas
sementes (SOUZA; MARCOS FILHO, 2001; KIKUCHI et al. 2006), ndo ha saturacdo da
absorcdo e, deste modo, ndo ha reducdo do grau de absorcdo, acarretando em grandes picos
de aceleracdo e alta aceleracdo média. Isto capacita as sementes de feijdo a passarem por

estresses hidricos com maior facilidade do que os demais diasporos.
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Diante desta capacidade de leitura do metabolismo, caso o pesquisador queira
estreitar a pesquisa em &mbito de uma Unica espécie, mas com variados tratamentos e/ou
lotes, ha a possibilidade destas medidas serem utilizadas para mostrar o vigor da germinagé&o.
Embora possua mais de uma definicdo oficial para vigor de diasporos (ISTA, 2004; AOSA,
2009), todas convergem para o fato deste termo ser atribuido para fins comparativos. Além
disto, o vigor da germinacéo é dirigido pela habilidade de um embrido, quando o diasporo é
embebido, resumir sua atividade metabdlica de maneira coordenada e sequencial (RAJJOU
et al., 2012). Estas caracteristicas, somadas as atribui¢cdes explanadas, tornam as medidas de
dindmica da agua viaveis para inferir também o vigor da germinacdo stricto sensu e/ou

didsporos.

Diante do exposto, as medidas de dindmica da agua contribuem para analise sobre a
tolerancia dos didsporos frente a estresses multiplos, bem como sobre o metabolismo da
germinacdo e sobre o aproveitamento da agua por estes; além do vigor da germinacdo. A
diferenca fisioldgica observada em lotes com qualidades distintas esta relacionada com a

duracdo de cada fase metabdlica, mas ndo com as caracteristicas da dinamica em si.

5. CONCLUSOES

As medidas de dindmica da agua em diasporos sdo vidveis para inferéncias da
germinacao stricto sensu. O estudo das medidas, em conjunto, permite o entendimento mais
acurado da germinagdo. A Taxay,, € teoricamente a medida mais interessante para se
estudar o processo germinativo per se. A taxa (velocidade) demonstra diversas fases
metabdlicas da germinacdo. O processo germinativo ndo é trifasico, mas poliféasico e, uma
peculiaridade especifica, com tracos varietais. A diferenca fisioldgica observada em lotes
com qualidades distintas esta relacionada com a duracdo de cada fase metabdlica, mas ndo
com as caracteristicas da dinamica em si. A germinacgédo de sementes de feijdo se processa
com difusdo inicial (D) de 1,94 102 h™ a 2,45 10 h'!; entropia média (E},,) de 0,0806 a
0,0904; uniformidade média (U, o) de -0,001 a -0,015; velocidade média (7, ,) de 0,0218
9,0 h™' @ 0,0286 gy,o h™'; e aceleragdo média (ay,,) de -0,0002 gy, h~* a 0,0081

88



9,0 h™%. A germinacéo de cipselas de girassol se processa com difusdo inicial (D) de 1,95
10°h™'a4,1110%h™; entropia média (Ey, ) de 0,0416 a 0,1006; uniformidade média (Uy, )
de -0,042 a -0,030; velocidade média (vVy,o) de 0,0216 gy,o h~' a 0,1009 gy,o h71; e

aceleragdo média (@, ) de -0,0420 gy, h™> 20,0011 gy, h™%. A germinacéo de cariopses
de milho tipo crioulo se processa com difusdo inicial (D) de 2,93 103 h? a 2,21 102 h'%;
entropia média (Ey, ) de 0,0741 a 0,0846; uniformidade média (Uy,,) de -0,059 a -0,033;
velocidade média (74, ,) de 0,0079 gy, h~' @ 0,0096 gy, h™1; e aceleragdo média (@)
de -0,0061 gy,o h™* a0,0052 gy, h~. A germinagdo de cariopses de milho tipo hibrido se
processa com difusdo inicial (D) de 2,61 10 h* a 8,86 10 h'; entropia média (Ey,,) de
0,0571 a 0,0847; uniformidade média (U, ) de 0,012 a 0,088; velocidade média (7, ) de
0,0034 gy,o h™' @ 0,0091 gy,o h™"; e aceleragdo média (@y,o) de -0,0081 gy,o h™2 a
0,0013 g, h™2. A germinagéo de sementes de soja se processa com difuséo inicial (D) de
1,38 10° h* a 1,83 10° h; entropia média (Ey, ) de 0,1109 a 0,1354; uniformidade média
(Un,0) de -0,001 a -0,012; velocidade média (7, ) de 0,0450 gy;,o h™* a 0,0718 gy,o h™;

e aceleracdo média (@y,o) de -0,0184 gy,o h™ a 0,0354 gy,o h™*. A germinacéo de
cariopses de trigo se processa com difusdo inicial (D) de 3,73 102 h'a 1,77 102 h!; entropia
média (Ej,0) de 0,1588 a 0,0846; uniformidade média (Uy, o) de -0,007 a -0,042; velocidade
média (Ty,0) de 0,0126 gy,o h~' 20,0312 gy, h™"; e aceleragdo média (@) de -0,0362
g0 h™22-0,0078 gy o h2.
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CONCLUSOES GERAIS

O termo embebicdo ndo deve ser empregado para designar a curva que demonstra a
dindmica da agua em diasporos. Este termo é cabivel apenas para a primeira e mais rapida
fase da germinacédo stricto sensu, a qual é predominantemente fisica.

O Modelo de Maxima Curvatura Modificada (MMCM) é um método adequado para
mensurar a variabilidade da dindmica da 4gua em didsporos da maioria das espécies e,

conseqlientemente, obter o tamanho étimo de amostra para a analise deste processo.

O tamanho 6timo de amostra para analisar a dinamica da agua é de 7 didsporos,
independente da espécie. As medidas de dindmica da agua em diasporos sdo viaveis para

inferéncias da germinagéo stricto sensu.

O estudo das medidas, em conjunto, permite o entendimento mais acurado da
germinacao.

A Taxay,, € teoricamente a medida mais interessante para se estudar o processo
germinativo per se.

Dentre as medidas, a taxa (velocidade) demonstra diversas fases metabolicas da
germinacao.

O processo germinativo ndo é trifasico, mas polifasico e uma peculiaridade especifica

com tragos varietais.

A diferenca fisioldgica observada em lotes com qualidades distintas esta relacionada

com a duracdo de cada fase metabdlica, mas ndo com as caracteristicas da dindmica em si.

A germinacio de sementes de feijdo se processa com difusio inicial (D) de 1,94 103
h't 22,45 10 h''; entropia média (Ey, ) de 0,0806 a 0,0904; uniformidade média (Uy,,) de

-0,001 a -0,015; velocidade média (7y,,) de 0,0218 gy,o h™' a 0,0286 gy, h™'; e

aceleragdo média () de -0,0002 gy, h™2 20,0081 gy, h 2.
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A germinacéo de cipselas de girassol se processa com difuséo inicial (D) de 1,95 10
3h'a4,11 107 h'l; entropia média (E,,) de 0,0416 a 0,1006; uniformidade média (Uy, )
de -0,042 a -0,030; velocidade média (Vo) de 0,0216 gy,o h~' a 0,1009 gy,o h71; e
aceleragdo média (@) de -0,0420 gy,o h™2 20,0011 gy, h 2.

A germinacéo de cariopses de milho tipo crioulo se processa com difuséo inicial (D)
de 2,93 10° h™ a 2,21 102 h'; entropia média (Ey,,) de 0,0741 a 0,0846; uniformidade
média (Uy,o) de -0,059 a -0,033; velocidade média (7y,,) de 0,0079 gy, K™ a 0,0096

9n,0 h™'; e aceleracdo média (a@y, o) de -0,0061 gy, h™* 20,0052 gy,o h™2.

A germinacao de cariopses de milho tipo hibrido se processa com difuséo inicial (D)
de 2,61 102 h™ a 8,86 10 h!; entropia média (Ey,,) de 0,0571 a 0,0847; uniformidade
média (Uy,o) de 0,012 a 0,088; velocidade média (7y,,) de 0,0034 gy,o ™" a 0,0091

9n,0 h™'; e aceleracdo média (a@y, o) de -0,0081 gy, h™* 20,0013 gy, o h™2.

A germinacio de sementes de soja se processa com difusdo inicial (D) de 1,38 102 h-
21,83 10 h''; entropia média (Ey, o) de 0,1109 a 0,1354; uniformidade média (U, ) de -
0,001 a -0,012; velocidade média (7o) de 0,0450 gy,o h™' a 0,0718 gy,o h™1; e
aceleragdo média (@) de -0,0184 gy,o h™> 20,0354 gy, K2

A germinacéo de cariopses de trigo se processa com difusio inicial (D) de 3,73 1073
h'ta1,77 102 h'; entropia média (Ey, ) de 0,1588 a 0,0846; uniformidade média (Uy, o) de
-0,007 a -0,042; velocidade média (7y,o) de 0,0126 gy,o h™' a 0,0312 gy,o h7"; e
aceleragdo média (@, o) de -0,0362 gy, h™* a-0,0078 gy,o h™2.
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ANEXO

ANEXO 1. Cddigo de programacao Fortran 90 (cédigo derivada — 34.f 90) utilizado para a

rotina de calculos das medidas de dinamica da agua em didsporos.

module const
implicit none
'real(8),parameter::wa=3.25d0,wc=>5.12d0

integer, parameter::nlo=30,n1=200,ns=500,npoints=101

real(8), dimension(4,nl)::coef

real(8), dimension(nl)::absc

integer:: nline

integer, parameter:: nnod=>5

real(8), dimension(nnod):: xgau,wgau ! abcissas and weighting for Gaussian
quadrature.

endmodule const

program derivate
use const
implicit none

real(8), parameter:: eps=1.d-4

real(8), dimension(nlo,ns,nl,20):: coluna
real(8), dimension(nlo,900,20):: resul, orig
real(8), dimension(nl):: teorm

real(8), dimension(nl):: mod1
linteger,dimension(ns,nl) :: semente
character(14)::nomea,nomeb
character(6)::file

character(8)::fileo
Icharacter(1),dimension(ns,nl)::lote
linternal variabels

Ireal(8), dimension(4,nl)::coef

Ireal(8), dimension(nl)::absc

real(8):: xx,resl,deri,aux, ss

real(8), dimension(20):: sa0, sal, sa2
integer:: nlote,nseed,ncol,nn

integer:: i,j,k kk,1 kcol,nct,iseed

integer:: ncalc
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! Reading input

open(unit=1,file="derivada_3.inp',status="old")

read(1,*)nlote, nseed, nline, ncol

write(*,*)nlote,nseed,nline,ncol

read(1,*)nomea

write(*,*) nomea

read(1,*)file

write(*,*)file

read(1,*) ncalc

I

!

open(2,file=nomea)

do 1=1,nlote

do j=1,nseed

do i=1,nline
read(2,*)(coluna(l,j,i,k),k=1,ncol)
write(4,*)1,j,i
write(4,100)(coluna(l,j,i,k),k=1,ncol)
enddo

enddo

enddo

nn = nline

close(1)

close(2)

100 format(3f10.1,2x,5(f12.4))

call gauleg(0.d0,1.d0,xgau,wgau,nnod)
write(22,*)xgau

write(22,*)

write(22,*)wgau

fileo=file//'_o'
open(9,file=fileo//'vm.dat")
do 1=1, nlote
call nomearq(l,6,file,nomea)
call nomearq(l,8,fileo,nomeb)
write(*,*)nomea,nomeb
open(3,file=nomea)
open(5,file=nomeb)
do k=4,8
do i=1,nline
write(*,*) ki
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absc(i)=0.d0
coef(1,i)=0.d0
teorm(i)=0.d0
iseed =0
aux = 0.d0
do j=1,ncalc
teorm(i)=teorm(i)+coluna(l,j,i,k)
aux = coluna(l,j,i,4) + coluna(lj,i,5) + coluna(l,j,i,6) + coluna(l,j,i,7)
if(((ine.1).and.k.eq.7).and.(dabs(aux) < eps))then
iseed = iseed + 1
write(33,'(5i4,f16.6)")1,j,ik, iseed, aux
write(33,'(4f16.6)")coluna(l,j,i,4), coluna(l,j,i,5), coluna(l,,i,6), coluna(l,j,i,7)
endif
enddo
write(33,*)iseed
teorm(i)=teorm(i)/dfloat(ncalc-iseed)
absc(i)=coluna(l,1,i,3)
coef(1,i)=teorm(i)
write(*,'(2f14.4,3i4)") absc(i),teorm(i),1j,i
kcol=(k-2)
orig(l,i,kcol)=teorm(i)
orig(l,i,1)=absc(i)
enddo !i

call cubspl(absc,coef,nline,0,0)
resl=ppvalu(absc,coef,nline-1,4,1.d0,0)

do kk=1,npoints
xx=dfloat(kk-1)*coluna(l,1,nn,3)/dfloat(npoints-1)
resl=ppvalu(absc,coef,nline-1,4,xx,0)
deri=ppvalu(absc,coefnline-1,4,xx,1)
write(3,*)xx,resl,deri
resul(l,kk,1)=xx
kcol=2*(k-3)
resul(l,kk kcol)=resl
resul(l,kkkcol+1)=deri
write(33,*)resul(i,kk,1),resul(i,kk kcol),resul(i,kk,kcol+1)
enddo ! kk

calculo das medias

call ggauss(func,0.d0,absc(nline),ss)
write(9,*)ss
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sa0(k-3)=ss/(absc(nline)-absc(1))

call ggauss(gfunc,0.d0,absc(nline),ss)
sal(k-3)=ss/(absc(nline)-absc(1))

call ggauss(afunc,0.d0,absc(nline),ss)
sa2(k-3)=ss/(absc(nline)-absc(1))
I write(*,*)absc(1),absc(nline)

enddo !k

do i=1,nline
write(5,'(6f14.6)") (orig(l,i,kcol),kcol=1,6)
enddo
nct=11
do kk=1,npoints
write(3,'(11f10.4)") (resul(],kkkcol),kcol=1,nct)
enddo
I
write(9,'(26h limite sup de integracao:,f16.8)")absc(nline)
write(9,'(9h ## lote ,i3,3h ##)")]
write(9,'(18h valor func mA©dia,5f1 6.8)")(sa0(kcol),kcol=1,5)
write(9,'(18h velocidade mA©dia,5f16.8)") (sal(kcol),kcol=1,5)
write(9,'(18h aceleracao mA©dia,5f16.8)") (sa2 (kcol),kcol=1,5)
write(9,*)
1
I Agora mA©dia do modulo da coluna 4
1
do i=1,nline
absc(i) = orig(l,i,1)
coef(1,i) = dabs(orig(l,i,4))
enddo
call cubspl(absc,coef,nline,0,0)
I
call ggauss(func,0.d0,absc(nline),ss)
sa0(6)=ss/(absc(nline)-absc(1))

call ggauss(gfunc,0.d0,absc(nline),ss)
sal(6)=ss/(absc(nline)-absc(1))

call ggauss(afunc,0.d0,absc(nline),ss)
sa2(6)=ss/(absc(nline)-absc(1))

!
write(9,'(26h limite sup de integracao:,f16.8)")absc(nline)
write(9,'(18h uniformida mA©dia,f16.8)")sa0(6)
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write(9,'(18h der unifor mA©dia,f16.8)")sal(6)
write(9,'(18h der 2 unif mA©dia,f16.8)")sa2(6)
write(9,*)

close(3)

enddo !l (lote)
close(9)

stop !end of the main program (f90)

need to compile the subroutines (f90)

CONTAINS

subroutine nomearq(i,n,filen,nome)
integer::n
character(14):: nome
character(n):: filen
integer:: i,idiv, imod
idiv=i/10
imod=mod(i,10)
nome=filen//char(48+idiv)//char(48+imod)//'.dat'
return
endsubroutine nomearq

double precision function func(xa)
real(8):: xa

func = ppvalu(absc,coef,nline-1,4,xa,0)
endfunction func

double precision function gfunc(xa)
real(8):: xa

gfunc = ppvalu(absc,coef,nline-1,4,xa,1)
endfunction gfunc

double precision function afunc(xa)
real(8):: xa

afunc = ppvalu(absc,coef,nline-1,4,xa,2)
endfunction afunc
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SUBROUTINE qgauss(func,a,b,ss)
REAL(8):: a,b,ss,func
EXTERNAL func
INTEGER:: j
REAL(8):: dx,xm,xr
real(8), dimension(5):: w, x
SAVE w,x
DATA w/.2955242247,2692667193,.2190863625,.1494513491,.0666713443/
DATA x/.1488743389,.4333953941,.6794095682,.8650633666,.9739065285/
xm=0.5*(b+a)
xr=0.5%(b-a)
ss=0
do11j=1,5
dx=xr*x(j)
ss=ss+w(j)*(func(xm+dx)+func(xm-dx))

11 continue

SS=Xr*ss
return
ENDSUBROUTINE qgauss

! (C) Copr. 1986-92 Numerical Recipes Software '5)].

11

SUBROUTINE gauleg(x1,x2,x,w,n)

INTEGER n

REAL(8) x1,x2

real(8), dimension(n):: x, w

DOUBLE PRECISION EPS

real(8), PARAMETER:: EPS=3.d-14
INTEGER i,j,m

DOUBLE PRECISION p1,p2,p3,pp,xl,xm,z,z1
m=(n+1)/2

xm=0.5d0*(x2+x1)
x1=0.5d0*(x2-x1)
do12i=1m
z=c0s(3.141592654d0*(i-.25d0)/(n+.5d0))
continue
pl1=1.d0
p2=0.d0
do11lj=1n
p3=p2
p2=pl
p1=((2.d0%j-1.d0)*z*p2-(j-1.d0)*p3)/j
continue
pp=n*(z*p1l-p2)/(z*z-1.d0)
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z1=z

z=21-p1/pp
if(abs(z-z1).gt.EPS)goto 1
x(i)=xm-x1*z
x(n+1-i)=xm+xl*z
w(i)=2.d0*xl/((1.d0-z*z)*pp*pp)
w(n+1-i)=w(i)

12 continue

return
ENDSUBROUTINE gauleg

! (C) Copr. 1986-92 Numerical Recipes Software '5)].

| 3k >k sk sk sk sk sk sk sk ke sk sk ok sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skosk sk sk sk sk sk sk sk sksk sk sk skosk skosk skok sk sk sk sksk ok

subroutine cubspl ( tau, c, n, ibcbeg, ibcend )

! from * a practical guide to splines * by c. de boor

Sk >k >k ok ok >k >k ok ok ok sk ok ok 5k sk ok ok ok sk ok ok k sk ok input >k koK ok ok >k ok ok ok sk ok ok ok %k ok ok ok sk ok ok ok sk sk k ok sk >k

n = number of data points. assumed to be .ge. 2.
(tau(i), c(1,i), i=1,..,n) = abscissae and ordinates of the
data points. tau is assumed to be strictly increasing.
ibcbeg, ibcend = boundary condition indicators, and
c(2,1), c(2,n) = boundary condition information. specifically,
ibcbeg = 0 means no boundary condition at tau(1) is given.
in this case, the not-a-knot condition is used, i.e. the
jump in the third derivative across tau(2) is forced to
zero, thus the first and the second cubic polynomial pieces
are made to coincide.)
ibcbeg =1 means that the slope at tau(1) is made to equal
c(2,1), supplied by input.
ibcbeg = 2 means that the second derivative at tau(1) is
made to equal c(2,1), supplied by input.
ibcend = 0, 1, or 2 has analogous meaning concerning the
boundary condition at tau(n), with the additional infor-
mation taken from c(2,n).
Sk sk skoske sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skeok Output sk skoske sk sk sk sk sk sk sk sk skesk sk sk sk skesk skeskeskeskeske sk sk sk
c(j,i), j=1,..,4; i=1,..,1 (= n-1) = the polynomial coefficients
of the cubic interpolating spline with interior knots (or
joints) tau(2), ..., tau(n-1). precisely, in the interval
(tau(i), tau(i+1)), the spline f is given by
f(x) = c(1,i)+h*(c(2,))+h*(c(3,i)+h*c(4,1)/3.)/2.)
where h = x - tau(i). the function program *ppvalu* may be
used to evaluate f or its derivatives from tau,c, | = n-1,
and k=4.
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integer ibcbeg,ibcend,n, i,j,l,m

real*8 c(4,n),tau(n), divdfl,divdf3,dtau,g
Ic**#*** 3 tridiagonal linear system for the unknown slopes s(i) of
I f attau(i), i=1,..,n, is generated and then solved by gauss elim-
I ination, with s(i) ending up in c(2,i), all i.
' ¢(3,.) and c(4,.) are used initially for temporary storage.

l=n-1
lcompute first differences of tau sequence and store in c(3,.). also,
lcompute first divided difference of data and store in c(4,.).

do 10 m=2,n

c(3,m) = tau(m) - tau(m-1)
10 c(4,m) = (c(1,m) - c¢(1,m-1))/c(3,m)

Iconstruct first equation from the boundary condition, of the form
! c(4,1)*s(1) + c(3,1)*s(2) = c(2,1)

if (ibcbeg-1) 11,15,16
11if (n.gt. 2) goto 12
! no condition at left end and n = 2.
c(41)=1.
c(3,1)=1.
c(2,1) = 2.d0*c(4,2)
go to 25

! not-a-knot condition at left end and n .gt. 2.
12 c(4,1) =c(3,3)
c(3,1) =c(3,2) +c(3,3)
c(2,1) =((c(3,2)+2.%¢(3,1))*c(4,2)*c(3,3)+c(3,2)**2*c(4,3)) /c(3,1)

goto 19
' slope prescribed at left end.
15¢c(4,1) =1.
c(3,1) =0.
go to 18
! second derivative prescribed at left end.
16 c(4,1) = 2.
c(3,1)=1.
c(2,1) =3*c(4,2) - c(3,2)/2.*c(2,1)
18 if(n .eq. 2) go to 25

I if there are interior knots, generate the corresp. equations and car-
I ry out the forward pass of gauss elimination, after which the m-th
! equation reads c(4,m)*s(m) + c(3,m)*s(m+1) = c(2,m).
19do 20 m=2,1
g=-c(3m+1)/c(4,m-1)
c(2,m) = g*c(2,m-1) + 3.*(c(3,m)*c(4,m+1)+c(3,m+1)*c(4,m))
20 c(4,m) =g*c(3,m-1) + 2.*(c(3,m) + c(3,m+1))
Iconstruct last equation from the second boundary condition, of the form
! (-g*c(4,n-1))*s(n-1) + c(4,n)*s(n) = c(2,n)
I if slope is prescribed at right end, one can go directly to back-
I substitution, since c array happens to be set up just right for it
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! atthis point.
if (ibcend-1) 21,30,24
21if (n.eq. 3 .and. ibcbeg .eq. 0) go to 22
' not-a-knot and n .ge. 3, and either n.gt.3 or also not-a-knot at
! left end point.
g =c(3,n-1) + c(3,n)
c(2,n) = ((c(3,n)+2.*g)*c(4,n)*c(3,n-1)+ c(3,n)**2*(c(1,n-1)-c(1,n-2))/c(3,n-
1)/g
g=-g/c(4n-1)
c(4,n) =c(3,n-1)
go to 29
! either (n=3 and not-a-knot also at left) or (n=2 and not not-a-
I knot at left end point).
22 c(2,n) = 2.*c(4,n)
c(4n) =1.
go to 28
! second derivative prescribed at right endpoint.
24 c(2,n) = 3.*c(4,n) + c(3,n)/2.*c(2,n)

c(4n) =2.
go to 28
25 if (ibcend-1) 26,30,24
26 if (ibcbeg .gt. 0) go to 22

! not-a-knot at right endpoint and at left endpoint and n = 2.
c(2,n) =c(4,n)
go to 30
28g=-1./c(4,n-1)
Icomplete forward pass of gauss elimination.
29 c(4n) = g*c(3,n-1) + c(4,n)
c(2,n) = (g*c(2,n-1) + c(2,n))/c(4,n)
Icarry out back substitution

30j=1

40 C(IZ»J'% = (c(Z))) - c@B.))*e(Zj+1))/c(4)
J=]-
if (j .gt. 0) go to 40

[RHxk* generate cubic coefficients in each interval, i.e., the deriv.s
I at its left endpoint, from value and slope at its endpoints.
do 50i=2,n
dtau = c(3,i)
divdfl = (c(1,i) - c(1,i-1))/dtau
divdf3 = c(2,i-1) + c(2,i) - 2.*divdf1
c(3,i-1) = 2.*(divdf1 - c(2,i-1) - divdf3)/dtau
50 c(4,i-1) = (divdf3/dtau)*(6./dtau)
return
endsubroutine cubspl
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real function ppvalu (break, coef, |, k, %, jderiv )
! from * a practical guide to splines * by c. de boor
Icalls interv
Icalculates value at x of jderiv-th derivative of pp fct from pp-repr
Ic
!C****** l n p u t skkskskokk
I break, coef, ], k....forms the pp-representation of the function f
to be evaluated. specifically, the j-th derivative of f is
given by

(d*)f(x) = coef(j+1,i) + h*(coef(j+2,i) + h*(... (coef(k-1,i) +
+ h*coef(k,i)/(k-j-1))/(k-j-2) ...)/2)/1

with h =x- break(i), and
i = max(1, max(j, break(j).le.x,1.le.j.le.1)).

!
!
!
[
[
!
!
!
!
!
! X....the point at which to evaluate.
! jderiv.....integer giving the order of the derivative to be evaluat-
! ed. assumed to be zero or positive.
!
!C****** ou t p u t kskskoskkk
! ppvalu....the value of the (jderiv)-th derivative of f at x.
!
!C****** m e t h 0 d keskoskskoskok
! theinterval index i, appropriate for x, is found through a
I call to interv.the formula above for the jderiv-th derivative
I of f is then evaluated (by nested multiplication).
Ic

integer jderiv,k,], im,ndummy

real*8 break(l+1),coef(k,1),x, fmmjdrh

ppvalu = 0.

fmmjdr = k - jderiv
! derivatives of order k or higher are identically zero.

if (fmmjdr .le. 0.) go to 99

! find index i of largest breakpoint to the left of x.
call interv ( break, 141, x, i, ndummy )

' Evaluate jderiv-th derivative of i-th polynomial piece at x.
h = x - break(i)
m =Kk
9 ppvalu = (ppvalu/fmmjdr)*h + coef(m,i)
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m=m-1
fmmjdr = fmmjdr - 1.
if (fmmjdr .gt. 0.) goto9
99 return
endfunction ppvalu

subroutine interv ( xt, Ixt, X, left, mflag )
! from * a practical guide to splines * by C. de Boor
lcomputes left = max(i: xt(i) .It. xt(Ixt) .and. xt(i) le.x) .
Ic
!C****** 1 n p ut kskskokskk
I xt....areal sequence, of length Ixt, assumed to be nondecreasing
I' Ixt....number of terms in the sequence xt.
! x.....the point whose location with respect to the sequence xt is
! to be determined.
Ic
!C****** ou t p u t skoksk sk skok
I left, mflag.....both integers, whose value is

Ic

'1 -1 if x.It. xt(1)

i 0 if xt(i) Je.x.t. xt(i+1)

i 0 if xt(i) .t x.eq.xt(i+1) .eq. xt(Ixt)
i1 if xt(@) Jt. xt(i+1) .eq. xt(Ixt) .It. x
Ic

! In particular, mflag = 0 is the 'usual' case. mflag.ne. 0

! indicates that x lies outside the CLOSED interval

' xt(1) le.y le. xt(Ixt) . The asymmetric treatment of the

! intervals is due to the decision to make all pp functions cont-

! inuous from the right, but, by returning mflag =0 even if

! x = xt(Ixt), there is the option of having the computed pp function
! continuous from the left at xt(Ixt) .

1

ic****** m e t h 0 d keskoskskoskok

! The program is designed to be efficient in the common situation that
I it is called repeatedly, with x taken from an increasing or decrea-

! sing sequence. This will happen, e.g., when a pp function is to be

I graphed. The first guess for left is therefore taken to be the val-

! ue returned at the previous call and stored in the 1o cal varia-

I ble ilo. A first check ascertains that ilo .It. Ixt (this is nec-

I essary since the present call may have nothing to do with the previ-
! ous call). Then, if xt(ilo) .le. x .It. xt(ilo+1), we set left =

! ilo and are done after just three comparisons.

I Otherwise, we repeatedly double the difference istep = ihi - ilo

! while also moving ilo and ihi in the direction of x, until

! xt(ilo) .le. x .It. xt(ihi) ,

I after which we use bisection to get, in addition, ilo+1 = ihi.
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! left =ilo is then returned.

Ic
integer left,Ixt,mflag, ihi,ilo,istep,middle
real*8 x,xt(Ixt)

datailo /1/
save ilo
ihi=ilo+1
if (ihi .It. Ixt) go to 20
if (x .ge. xt(Ixt)) goto 110
if (Ixt .le. 1) go to 90
ilo=1Ixt-1
ihi = Ixt
!
20 if (x .ge. xt(ihi)) go to 40
if (x .ge. xt(ilo)) goto 100
!
! % now x .It. xt(ilo) . decrease ilo to capture x.
istep=1
31 ihi=ilo
ilo = ihi - istep
if (ilo .le. 1) go to 35

if (x .ge. xt(ilo)) go to 50
istep = istep*2

go to 31
35ilo=1
if (x .1t xt(1)) go to 90
go to 50
! % now x .ge. xt(ihi) . increase ihi to capture x.
40 istep=1
41 ilo =ihi
ihi = ilo + istep
if (ihi .ge. Ixt) go to 45

if (x .It. xt(ihi)) go to 50
istep = istep*2
go to 41
45 if (x .ge. xt(Ixt)) goto 110
ihi = Ixt
!
! Rk now xt(ilo) .le. x .It. xt(ihi) . narrow the interval.
50 middle = (ilo + ihi)/2
if (middle .eq. ilo) goto 100
! note. it is assumed that middle = ilo in case ihi = ilo+1 .
if (x .It. xt(middle)) goto 53
ilo = middle
go to 50
53 ihi = middle
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go to 50
Ic**** set output and return.

90 mflag = -1
left=1
return
100 mflag =0
left =ilo
return
110 mflag=1
if (x .eq. xt(Ixt)) mflag =0
left = Ixt
111 if (left.eq. 1) return
left =left- 1
if (xt(left) .1t. xt(Ixt)) return
goto 111

endsubroutine interv

I
i Skskskskesk sk skok sk sk sk ok sk sk skske sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skosk sk sk skosk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk sk skske sk sk kok
!

Subroutine sample(nk)

implicit none

integer, parameter::nsit=500

real(8), dimension(nsit,3)::nmag

integer:: nk

write(*,*)nk

return

endsubroutine sample

endprogram derivate
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