RESSALVA

Atendendo solicitacao do(a)
autor(a), o texto completo deste
trabalho sera disponibilizado
somente a partir de 22/02/2019.



® un e spmuv UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA M

‘JULIO DE MESQUITA FILHO” Pos-graduagao :
Campus de Botucatu B ot nica
Instituto de Biociéncias Unesp - Botucatu

de Botucatu - Unesp

MECANISMO DE DORMENCIA EM SEMENTES DE
Annona cacans WARM. (ANNONACEAE)

SAMANTA JAQUELINE DALANHOL

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Céampus de Botucatu, UNESP, para obtencéo
do titulo de Doutor no Programa de P0s-
Graduagdo em  Ciéncias  Bioldgicas
(Botanica), Area de Concentracio: Fisiologia
e Bioguimica Vegetal.

BOTUCATU - SP
2017



. AVA
AVAVQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp “ ‘JULIO DE MESQUITA FILHO” M

Campus de Botucatu B Oté n | ca

Unesp - Botucatu

Instituto de Biociéncias
de Botucatu - Unesp

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
“Julio de Mesquita Filho”

INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU

MECANISMO DE DORMENCIA EM SEMENTES DE
Annona cacans WARM. (ANNONACEAE)

SAMANTA JAQUELINE DALANHOL

PROF?2 DR? GISELA FERREIRA
ORIENTADORA

Tese apresentada ao Instituto de Biociéncias,
Campus de Botucatu, UNESP, para obtencao
do titulo de Doutor no Programa de Poés-
Graduagdo em  Ciéncias  Bioldgicas
(Botanica), Area de Concentragdo: Fisiologia
e Bioquimica Vegetal.

BOTUCATU - SP
2017



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADRE FELR SECAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAD TECHNICA DE BIBLIOTECAR E DOCUMENTACAD = CAMPUS DE BOTUCATU = UHESE

BEIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE AFARECIDA VICENTE=CEE B/5651

Dalanhol, Samanta Jagqueline.
Mecanismo de dorméncia em sementes de dnnona cacans Warm.
{Annonaceae) / Samanta Jagqueline Dalanhel. - Botucatu, 2017

Teze (doutorado) - Universidade Estadual Paulista "Julio
de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de Botucatu

Orientador: Gisela Ferreira

Capes: 20303009

. Sementes - Dorméncia. 2. Fruta-de-conde. 3. Anonacea.
endis. 5. Acido abscisico. 6. Hipéxia. 7. Giberelina.

f1=9
e

Falavras-chave: Acido absciszico; Compostos fendlicos;
Giberelina; Hipdéxia; Tegumento.




O impossivel existe
até quando alguém duvide dele

e prove o contrario.

Albert Einstein



AGRADECIMENTOS

A Deus, por sempre ouvir minhas preces e me permitir crescer espiritualmente nesses
quatro anos.

Aos meus pais, Celso Dalanhol e Marlene Peiter Dalanhol por terem sempre incentivado
meus estudos, terem me dado suporte para chegar onde estou hoje e pelo apoio incondicional
mesmo nos momentos mais dificeis.

A minha orientadora Gisela Ferreira pela paciéncia e dedicac&o.

A CAPES pela bolsa de doutorado concedida.

Ao Programa de P6s-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas (Botanica) pela oportunidade de
ingressar no doutorado.

Aos professores Carlos Ducatti (in memoriam), Carmen Regina Marcati, Edivaldo
Domingues Velini, Elizabeth Orika Ono, Fernando Broetto, Jodo Carlos Palazzo de Mello,
Martha Maria Mischan e Michele Fernanda Bortolini que autorizaram o uso de seus laboratérios
para que eu pudesse realizar as analises e me ajudaram com esclarecimentos a respeito de
metodologias.

Ao pessoal do Departamento de Boténica, Heloiza, Inara, José Eduardo, Leonice e Maria
Helena por toda disposicdo em ajudar e pela amizade.

Ao Beto e ao Thiago do Nupam pela ajuda com a quantificacdo dos fitormonios.

A todos os colegas da Pds-Graduacdo, que fizeram esses anos se tornarem mais leves, em
especial aos amigos que também me ajudaram com avaliaces e analises: Juliana, Magnun,
Luis Paulo, Renata, Marilia e Amanda.

A Marcela, que além de me ajudar com a anatomia, aceitou o desafio de morar comigo
mesmo me conhecendo pouco, mas que proporcionou um convivio agradavel, sempre disposta
a ouvir meus desabafos durante esses quatro anos.

As minhas amigas de Toledo/PR, Cibelly, Leidimar, Marlene, Taciara e Thais, por
estarem ao meu lado depois de muitos anos de amizade e sempre me ouvindo e me confortando
quando precisei.

Aos estagiarios da UNESP, UFSCar e PUCPR pela ajuda com coleta e beneficiamento
de frutos e instalacdo de experimentos.

A todos que permitiram a coleta de frutos de ariticum-cagao em sua propriedade.

A todos que de alguma maneira contribuiram para a realizacéo deste projeto.



SUMARIO

1 U 1Y PSR 1
ABSTRACT ittt ettt b st e st et e b et e e st e be st et R e te et et re et et nenrenen 2
O LN I ST0] 516107 IR 3
2 REVISAO BIBLIOGRAFICA ...ttt 4
2.1 GERMINAGCAO E DORMENCIA EM SEMENTES ......ovuiiiriniiniinsineiessseeesieseneons 4
2.2 CLASSIFICAGAO DA DORMENCIA ..ot 5
2.2.1 DOrméNncia fiSIOIOQICA .......ccuveieiiicie et 6

2.2.2 Dorméncia morfoldgica e morfofisiolagica.........ccovviiiieiiiiiicee e 9

2.2.3 Dorméncia fisica  fiSIOfiSICa.......ccceveiiiiiisiccc e 10

2.3 DORMENCIA NA FAMILIA ANNONACEAE .......coveveeeeeeeressee e 10
2.4 ANNONa CACANS WARM. ... 11

3 CAPITULO 1 - ARMAZENAMENTO DOS FRUTOS DE Annona cacans WARM. E

SUA RELACAO COM A VIABILIDADE E DORMENCIA DE SEMENTES............... 13
RESUIMO ...ttt et e e b e s b e e b e e nb e e nneeanneeneas 14
INEFOTUGAD ... bbbttt bbb 14
Material € IMELOTOS ........ueiuieieeieiee ettt e e e e et stesreane e e eneas 15

Material VEQELAL .........ccvoiiiiieciece e e 15
Superacdo da dorméncia com reguladores vegetais e escarificacdo mecanica........... 16
Efeito do repouso apo6s a coleta dos frutos na germinacéo e dorméncia.................... 17
Caracteristicas quimicas dos frutos submetidos ao repouso apds a coleta.................. 18
ANALISE ESTALISTICA ....veveveieieieee et 19
RESUITATOS ...ttt b e b et et e s e et e ettt enbesbeereeneas 19
Superacdo da dorméncia com reguladores vegetais e escarificacdo mecanica........... 19
Efeito do repouso apds a coleta dos frutos na germinagdo e dorméncia..................... 23
Caracteristicas quimicas dos frutos submetidos ao repouso apds a coleta.................. 26
D oL ST (o TR PRTTR TP 27
] (=] =] (o] - LSS PSSR 29

Vi



4 CAPITULO 2 — LIMITACAO AS TROCAS GASOSAS NO TEGUMENTO E

MANUTEN(;AO DA DORMENCIA EM SEMENTES DE Annona cacans WARM. .... 33
RESUMO ...ttt sttt bttt et et ene et et e nennentens 34

1 T0] 51U 107X J TR 34
MATERIAL E METODOS ..ottt 36
Material VEGELAL .........coviieiie e e 36
Delineamento eXPerimental ...........ccccveiieieiieie e 36
Avaliaches e analises eXPEriMENTAIS.......ccvcvveiiere e sra e 37
ANALISE BSLALISTICA ..e.veviveiieceeeee et reens 41
RESULTADOS ...ttt ettt e et e e st e e sn e e e snt e e e nnaeeenneeeennneeans 41
Caracterizacao das SEMENTES........ciiiieiieie et eee e e rte s ste et e et eesee e s e et e e e e sreenreenee e 42
GerminabDIlIdAAE .......ccvoiviieie e 44

LT g0 (3 To U LTSRS 46
ANAtomMIa € MOITOIOGIA. ... ...eiveiieiiiieiee s 47
FENOIS TOTAUS .....veveiietieieie ettt st b e bbbt sbe st b ne e 51
Atividade da enzima polifenoloXidase..........c.ccvvevieiieiiieii i 53
Papel do tegumento na respiracao das SEMENTES ........cevvereereerieeriesieseeree e sree e seeneas 55

G e e e e e e e — e e e e e e e e e e aba e e e e abraeeeaarreeens 56
gV g F= T Lo | (o] €= SR 58
DISCUSSAD ..ottt 62
LITERATURA CITADA ..ottt sttt st 66

5 CONSIDERACOES FINAILS e e 71
B CONCLUSOES. ..ottt 73
7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ........oviievceeeeeeeveeeseeeee s, 74

vii



DALANHOL, S. J. MECANISMO DE DORMENCIA EM SEMENTES DE Annona
cacans WARM. (ANNONACEAE). 2017. 83p. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE
BIOCIENCIAS, UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

RESUMO - Sementes dormentes de Annona cacans Warm. ndo respondem ao tratamento com
giberelina como observado em outras espécies da familia Annonaceae. Mesmo sendo
permeaveis a dgua, é sugerida a escarificacdo do tegumento das sementes para melhorar sua
germinagdo, fato que se deve possivelmente aos compostos fendlicos presentes na sua
composicdo. Além disso, € recomendado o repouso dos frutos apds a coleta, sem o
conhecimento do que isto poderia acarretar a germinacao e dorméncia das sementes. O objetivo
deste estudo foi avaliar se o repouso ap0s a coleta dos frutos e 0 tegumento estdo envolvidos na
dorméncia de sementes de Annona cacans. Para avaliar o efeito do repouso dos frutos sobre a
germinacao, as sementes foram beneficiadas logo apds a coleta e a cada dois dias até completar
0 periodo de dez dias, sendo avaliadas as caracteristicas fisico-quimicas dos frutos e a
germinabilidade das sementes a cada época. Para investigar como os compostos fendlicos estdo
envolvidos com a dorméncia das sementes, estudou-se o efeito da escarificacdo e da embebicéo
em regulador nas sementes ao longo do tempo e, para tanto, foram avaliados a germinabilidade,
a anatomia das sementes, o teor de fendis totais, a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO),
a atividade respiratoria das sementes, 0 hormonio GA4 e a atividade de enzimas hidroliticas. O
repouso apos a coleta dos frutos por até os quatro dias causa aumento na dorméncia das
sementes, e a partir deste momento, observa-se perda gradativa da viabilidade das sementes
conforme o tempo que estas permanecem nos frutos. Observou-se efeito sinérgico da
escarificacdo das sementes e a embebi¢do em regulador, pois estes tratamentos em conjunto
aumentam a velocidade e a sincronizacao da germinacdo, além de apresentarem maior atividade
respiratdria e elevado teor de GA4 ap6s a embebicdo, 0 que aumentou a atividade de enzimas
amiloliticas e proteoliticas neste mesmo periodo, contribuindo para a superacdo da dorméncia
dessas sementes. Conclui-se que o repouso apos a coleta dos frutos € prejudicial a germinacgéo
de sementes de Annona cacans e que o tegumento intacto destas sementes promove condi¢do
natural de hipdxia ao embrido, o que contribui para a manutencao de sua dorméncia.

Palavras-chave: acido abscisico, compostos fenolicos, giberelina, hipdxia, tegumento.



DALANHOL, S. J. MECHANISM OF SEED DORMANCY IN Annona cacans WARM.
(ANNONACEAE). 2017. 83p. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS,
UNESP — UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

ABSTRACT - Dormant seeds of Annona cacans Warm. do not respond to treatment with
gibberellin as observed in other species of the Annonaceae family. Although permeable to
water, it is suggested seed coat scarification to improve its germination, a fact possibly due to
the phenolic compounds present in its composition. In addition, it is recommended storage after
fruit collection, without the knowledge of what this could induce to the germination and
dormancy of the seeds. The aim of this study was to evaluate if the storage after fruit collection
and the seed coat are involved in seed dormancy of Annona cacans. In order to evaluate the
effect of the storage of the fruits on the germination, the seeds were benefited soon after the
collection and every two days until completing the period of ten days, being evaluated the
physical-chemical characteristics of the fruits and the germinability of the seeds at each time.
To investigate how phenolic compounds are involved in seed dormancy, we studied the effect
of seed scarification and seed imbibition in plant growth regulator over time, and, for this
purpose, it were evaluated the germinability, seed anatomy, seed total phenols,
polyphenoloxidase (PPO) activity, seed respiration, GAs and activity of hydrolytic enzymes.
Storage after fruit collection for up to four days causes an increase in the seed dormancy, but
from this moment on, a gradual loss of the seed viability was observed according to the time
they remain in the fruits. A synergistic effect of seed scarification and imbibition in regulator
was observed, because these treatments together increase germination speed and
synchronization, in addition it had higher respiratory activity and a high GA4 content after
imbibition, which increased the activity of amylolytic and proteolytic enzymes in the same
period, contributing to overcome seed dormancy. It is concluded that the storage after fruit
collection is harmful to Annona cacans seed germination and that the seed coat promotes a
natural condition of hypoxia to the embryo, which contributes to the maintenance of seed
dormancy.

Key words: abscisic acid, phenolic compounds, gibberellin, hypoxia, seed coat.



1 INTRODUCAO

A dorméncia € uma estratégia de distribuicdo da germinacao das sementes no tempo, com
a finalidade de oferecer vantagens adaptativas para a espécie, evitando condi¢fes temporarias
que prejudicam o estabelecimento das mudas e também ajuda na formacdo de bancos de
sementes no solo (Gubler et al., 2008; Bewley et al., 2013). Sementes dormentes ndo tem a
capacidade de germinar em um periodo especifico de tempo sob uma variedade de fatores
ambientais que seriam favoraveis a germinacdo em sementes ndo dormentes (Baskin; Baskin,
2014). No entanto, a dorméncia dificulta o planejamento de viveiristas para a obtencdo de
mudas de espécies nativas, pois requerem tratamentos especificos, as vezes desconhecidos, para
gue a germinacdo ocorra (Zaidan; Barbedo, 2004; Hartmann et al., 2011).

Na literatura ha relatos de que sementes de Annona cacans Warm. (Annonaceae) possuem
dorméncia, porém ndo ha consenso quanto aos métodos de superacdo, pois Carvalho (2003)
sugere a estratificacdo em areia itmida, mas Lorenzi (2016) indica o repouso dos frutos ap6s a
coleta e também sugere a escarificacdo mecanica das sementes. Além disso, a semeadura sem
tratamentos de superacdo de dorméncia atinge no maximo 21% de germinacdo em um periodo
de 23 semanas (Suganuma et al., 2008). Isto demonstra a importancia do esclarecimento dos
mecanismos de dorméncia da espécie, com 0s quais poderdo ser definidas estratégias de
reproducdo da mesma.

Ao contrario de outras espécies da familia Annonaceae, sementes de Annona cacans nao
germinaram apds serem embebidas em solucdo de giberelina (GAs), demonstrando que esta
espécie poderia apresentar outro mecanismo de dorméncia ainda ndo relatado nesta familia,
provavelmente relacionado com compostos fendlicos (Dalanhol et al., 2013). Além disso,
verificou-se que os frutos entram em processo fermentativo intenso apos se desprenderem da
planta mée, o que poderia interferir de maneira negativa na germinacédo das sementes e também
na dorméncia, uma vez que esta espécie possui compostos fendlicos (taninos) nas sementes
(Dalanhol et al., 2013) e o processo fermentativo esta relacionado com o0 aumento no contetido
de fenois em sementes (Gachons; Kennedy, 2003). Desta forma, o objetivo deste estudo foi
avaliar se o repouso ap0s a coleta dos frutos e se o tegumento estdo envolvidos na dorméncia

de sementes de Annona cacans.



6 CONCLUSOES
Conclui-se que o repouso apo6s a coleta dos frutos € prejudicial a germinacdo de sementes

de Annona cacans e que o0 tegumento intacto destas sementes promove condi¢do natural de

hipoxia ao embrido, o que contribui para a manutencdo de sua dorméncia.
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