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BRAGA-XAVIER, M.P. ALTERACOES METABOLICAS DURANTE A SUPERACAO
DE DORMENCIA E DETERIORACAO DE SEMENTES DE AMENDOIM
FORRAGEIRO EM ARMAZENAMENTO. 2015. 82P. TESE (DOUTORADO) -
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA,
BOTUCATU.

RESUMO - Sementes de amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.),
leguminosa amplamente utilizada como forrageira, no paisagismo e protecdo do solo,
apresentam dorméncia fisiologica pos-colheita e baixa longevidade. Nao obstante, a
superacao ocorre de forma natural ao longo do armazenamento e tratamentos quimicos ou
fisicos da dorméncia, frequentemente, aceleram a deterioragcdo das sementes. Resultados
promissores t€m sido obtidos com a aplicagdo exdgena de etileno. Neste contexto,
investigaram-se como a superagdo da dorméncia mediada pela presenca de etileno, ou nao,
afeta as ultraestruturas, o potencial fisiolégico e a atividade respiratoria de sementes de
amendoim forrageiro durante o armazenamento. Sementes recém-colhidas foram divididas em
dois grupos, um dos quais foi tratado com ethephon. Em seguida, as sementes foram
submetidas as avaliagdes de grau de umidade (base umida), germinag¢do, emergéncia de
plantulas, lixivia¢do de potéssio, tetrazolio, respiracdo e morfologia de células e mitocondrias,
além da quantificacdo de peroxido de hidrogénio, malonaldeido, carboidratos, proteinas e
aminodacido. As sementes foram armazenadas em condigdes ambientais ndo controladas até 26
meses, com avaliagdes periddicas durante o armazenamento. Os resultados obtidos indicam
que a superacdo da dorméncia pode acelerar a deterioracdo de sementes de amendoim
forrageiro. No entanto, nas condicdes de ambiente de armazenamento empregadas,
verificaram-se que alteragdes ultraestruturais das mitocondrias, ocasionadas pela deterioragao,
se iniciam aos dois meses, muito antes da superagdo da dorméncia. Igualmente, alteracdes na
permeabilidade seletiva das membranas e efeitos nos tecidos das sementes concorrem para a
redu¢do do numero de plantulas normais, ja visiveis no teste de germinacdo a partir do 62
més. Mais ainda, alteragdes mensuraveis de carboidratos, aminoacidos, proteinas e respiracao,
acompanhadas de aumento na peroxidacdo lipidica, foram verificadas a partir do 82 e 102 més
de armazenamento, quando as sementes, principalmente, as tratadas com etileno, perderam a
capacidade de produzir plantulas normais nas condi¢des do teste de germinagdo. Processos
oxidativos podem determinar a baixa longevidade dessas sementes e a dorméncia ndo garante
o aumento do seu potencial de armazenamento. Em sintese, os resultados obtidos demonstram

que a superacao da dorméncia, embora ocorra lentamente, acelera a deterioracao das sementes



de A. pintoi, processo mediado, possivelmente, por alteragdes nas mitocondrias e na atividade
respiratoria. Cabe mencionar, também, que o etileno antecipa a superacdo da dorméncia
dessas sementes, no entanto, acelera a deterioracdo das mesmas durante o armazenamento.
Em uma perspectiva aplicada, durante o armazenamento de sementes de A. pintoi em
ambiente ndo controlado, o tratamento com ethephon s6 deve ser empregado caso seja

possivel a semeadura imediata.

Palavras-chave: Arachis pintoi, etileno, respira¢ao, mitocondrias, metabolismo, oxidagao



BRAGA-XAVIER, M.P. METABOLLIC CHANGES DURING DORMANCY
BREAKAGE AND DETERIORATION OF FORAGE PEANUT SEEDS DURING
STORAGE. 2015. 82P. TESE (DOUTORADO) — INSTITUTO DE BIOCIENCIAS, UNESP
- UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA, BOTUCATU.

ABSTRACT - Forage peanut seeds (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.), a widely used
legume as forage in landscape and soil protection, show physiological dormancy and low
longevity after harvest. Nevertheless, chemical or physical breakage of dormancy frequently
accelerates seed deterioration. Successful results have been obtained upon exogenous
application of ethylene. In this context, it has been investigated how dormancy breakage
mediated by ethylene affects, or not, ultra-structures, physiological potential and respiratory
activity of forage peanut during storage. Recently harvested seeds were divided into two
groups, and one of them was treated with ethylene. Next, the seeds were submitted to
moisture content assessments (wet basis), germination, seedling emergence, potassium
leaching, tetrazolium, respiration and cell and mitochondria morphology, besides the
quantification of hydrogen peroxide, malonaldehyde, carbohydrate, protein and amino acid.
The seeds were stored in natural environment up to 26 months. Assessments were performed
periodicallyThe results show that dormancy breakage can accelerate deterioration of forage
peanut. However, it was observed that under uncontrolled conditions of storage environment,
ultra-structural alterations of mitochondria, caused by deterioration, start long before the total
dormancy breakage in the second month. Likewise, alterations in the selective permeability of
membranes and effects on the seed tissues help reduce the number of normal seedlings
already visible from the sixth month on. Moreover, measurable alterations of carbohydrate,
amino acids, proteins, respiration and lipid peroxidation were verified from the 8th and the
10th month of storage, when seeds, mainly those treated with ethylene, lost their capacity to
produce normal seedlings. Oxidative processes can determine low longevity of those seeds,
and dormancy does not represent an evolutionary tool in order to enhance their storing
potential. Briefly, the results show that breakage of dormancy, although it occurs tardily,
accelerates seed deterioration of A. pintoi, process possibly mediated by mitochondria and
respiratory activity alterations. It is worth mentioning also that exogenous ethylene anticipates
seed dormancy breakage. However, it accelerates the deterioration of those seeds during
storage. In an applied perspective, during A. pintoi seed storage in a non-controlled

environment, ethylene treatment can only be applied if possible the immediate sowing.



Xi

Keywords: Arachis pintoi, ethylene, respiration, mitochondria, metabolism, oxidation.



I. INTRODUCAO GERAL

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.), espécie herbacea
perene da familia das Fabaceaes, ¢ originério do Brasil (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994)
e pode ser plantado em diferentes ambientes (AMATO et al., 2007). E recomendada para
forragem, pois produz um consideravel volume de massa seca (RIVAS; HOLMAN, 2000;
OLIVEIRA, 2002), mas também pode ser utilizada na recupera¢ao de pastagens degradadas,
cobertura do solo em culturas perenes e paisagismo (RIVAS; HOLMAN, 2000; OLIVEIRA,
2002; ESPINDOLA et al., 2006), além de possuir caracteristicas importantes para a
recuperagdo e adubagdo do solo (DUDA et al.,, 2003), principalmente, em relacdo ao
nitrogénio, em fun¢ao da habilidade caracteristica das leguminosas na sua fixa¢ao biologica.

O estabelecimento da cultura pode ser feito tanto por estoldes, como por didsporos
(VALENTIM et al., 2003, 2009). Contudo, embora as sementes, com ou sem pericarpo,
apresentem a vantagem da resisténcia ao transporte e armazenamento em relagao aos estoloes,
o elevado nivel de dorméncia logo apds a colheita (60-80%) pode limitar o seu uso, pois pode
durar de seis a oito meses durante o armazenamento e, em alguns cultivares, as sementes
perdem a viabilidade ap6s 10 meses de armazenamento, em funcao da rapida deterioragao
(FERGUSON, 1994). No entanto, nada se conhece sobre a causa da sua dorméncia ou sobre a
razao de tdo baixa longevidade.

Em A. hypogaea, o principal causador da dorméncia é o acido abscisico (ABA)
(KETRING; MORGAN, 1969). Para este caso, dentre outras recomendacdes de tratamento, a
aplicacdo de etileno destacou-se na superacdo da sua dorméncia (KETRING; MORGAN,
1969, 1972; KEPCZYNSKI; KEPCZYNSKA, 1997; ISSA et al., 2010). Neste sentido, o
etileno pode atuar neutralizando tanto a sintese quanto a sinalizacdo do ABA (CORBINEAU
et al., 2014), induzir o enfraquecimento e a ruptura da cobertura do endosperma em espécies
albuminosas, assim como, induzir o crescimento radicular (LINKIES et al., 2009). O etileno
pode, também, aumentar a producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO) no eixo
embrionario e estas, por sua vez, alteram as vias de transcri¢do de sinais do ABA, impedindo,
assim, o seu efeito inibitdrio sobre a germinagao de sementes (EL-MAAROUF-BOUTEAU et
al., 2015). Porém, pouco se conhece sobre seu efeito na dorméncia e no potencial fisiologico
de sementes de amendoim forrageiro, embora alguns testes ja demonstrem boas perspectivas
(ASSIS et al.,, 2013a, b). Em geral, as pesquisas sobre tratamentos para superagdo de
dorméncia de sementes de A. pintoi sdo escassas. O pouco que se tem registrado foram testes

de exposicdo ao calor, seco ou imido, e de remog¢ao do pericarpo, ambos com reducdo da



dorméncia, mas com alguns efeitos danosos as sementes (FERGUSON, 1994; COSTA;
ROSSETTO, 2008; ROSSETTO; ALVES, 2008).

Deste modo, os tratamentos para a superagdao da dorméncia das sementes desta
espécie, quando eficientes nos seus objetivos, podem, muitas vezes, acelerar a sua
deterioragdo além do que ja ocorre naturalmente. Todavia, a perda da capacidade de germinar
¢ o ultimo efeito visivel da deterioracdo da semente (DELOUCHE, 1963). Outros danos
anteriores, de carater ultraestrutural e bioquimico, ndo sdo percebidos pelo teste de
germinagdo. O acimulo de espécies reativas de oxigénio (ERO), radicais livres (RL) e outros
compostos toxicos contribui para os primeiros eventos na deterioracdo das sementes
(WALTERS et al., 2010), como a peroxidac¢do lipidica com danificacdo das membranas
celulares, do DNA e de outros constituintes celulares (GARCIA et al., 2006), além de
subsequentes danos as mitocondrias, ao processo respiratorio e a integridade dos tecidos
(ABDUL-BAKI,1980; BENAMAR et al., 2003; MENDES et al., 2009).

Em sintese, embora ndo seja desejavel do ponto de vista produtivo, na natureza, a
dorméncia ¢ vista como uma forma de preservagdo das espécies, pois permite a dispersao em
épocas diferentes e a germinacdo em condi¢cdes ambientais mais favoraveis, visto que,
conforme o processo evolutivo, a dorméncia assumiu o papel de garantir maior potencial de
armazenamento (BARBEDO et al., 2013). Os autores esclarecem, ainda, que, normalmente, o
alto grau de dorméncia fisiologica permite que a semente prossiga mais tempo ligada a planta,
aprofundando o processo de maturagdo, sem correr o risco de viviparidade e que, quanto mais
avangado este processo, maior a longevidade. Por outro lado, normalmente, as sementes
intolerantes a dessecacdo sdo dispersas com baixo grau de maturagdo e, para isso, nao
possuem nenhum tipo de inibicdo da germinacdo, garantindo, dessa forma, a germinagdo nas
condi¢des adequadas do ambiente, justificando, assim, a sua baixa longevidade (BARBEDO
et al., 2013). Ou seja, de uma maneira ou de outra, o processo evolutivo busca uma interacao
positiva das espécies com os mais diversos ecossistemas em que elas se desenvolvem, sempre
buscando ferramentas, ou especializa¢des, que garantam a perpetuacdo de cada espécie € o
grau de dorméncia pode ser considerado como uma dessas especializacdes (BARBEDO et al.,
2013). No entanto, em A. pintoi, nenhuma dessas vantagens ¢ atendida, pois o periodo entre a
perda desejavel da dorméncia e a manifesta¢do fisiologica da deteriora¢do, com a queda do
vigor e a perda da viabilidade ¢ extremamente curto, cerca de dois a trés meses. Assim, a
dorméncia ndo garante maior longevidade e, consequentemente, ndo garante o
estabelecimento da nova planta, sobretudo, da sua distribuicao no espago e no tempo, indo na

contra mao da evolu¢do da maioria das espécies.



Assim, desvendar as alteragdes metabodlicas que ocorrem durante o periodo de perda
gradativa de dorméncia e a passagem de sementes dormentes para deterioradas, pode auxiliar
na compreensdao dos mecanismos envolvidos. Especialmente, o estudo destas alteragdes em
sementes de uma espécie que os manifesta em um curto periodo, contribui também para o
conhecimento de fendmenos até entdo pouco explorados, porém de suma importancia para o
avango nas pesquisas em fisiologia de sementes, ndo somente desta, como também de
diversas outras espécies, além de oferecer subsidios para o estudo de processos evolutivos
alternativos.

Deste modo, a avaliagdo da reducdo ou perda da permeabilidade seletiva das
membranas celulares, que leva a liberacdo de agucares e outras substancias necessarias a
propria respiracdo e outros eventos, pode refletir o efeito progressivo da deterioracdo sobre a
integridade dessas membranas. Este efeito progressivo da deterioracdo também pode ser
acompanhado e melhor elucidado pela andlise de ultraestruturas e de metabodlitos e
nucleotideos envolvidos no metabolismo mitocondrial, juntamente com a determinacdo do
consumo de O e liberacdo de CO, (BAILLY, 2004). Da mesma forma, a quantificacdo de
reservas nutricionais, de peroxido de hidrogénio (H202), que ¢ uma das espécies mais reativas
de oxigénio e principal causador da peroxidacdo lipidica, além de malonaldeido (MDA),
produto considerado como um bom indicador deste processo, podem complementar a linha de
raciocinio (KIBINZA et al., 2006; SHABAN, 2013). Salienta-se, também, que as alteragdes
acima citadas podem ser acompanhadas, em um estadio mais avangado da deterioracao, pela
verificacdo visual do comprometimento da vitalidade dos tecidos do embrido, com reflexos
diretos no potencial fisiologico (germinagdo e vigor) das sementes e qualidade das plantulas
de A. pintoi.

Nestes termos, buscaram-se avaliar os efeitos da superagdo da dorméncia sobre o
potencial fisiologico e o metabolismo respiratorio de sementes de Arachis pintoi durante o
periodo de armazenamento, bem como alteragdes nas ultraestruturas, na permeabilidade
seletiva das membranas celulares e na vitalidade dos tecidos do embrido, em sementes

tratadas ou nao-tratadas com ethephon.



II. REVISAO DE LITERATURA

I1.1. O género Arachis L. e a espécie Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg. (amendoim
forrageiro)

O género Arachis L., da familia das Fabaceaes, ¢ nativo da América do Sul e ocorre
naturalmente em cinco paises com diferentes condigdes edafo-climaticas (Brasil, Paraguai,
Bolivia, Argentina e Uruguai), distribuindo-se do nordeste do Brasil, passando pela regiao
central, as cordilheiras dos Andes; abrangendo desde regides tropicais e sub-tropicais as
temperadas (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). O género ¢ composto de 80 espécies,
distribuidas em nove se¢des, conforme o grau de poliploidia, semelhanca com o género
Stylosanthes, que é o mais proximo de Arachis, e a distribuicdo geografica (e.g. mais proximo
dos Andes ou mais a leste do continente), sendo as segdes: Trierectoides, Erectoides,
Extranervosae, Triseminatae, Heteranthae, Caulorrhizae, Procumbentes, Rhizomatosae e
Arachis, que ¢ a maior do género (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; VALLS; SIMPSON,
2005; LAVIA et al., 2009). Revisoes taxondmicas vém sendo realizadas, constantemente,
assim como a atualizacdo de métodos de classificagdo, incluindo dados moleculares ¢
bioquimicos, considerando-se, principalmente, a importancia do amendoim comercial
(BECHARA et al., 2010).

O Brasil € o Unico pais que reune todas as secdes e apresenta a maior parte das
espécies, 54, sendo 38 endémicas (FERGUSON et al., 2005). A se¢do Arachis ¢ a mais
derivada e a Uinica que ocorre nos cinco paises, abrigando a espécie mais domesticada e
estudada do género, A. hypogaea L., de alto valor econdmico. Por outro lado, a se¢do
Trierectoides abriga a espécie A. guaranitica, considerada como a mais primitiva
(GREGORY et al., 1980) e diferenciada do género (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). A
espécie ocorre naturalmente na serra de Amambai, entre Mato Grosso do Sul e Paraguai, local
considerado como o centro de origem do género (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994;
VALLS; SIMPSON, 2005; LAVIA et al., 2009), sugerindo grande afinidade e adaptacao das
espécies do género, das mais derivadas as mais primitivas, as condi¢des edafo-climaticas do
pais.

A espécie Tipo do género, que o descreve, ¢ A. hypogaea L. (KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1994) e a caracteristica morfologica mais significativa ¢ a produgdo de frutos
subterraneos (geocarpia). Vale mencionar, também, que as plantas sdo autdégamas,

preferencialmente, e apresentam ciclo de vida perene, em sua grande maioria, com exce¢do da



secdo Heteranthae ¢ de algumas espécies do género Arachis, que possuem plantas anuais
(VALLS; SIMPSON, 2005). Quanto a dispersao das sementes, a caracteristica geocarpica
gera algumas limitagdes, assim, a dispersao fluvial torna-se bastante relevante e eficiente,
inclusive, justificando a proximidade dos materiais encontrados ao longo dos rios
(KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

Outra secdo do género que se destaca pelo potencial economico e forrageiro ¢ a
Caulorrhizae Krapov. & W.C. Gregory, que é composta por duas espécies silvestres de alto
potencial forrageiro, Arachis repens Handro ¢ Arachis pintoi Krapov. & W.C. Gregory, e foi
descrita em 1994, apresentando distribui¢do geografica entre os estados de Goids, Minas
Gerais ¢ Bahia (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). Conforme as descri¢cdes dos autores,
as duas espécies apresentam estoldes e tém como principais diferencas morfoldgicas entre
elas a presenca de cerdas em toda parte vegetativa e o formato menos comprido e mais largo
do foliolo em A. pintoi, espécie mais difundida e estudada da secao.

O centro de origem de A. pintoi ¢ a foz do rio Jequitinhonha (areais), proximo a costa
atlantica, no municipio de Belmonte/BA (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). De 14, os
primeiros acessos foram coletados pelos professores Geraldo C. P. Pinto e Paulo D.T. Alvim
em abril de 1954 e levados ao Instituto de Pesquisas e Experimentagdo Agropecudria do Leste
(IPEAL), atual Embrapa Mandioca e Fruticultura Tropical, em Cruz das Almas/BA, para
serem cultivados e colecionados por Geraldo C. P. Pinto (KRAPOVICKAS; GREGORY,
1994). Seu holotipo encontra-se no herbario (CEN) da Embrapa Recursos Genéticos e
Biotecnologia (CENARGEN) e foi registrado por Gregory & Krapovickas em 1967 com o
nome dado em homenagem ao seu colecionador (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994).

A. pintoi apresenta ampla utilizagdo e adaptagdo (FERGUSON, 1994), desde as
regides mais proximas ao nivel do mar até as de maior altitude, como a 1800 m (VALLS et
al., 1994); tanto em areas mais secas, como nas de encharcamento temporario ou de geadas
(MIRANDA et al., 2008); areas de sombreamento ou a pleno sol; em solos mais argilosos a
arenosos (FERGUSON, 1994). A espécie também demonstra consideravel resisténcia ao
pisoteio dos animais em pastejo € ao fogo, devido aos pontos de crescimento vegetativo
ficarem bem protegidos (KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994; VALLS, SIMPSON, 2005).
Por suas caracteristicas e facilidades adaptativas, A. pintoi pode ser cultivado em diferentes
ambientes (AMATO et al., 2007), sendo recomendado como forrageira, na recuperagdo de
pastagens degradadas, como cobertura do solo em culturas perenes e no paisagismo
(ESPINDOLA et al., 2006), além de possuir caracteristicas importantes para a recuperagao do

solo e fixacdo biologica de nitrogénio (DUDA et al., 2003).



A. pintoi apresenta habito indeterminado de floragao e frutificagdo. Seu fruto é uma
vagem indeiscente que, normalmente, apresenta apenas uma semente (KRAPOVICKAS;
GREGORY, 1994). Para que o desenvolvimento deste fruto ocorra, apos a fecundagao do
ovulo, a planta desenvolve uma estrutura chamada “peg”, que ¢ similar ao gin6foro, porém,
apresenta geotropismo positivo e imediatamente se direciona ao solo empurrando o ovario
(CONAGIN, 1955; KRAPOVICKAS; GREGORY, 1994). Embora apresente a mesma fungao
de sustentar o ovario como um pedunculo, o “peg” difere do gindéforo porque se desenvolve a
partir de tecidos meristematicos da base do proprio ovario e o nome foi dado por agricultores
americanos por apresentar uma ponta que auxilia na perfura¢do do solo, similar a um objeto
perfurante (CONAGIN, 1955). Segundo os autores, somente apos penetrar alguns centimetros
no solo ¢ que ocorre o desenvolvimento do fruto e das sementes e se, por algum motivo, a
penetragdo do ovario nao ocorre, nao hd desenvolvimento do fruto.

O estabelecimento da cultura pode ser feito tanto por propagagdo vegetativa, estoldes
(VALENTIM et al., 2003, 2009), como por diasporos, sementes com ou sem pericarpo, ainda
que, em ambos o0s casos o desenvolvimento seja lento (WUNSCHER et al., 2004),
constituindo uma limitagdo na competicdo com plantas espontianeas. Mas, ainda assim, as
sementes apresentam diversas vantagens em relagcdo aos estoldes, como maior resisténcia e
menor volume para o transporte e armazenamento. As maiores dificuldades na sua adocao sao
a dificuldade de producio, elevado custo das sementes e alto nivel de dorméncia (60-80%),
apos a colheita (FERGUSON, 1994; ROSSETTO; ALVES, 2008). Segundo os autores, esta
dorméncia pode durar de seis a oito meses durante o0 armazenamento, constituindo um grande
problema para a cultura, pois as sementes da maioria das cultivares perdem a viabilidade apos
10 meses de armazenamento, em func¢do de sua baixa longevidade.

No entanto, em funcao da importancia da espécie e de seu amplo leque de utilizagao,
esforcos para sanar as dificuldades apresentadas tornam-se justificaveis, desde o
melhoramento genético até o aprimoramento de tecnologias de produgdo e preservacdo da
semente. Assim, a EMBRAPA desenvolveu a cv. Mandobi, registrada em 2008, como nova
opg¢ao para os produtores tropicais que desejem introduzir, por meio de sementes com menor
custo, uma leguminosa forrageira de alto rendimento e de alta qualidade em seus sistemas de
producdo, além de ser excelente opg¢do para a recuperacdo de pastagens degradadas na
Amazodnia, sobretudo em solos impermedveis (ASSIS et al., 2013c). Mais ainda, estudos para
ampliar o conhecimento sobre a fisiologia de suas sementes, visando a desenvolver técnicas

que possam dirimir a forte dorméncia pds-colheita e ampliar a longevidade vém sendo



realizados (FERGUSON, 1994; COSTA; ROSSETTO, 2008; ROSSETTO; ALVES, 2008;

ASSIS et al., 2013a, b), porém, ainda com muita caréncia de informagdes neste aspecto.

I1.2. Dorméncia em Arachis hypogaea L. e Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg

I1.2.1. Germinacio e dorméncia

Baseado em alguns conceitos destacados por Marcos Filho (2005), pode-se
considerar que a germinagdo de sementes ¢ um processo que envolve uma sequéncia de
eventos metabolicos desencadeados no embrido embebido em vias da ruptura do tegumento
para a protrusdo da raiz e formagao de uma plantula. De todo ciclo de vida da planta, este
processo inicial, que é a germinagdo, pode ser considerado como o mais critico e decisivo,
podendo ou ndo originar uma plantula normal a fim de garantir a continuidade da espécie, em
fungdo da maior vulnerabilidade aos diversos tipos de estresses hidricos e ambientais, bem
como aos patdgenos, as pragas € as injurias mecanicas (RAJJOU, 2012). No entanto, até
atingir o estddio de embrido apto a se transformar em uma plantula normal, uma série de
etapas ocorre, desde a fertilizagdo do ovulo até a independéncia da semente em relagdo a
planta. Ao final deste processo de desenvolvimento e maturagdo, ou proximo dele, o
metabolismo reduz consideravelmente, o crescimento do embrido paralisa e as sementes de
algumas espécies mais tolerantes a dessecagdo entram em “repouso” ou em estado de
“quiescéncia” (MARCOS FILHO, 2005). Assim que as sementes sdo reidratadas e as
condi¢Oes ambientais sdo favoraveis, as sementes que sdo viaveis € vigorosas reiniciam o
crescimento e germinam, porém, as sementes de determinadas espécies ou cultivares podem
ndo completar o processo de germinacdo de imediato, por se encontrarem em estado de
dorméncia (HILHORST, 1995; BEWLEY, 1997; MARCOS FILHO, 2005; PAULSEN et al.,
2013). Este estado pode ser determinado por mecanismos que bloqueiam a germinagdo € que
foram desencadeados durante o processo de maturacdo, ou imediatamente apds a sua
dispersdao, em funcdo de sua heranca genética associada com condicdes especificas do
ambiente em que as sementes foram expostas (MARCOS FILHO, 2005).

A dorméncia pode ser do tipo primaria, quando as sementes ja sdo liberadas da planta
dormentes, ou secundaria, quando normalmente a semente ainda ndo estd dormente no
momento em que ¢ desligada da planta, embora o mecanismo de disparo ja esteja instalado

(MARCOS FILHO, 2005). Neste ultimo caso, o autor esclarece que a dorméncia pode se



manifestar sem a semente ter sido previamente dormente, ou apds a superacdo de uma
dorméncia primaria, ¢ ¢ desencadeada em resposta a condigdes especificas do ambiente.
Sobretudo, a dorméncia ¢ uma propriedade intrinseca a semente e possui diversas causas: de
natureza fisica, fisioldgica, morfoléogica ou a combina¢do delas. Neste sentido, varias
propostas de classifica¢do surgiram com o proposito de organizar as informacgdes e facilitar as
pesquisas que vislumbravam compreender este fenomeno em sementes de diversas espécies e
apontar caminhos para a superacao da dorméncia, principalmente, de espécies de interesse
comercial (AMEN, 1968; BEWLEY, 1997). Uma nova proposta de classificagdo sugeriu trés
camadas hierarquicas (classe, nivel e tipo), sendo cinco classes de dorméncia: dorméncia
fisiolégica (PD), dorméncia morfologica (MD), dorméncia morfofisiologica (MPD),
dorméncia fisica (PY) e dorméncia combinada (PY + DP). Estas classes podem, assim, ser
subdivididas, ou ndo, em niveis e tipos (BASKIN; BASKIN, 2004). Mais recentemente,
Willis et al. (2014) propuseram um novo arranjo dessas mesmas classes de dorméncia,
sugerindo que a classificacdo deve basear-se no estado de desenvolvimento do embrido no
momento da dispersdo das sementes, assim como nas caracteristicas fisicas e respostas
fisioldgicas das sementes a estimulos ambientais.

Independentemente do sistema de classificagdo adotado pelos estudiosos do assunto,
a dorméncia pode ser considerada como um mecanismo encontrado pela natureza para reduzir
a vulnerabilidade das plantulas e oferecer maior garantia da continuidade do ciclo de vida da
planta e perpetuagdo da espécie (HILHORST, 1995; BEWLEY, 1997; FINCH-SAVAGE;
LEUBNER-METZGER, 2006), além de garantir maior longevidade as sementes (MARCOS
FILHO, 2005; BARBEDO et al., 2013). Para se determinar a técnica mais adequada para a
superacdao da dorméncia, com o minimo prejuizo ao vigor e a longevidade, é necessario um
estudo aprofundado sobre o tema para cada espécie, pois suas causas € sua profundidade
podem ser variadas e atuarem combinadamente. Dentre as causas fisiologicas da dorméncia,
o desequilibrio entre substincias promotoras e inibidoras da germinacdo ¢ o mais comum e
significativo, € os hormoénios vegetais sdo os mais importantes, principalmente, ABA e
giberelinas (BEWLEY, 1997). Os hormdnios sdao substancias endogenas, produtos do
metabolismo secundario, que atuam em baixa concentragdo como sinalizadores quimicos na
promoc¢do ou inibi¢do de diversos eventos fisiologicos nas plantas. Diferentemente dos
animais, os hormonios vegetais ndo sdo produzidos em glandulas, mas, sim, nos diversos
tecidos da planta, podendo atuar no proprio local de sua sintese ou em outros, e serem
transportados via xilema ou floema, a favor ou contra o gradiente de concentracio

(BEWLEY, 1997). Os hormdnios vegetais atuam segundo a curva dose-efeito, onde existe um



pico de oOtima concentragdo e, acima deste, o proprio hormoénio pode atuar inibindo ou
modificando a resposta, variando, inclusive, com o 6rgao da planta e o efeito fisioldgico.

Dos principais efeitos fisiologicos controlados pela atuacdo dos hormdnios, além da
germinagdo e dorméncia, pode-se citar o crescimento vegetal, fotossintese, protecdo das
plantas, dominancia apical, abscisdo dos 6rgdos, senescéncia, expressdo sexual e muitos
outros. Com relagdo a germinacdo e dorméncia, varios horménios desempenham fungdes
importantes, como inibidores, acido abscisico (ABA), ou promotores da germinagao,
incluindo as giberelinas (GAs), principal promotor, além do etileno, auxinas, citocininas,
brassinosterodides ¢ outros (SUBBIAH-REDDY, 2010; ARC et al., 2013, MIRANSARI;
SMITH, 2014).

Em A. hypogaea, a principal causa da dorméncia de suas sementes ¢ fisiologica e
consiste no equilibrio entre ABA e etileno (KETRING; MORGAN, 1969). Em A. pintoi,
ainda ndo foi confirmada a causa da dorméncia, mas o tratamento com etileno apresentou
resultados satisfatorios na sua superacdo (ASSIS et al., 2013a, b), sugerindo semelhanga no
mecanismo fisioldgico relacionado a dorméncia de ambas as espécies. Vale destacar, ainda,
que em muitas dessas espécies em que a dorméncia é superada pelo etileno, endogeno ou
exdgeno, ou mesmo por ACC, precursor direto do etileno, a aplicacao de giberelinas também
pode aumentar a germinagdo de suas sementes (ESASHI et al, 1976; SINSKA,
1989; OGAWA et al., 2003; LEWAK, 2011; KEPCZYNSKI; SZNIGIR, 2014). Contudo,

em A. hypogaea, a giberelina ndo promoveu efeito na superacdo da dorméncia (KETRING;

MORGAN, 1969).

11.2.2. Etileno

O etileno ¢ um hidrocarboneto (C2Hs4) gasoso e possui estrutura bioquimica mais
simples dos hormodnios vegetais (MIRANSARI; SMITH, 2014). No entanto, participa
ativamente de diversos processos e atividades importantes do ciclo de vida das plantas
(ARTECA; ARTECA, 2008), de forma fortemente integrada com outras substancias
enddgenas e com o meio ambiente, além de suas reacdes serem especificas para cada espécie
(DUGARDEYN et al., 2008). Dentre os diversos efeitos e processos, incluindo germinagao e

dorméncia, ja citadas anteriormente, alguns dos mais importantes sao:



1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)
8)

9)

10

Crescimento de plantas (YOO et al., 2009 ; MUDAY et al., 2012; ARC et al.,
2013), como modulador, ora inibindo, ora estimulando (DUGARDEYN et al.,
2008);

Divisdo, expansdo e diferenciagdo celular. O etileno pode promover efeitos
positivos ou negativos e pode, inclusive, alterar o destino celular e aumentar a
propensdo das células para a divisdo e expansdao (APELBAUM et al., 1972;
KAZAMA et al., 2004);

Amadurecimento de frutos (BENNETT; LABAVITCH, 2008; CARA;
GIOVANNONI, 2008; EZURA; OWINO, 2008; PECH et al., 2008; YOO et al.,
2009; MUDAY et al., 2012; ARC et al., 2013);

Florescimento (LI, 2008; YOO et al., 2009; MUDAY et al., 2012; ARC et al.,
2013);

Expressdao sexual das flores, e.g., predominancia de flores femininas em
cucurbiticeas (MANZANO, et al., 2014);

Senescéncia (CHEN et al., 2008; YOO et al., 2009 ; MUDAY et al., 2012;
ARC et al., 2013);

Abscisdo de 6rgaos (YOO et al., 2009; MUDAY et al., 2012; ARC et al., 2013)
Epinastia da folha (STEWART; FREEBAIRN, 1969; URSIN; BRADFORD,
1989);

Inducao de enraizamento e formacao de pelos radiculares, através da interagdo
com auxina, de forma direta ou indireta (TANIMOTO et al., 1995; CLARK et
al., 1999; PETRUZZELLI et al., 2003; PACURAR et al., 2014), inclusive nos
casos em que o desenvolvimento radicular € inibido por outros fatores, como a
deficiéncia de boro (CAMACHO-CRISTOBAL et al., 2015) e potassio (JUNG et
al., 2009);

10) Resposta das plantas a varios tipos de estresses, incluindo déficit hidrico

(APELBAUM; YANG, 1981), salinidade (ZAPATA et al., 2004; SILVA et al.,
2014), altas temperaturas (KAWAKAMI et al., 2013), patégenos (ZHU et al.,
2014) e outros.

O etileno ¢ biossintetizado em todos os 6rgdos, assim como nas sementes, a partir do

aminoacido metionina (Met), que ¢ convertido a S-adenosilmetionina (SAM ou S-AdoMet)

pela acdo da enzima S-AdoMet-sintetase (ou SAM-sintetase), na presenca de ATP e, em

seguida, SAM ¢ convertido a &cido 1-aminociclopropano-1-carboxillico (ACC) pela acao de
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outra importante enzima, ACC-sintase (ACS), seguido pela oxidacdo de ACC em etileno pela
acdo da ultima e, igualmente importante, enzima da rota biossintética, ACC-oxidase (ACO)
(YANG; HOFFMAN, 1984; MIYAZAKI; YANG, 1987a, b; KENDE, 1993; ARGUESO et
al., 2007, CORBINEAU et al., 2014). Vale destacar, também, que a oxidacdo de ACC ¢
dependente de O> e, além do etileno, gera CO,, HCN e H>O (YANG; HOFFMAN, 1984).
Inclusive, em sementes, esta Ultima enzima (ACO) desempenha papel fundamental na
regulagao da biosintese de etileno e germinagdo das sementes, principalmente, em resposta a
condi¢des adversas do ambiente (MATILLA-VAZQUEZ, 2008). Assim, ao invés de oxidar
ACC a etileno, pode permitir o seu acumulo e, mais ainda, a conjugacao alternativa de ACC,
formando N-Malonil ACC (MACC) (YANG; HOFFMAN, 1984; GALLARDO et al., 1991;
MARTINEZ-REINA et al, 1996; MATILLA, 2000; MATILLA-VAZQUEZ, 2008;
LINKIES; LEUBNER-METZGER, 2012; CORBINEAU et al., 2014). Esta forma conjugada
de ACC, MACC, pode ser reversivel, em alguns casos, como em frutos de maca, folhas de
trigo e hipocétilo de sementes de feijdo (HOFFMAN et al., 1983). Mas em sementes de
amendoim, os autores verificaram que a reversao nao ocorre € que o etileno € sintetizado a
partir de metionina e, portanto, uma vez conjugado, o ACC sintetizado nas sementes nao pode
ser mais convertido em etileno.

Um dos pioneiros nestes estudos sobre processos bioquimicos relacionados ao
etileno, bem como sua sintese, foi o pesquisador Shang Fa Yang, cujo sobrenome foi
oferecido ao ciclo de metionina, batizado, assim, de Ciclo Yang, que ¢ onde a metionina ¢
reciclada para garantir novas rotas de biossintese do hormonio (YANG; HOFFMAN, 1984;
BRADFORD, 2008). A rota biossintética do etileno inclui, ainda, a conversao de SAM em
poliaminas (HOFFMAN et al., 1983; WANG et al, 1982; YANG; HOFFMAN, 1984;
MIYAZAKI; YANG, 1987a, b; CORBINEAU et al., 2014) que também atuam na germinagao
de sementes, podendo estimular ou inibir, dependendo do tipo de poliamina e espécie vegetal,
como no caso de maca (SINSKA; LEWANDOWSKA, 1991), além de competir com o etileno
pelo precursor em comum, SAM, podendo, assim, reduzir a sua sintese (MATILLA, 2000).
Entretanto, foi verificado, também, a interagdo positiva de etileno e poliaminas na
diferenciag@o e alongamento celular de duas espécies de Passiflora (DIAS et al., 2009; DIAS
et al., 2010).

A agdo do etileno pode ocorrer no local de sua sintese ou em outros locais da planta,
sendo, entdo, transportado por difusdo tanto pelo xilema como pelo floema, porém, com
algumas limitagdes, devido ao seu estado gasoso (WOLTERING, 1990; MORRIS;
LARCOMBE, 1995). Desse modo, dependendo da distancia e situacdo, antes de completar a



12

sintese, ACC ¢ transportado até o local de a¢do, onde ¢ imediatamente convertido a etileno
(YANG; HOFFMAN, 1984) e acoplado ao seu receptor através de um co-fator de cobre no
reticulo endoplasmatico, diferentemente da maioria dos hormdnios vegetais, que nao
atravessam a membrana plasmatica, iniciando-se, assim, uma ou varias rotas de transducdo de
sinais para concluir o efeito final (HIRAYAMA et al., 1999; RODRIGUEZ et al., 1999;
CHEN et al., 2005; WANG et al., 2006).

As cinco proteinas identificadas como receptoras do etileno ETRI1 (ethylene
resistant), ETR2, ERS1 (ethylene response sensor), ERS2 E EIN4 (ethylene insensitive)
foram detectadas primeiramente em Arabidopsis e sdo codificadas por uma familia
multigénica, que se subdivide em duas subfamilias: subfamilia [ (ETR1 e ERS1) e subfamilia
IT (ETR2, EIN4, e ERS2), variando em preferéncia e importancia (WANG et al., 2002;
WANG et al., 2006). Os receptores de etileno seguem um modelo de resposta negativa, ou
seja, na auséncia do etileno, eles ficam ativos e interagem com outra proteina (CTRI),
fazendo com que a via de sinalizagdo siga em uma sequéncia de informag¢des que inibem a
resposta ao hormdnio, ja quando o etileno se liga ao receptor, este ¢ desativado, ocorrendo
mudangas conformacionais que desativam a CTR1 e permite a regulacdo da expressdao de
diversos genes por meio dos fatores de transcrigdo, liberando, assim, as respostas fisioldgicas
intracelulares, tipicas do etileno (HUA; MEYEROWITZ, 1998; WANG et al., 2002; WANG,
et al., 2006). Alteragdes mutagénicas que transformam a codificacdo de qualquer uma dessas
proteinas envolvidas no curso da via de transducdo de sinais, impedem ou interrompem a
resposta ¢ foi através dos estudos desses mutantes, principalmente de Arabidopsis, que muitas
fungdes importantes do etileno foram e ainda estdo sendo comprovadas e melhor elucidadas
(HUA; MEYEROWITZ, 1998; RODRIGUEZ et al., 1999; WANG et al., 2002; CHEN et al.,
2005; WANG et al., 2006; EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015).

Vale lembrar, no entanto, que alguns fatores bidticos ou abidticos podem interferir

tanto na sintese quanto na atividade do etileno.

Fatores que interferem na sintese de etileno

1) Altas temperaturas

Temperaturas elevadas (e.g. acima de 35°C) podem impedir a rota biossintética do
etileno em diversas espécies, aqui exemplificado pelo grao de bico (GALLARDO et al.,
1991), girassol (CORBINEAU et al., 1988) ou alface (PRUSINSKI; KHAN, 1990). A

redugdo na producdo de etileno nestas condi¢des, pode resultar da inibicao da atividade de
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ACO ou conjugacdo de ACC (CORBINEAU et al., 1988; GALLARDO et al., 1991), ou,
ainda, da reducao da expressao dos genes ACS e ACO (ARGYRIS et al., 2008).

2) Ambiente anaerdbico
A baixa concentracdo de O; inibe a oxidagdo de ACC a etileno, uma vez que, a agao

da ACO ¢ dependente deste gas (HOFFMAN et al., 1982).

3) CO2 pode inibir ou estimular a sintese do etileno, dependendo da concentracdo no
ambiente.

Altas concentracdes de CO; podem inibir a sintese de etileno, no entanto, quando em
concentragdes menores, o CO2 pode atuar positivamente na maturacdo de frutos, ativando

ACO (WILD et al., 2003) ou no efeito de epinastia (DAWAN et al., 1981).

4) Estresses bioticos ou abidticos estimulam a sintese de etileno

Estresses variados promovem a sintese de ACS e estimulam a conversdao de SAM a
ACC, como os provocados por frio (YANG; HOFFMAN, 1984), patdégenos (ZHU et al.,
2014), injarias mecanicas (HYODO; NISHINO, 1981) e déficit hidrico (APELBAUM,;
YANG, 1981). A inundagdo também estimula a sintese de etileno (YANG; HOFFMAN,
1984), porém, como o etileno ndo ¢ sintetizado na raiz anaerdbia e possui limitagdes na
quantidade do gas que chega a parte aérea, o autor sugeriu que um "sinal", ou o ACC, seja
produzido na raiz e transportado para a parte aérea, onde a sintese do etileno ¢ realizada e a
acdo concretizada. A exposi¢do a produtos fitotoxicos a base de ozdnio e cadmio também

estimularam a sintese de etileno (HOGSETT et al., 1981).

5) Interferéncia de outros hormonios

O principal horménio que age na producdo do etileno é a auxina, promovendo a
sintese de ACC-sintase (YANG; HOFFMAN, 1984). J4 a citocinina, atua junto com a auxina
em efeito aditivo (LAU; YANG, 1974). O ABA também pode promover a sintese de etileno
estimulando a sintese de ACC (RIOV et al., 1990), assim como o proprio etileno, que também

pode regular a sua propria sintese (YANG; HOFFMAN, 1984).

6) Inibidores especificos da sintese de ACC (inibem a atividade de ACS)
O aminoetoxi-vinil-glicina (AVG) (HOGSETT et al., 1981) e o acido aminoxiacético
(AOA) inibem a atividade da ACS, impedindo a sintese de ACC, mas ndo a oxidagdo de ACC
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a etileno (YANG; HOFFMAN, 1984). Assim, a inibicdo da sintese de etileno, requerida
muitas vezes por interesse comercial, s6 serd eficaz se os inibidores forem aplicados antes da
formacao de ACC (CORBINEAU et al., 2014).

7) Inibidores especificos da sintese do etileno (inibem a atividade de ACO)

O ion cobalto (HOGSETT et al., 1981; YANG; HOFFMAN, 1984), niquel (YANG;
HOFFMAN, 1984), paclobutrazol e uniconazole inibem a atividade da ACO (MIN;
BARTHOLOMEW, 1996). Eliminadores de radicais livres, como algumas enzimas
especificas, também podem inibir a oxida¢do de ACC a etileno (YANG; HOFFMAN, 1984;
EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015).

Fatores que interferem na atividade de etileno:

1) Concentragdes variadas de CO2 podem inibir ou estimular a agdo do etileno, dependendo
da espécie, local de acdo e temperatura.

Em sementes de amendoim, Ketring ¢ Morgan (1972) nao observaram efeito do CO>
em concentragdoes de 10 e 15% sobre a agdo do etileno na superacdo da dorméncia. No
entanto, em sementes termodormentes, a interagdo entre etileno e CO; foi positiva, mas a
temperatura pode influenciar o efeito de CO; sobre a agdo do etileno na germinagdo, pois a
25°C, as sementes foram mais sensiveis as concentragdes de CO»2, em que 4,6 ¢ 12,8% foram
suficientes para reduzir progressivamente a germinacdo de sementes de alface tratadas com
etileno; ja a 35°C, 12,8% (NEGM; SMITH, 1978) e 16% (NEGM et al., 1972) de CO>

aumentou o efeito do etileno sobre a superagdo de dorméncia e germinacao de sementes.

2) Nitrato e tiossulfato de prata, 2,5-norbornadieno (KEPCZYNSKI; KEPCZYNSKA, 1997;
DIAS et al., 2010) e 1-metilciclopropano (MCP) (WILD et al., 2003) competem pelo mesmo

receptor de etileno, inibindo sua acdo.

3) Perclorato de mercurio pode absorver diretamente o etileno do meio (DIAS et al., 2010).
A produgdo de etileno pelas sementes ¢ iniciada imediatamente apds o inicio da
embebicdo e se mantém durante as fases I e II de embebicao até atingir a fase III, quando ha
emissao radicular e a sua producao atinge o ponto maximo (KETRING; MORGAN, 1969;
EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015). Sementes mais vigorosas produzem mais etileno
(SAMIMY; TAYLOR, 1983; GORECKI et al., 1991), o que, inclusive, pode ser utilizado
como indicador de vigor (CORBINEAU et al., 2014). Porém, apds a colheita, as sementes de
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algumas espécies, mesmo vigorosas, podem apresentar deficiéncia na produgdo do hormdnio,
que ¢ o caso das sementes de amendoim (KETRING; MORGAN, 1969) e, possivelmente, do
amendoim forrageiro, caracterizando a sua dorméncia.

Como alternativa ao etileno endogeno, ou ao sintético gasoso, o acido 2-
cloroetilfosfonico (ethephon), que ¢ uma espécie de precursor sintético do etileno e ¢
apresentado na forma liquida, facilitando seu manuseio, vem apresentando resultados
satisfatorios no tratamento de sementes dormentes. Assim que ¢ absorvido, converte-se em
etileno e pode melhorar a germinagdo de sementes dormentes, ndo s6 do amendoim
comercial, mas também de outras espécies, como maca (SINSKA, 1989), alface
(PRUSINSKI; KHAN, 1990), pimenta (CARTER; STEVENS, 1998), Amaranthus
(KEPCZYNSKI et al., 1996; BIALECKA; KEPCZYNSKI, 2009), Echinacea sp. (QU et al.,
2004) e amendoim forrageiro (ASSIS et al., 2013a, b). Seu efeito na germinagdo depende da
dose, que varia com a espécie e a profundidade de sua dorméncia, assim como das condigdes
ambientais, ¢ pode estar associado com um aumento da sensibilidade ao etileno ou,
simplesmente, com a disponibilizacdo do hormonio que, por algum motivo, ndo consegue ser
sintetizado (CORBINEAU et al., 2014).

Estudos utilizando variadas técnicas, incluindo genes especificos, mutantes,
marcadores moleculares, além de inibidores e estimulantes da sintese de etileno e indutores de
dorméncia, apontam os possiveis mecanismos de atuacdo do etileno na liberacdo da
dorméncia de sementes e as possiveis causas de dorméncias aliviadas pelo hormonio. Alguns

destes resultados podem ser exemplificados abaixo:

1) Quando altas temperaturas (e.g. maior que 35°C) inibem a germinacdo por reduzir a
sintese de etileno.

A temperatura elevada reduz a sintese de etileno, primeiro, por desviar a rota de
oxidacdo do ACC a etileno, estimulando o aumento da malonilagdao, que conjuga ACC em
MACC (GALLARDO et al., 1991; MARTINEZ-REINA et al., 1996); segundo, por inibir
diretamente a a¢do da enzima ACO (CORBINEAU et al., 1988; GALLARDO et al., 1991).
Mais ainda, por reduzir a expressdo dos genes ACS e ACO, que codificam as enzimas chaves
da rota biossintética do hormdénio (ARGYRIS et al., 2008). Assim, se o fator disparador da
dorméncia estiver relacionado a temperaturas elevadas, tratamentos de resfriamento, ou que
disponibilizem indutores da sintese, precursores ou o proprio etileno, possivelmente, terdo

resultados satisfatorios.
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2) Inibigdo da germinacao por excesso de ABA na semente ap0s a colheita.

O ABA que ndo ¢ perdido com a secagem natural da semente, ao final do processo
de maturagdo em espécies tolerantes a dessecacdo, impede sua germinagdo, principalmente,
por inibir a produ¢do de enzimas hidroliticas sintetizadas pelas GAs, que sdo importantes para
a liberagdo de reservas necessarias ao processo de germinagdo (GROOT; KARSSEN, 1987;
DEBEAUJON; KOORNNEEF, 2000). Neste caso, se faz necessario somente o refor¢o com a
aplicacdo de GA, ou em conjunto com o etileno (LINKIES et al., 2009). Vale ressaltar,
também, que pode existir relagdo entre os niveis de NAD" e a concentragdo de ABA nas
sementes, pois NAD" ¢ requerido para a sintese do hormonio, enquanto NADPH pode
degradd-lo (HUNT; GRAY, 2009). Assim, segundo os autores, quanto maior os niveis de
NAD" ou a razio NAD":NADH ou NAD":NADP, maior a profundidade da dorméncia.

Mas, o ABA pode, também, inibir a atividade de ACO ou a propria transcri¢do do
gene ACO, levando, assim, a redugdo da producdo de etileno (LINKIES et al., 2009). Por
outro lado, o etileno também pode neutralizar tanto a sintese quanto a sinalizacdo de ABA,
tendo o gene ETRI papel chave (CORBINEAU et al., 2014). O etileno também pode
neutralizar a inibi¢do por ABA, induzindo o enfraquecimento e a ruptura da cobertura do
endosperma em espécies albuminosas, além do crescimento radicular (LINKIES et al., 2009).

A eliminagdo de ABA também pode ser realizada naturalmente ao longo do
armazenamento, sendo suficiente para a superagdo da dorméncia. Porém, quando ha
necessidade comercial de utilizagdo da semente imediatamente ap6s a colheita, como em
amendoim comercial (KETRING; MORGAN, 1969), ou ainda, quando a semente apresenta
baixa longevidade, que é o caso de Arachis pintoi (FERGUSON, 1994, ROSSETTO;
ALVES, 2008), algumas intervengdes sdo necessarias, como a secagem artificial das sementes
com calor (FERGUSON, 1994; COSTA; ROSSETTO, 2008; ROSSETTO; ALVES, 2008;
BRASIL, 2009) ou a reposi¢ao do proprio etileno (ASSIS et al., 2013a, b).

3) Interacdo das espécies reativas de oxigénio (ERO) com etileno.

O efeito deletério de ERO sobre as sementes ja ¢ conhecido (WALTERS et al.,
2010), porém, nos ultimos anos, pesquisadores t€ém reconhecido a sua fun¢do positiva na
superacdo de dorméncia e germinacdo de sementes de algumas espécies através de sua
interagdo com alguns hormdnios (DIAZ-VIVANCOS et al,2013; EL-MAAROUF-
BOUTEAU et al., 2015). O etileno, por exemplo, aumenta a produ¢cdo ROS no eixo
embrionario e estes, por sua vez, alteram as vias de transcricdo de sinais do ABA, impedindo,

assim, o seu efeito inibitorio sobre a germinacdo de sementes dormentes (EL-MAAROUF-
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BOUTEAU et al.,2015). Com o aumento da produgdo de etileno durante a fase de
alongamento celular, ocorre o aumento necessario de ERO para favorecer a protrusao de raiz.
Por outro lado, ERO também estimula a produgao de etileno durante a embebicao e o etileno
promove o alongamento celular na radicula (ISHIBASHI et al., 2013). Mas as ERO também
podem reduzir a produgdo de ACC em algumas espécies, como em ervilha (BARBA-ESPIN
et al., 2011). Os autores consideraram que a espécie ndo ¢ fortemente dependente de etileno
para germinar e, talvez, o fato explique, ao menos em parte, este efeito de ERO em ACC. No
entanto, ¢ possivel que ERO e etileno ndo interajam diretamente, mas, sim, através de uma
rede hormonal complexa, envolvendo também ABA e GAs (ISHIBASHI et al., 2013;
CORBINEAU et al., 2014). Desse modo, a interagdao entre ERO ¢ etileno em sementes ¢
variavel, dependendo do contexto fisioldégico da germinagdo, ou seja, da interferéncia de
condi¢des ambientais especificas durante a embebicdo e da espécie relacionada, que pode

apresentar comportamento altamente peculiar (CORBINEAU et al., 2014).

4) O etileno também possui efeito sobre as proteinas DELLA.

As proteinas DELLA atuam como reguladoras de transcri¢do nuclear das GAs,
reprimindo a sinalizagdo e, por sua vez, a germinacdo das sementes de algumas espécies
(PENG; HARBERD, 2002; AN et al., 2012). Entretanto, em algumas espécies, as proprias
GAs podem degradar as proteinas, controlando sua concentra¢do, € em outras, onde
apresentam dificuldades neste processo, o etileno pode desempenhar papel regulador sobre as
proteinas DELLA, liberando a importante a¢do indutora da germinacdo exercida pelas GAs

(CORBINEAU et al., 2014).

I1.2.3. Tratamentos para superagio de dorméncia em Arachis hypogaea L. e Arachis

pintoi Krapov. & W. C. Greg

Os tratamentos para superag¢ao de dorméncia sdo varios e dependem das causas ou da
combinac¢do entre elas. As Regras para Andlise de Sementes recomendam o tratamento das
vagens de Arachis hypogaea L. com secagem a 40°C por sete dias ou a remogao do pericarpo
(BRASIL, 2009). No entanto, para amendoim forrageiro, embora a remog¢ao do pericarpo
possa aumentar a velocidade de emergéncia das plantulas, ha aumento na possibilidade de
danos mecanicos as sementes, reduzindo a germinacdo, prejudicando o armazenamento e

tornando as sementes mais vulneraveis a contaminagdo por fungos (COSTA; ROSSETTO,
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2008). Por outro lado, Ferguson (1994) ressaltou, ainda, que a dorméncia nesta espécie ndo se
localiza na vagem e, sim, nas sementes, ¢ que a superagao da dorméncia poderia ser obtida
com a secagem a 40°C por 14 dias, sem precisar expor as sementes as injurias provocadas
pela remocdo do pericarpo, ainda que o calor também possa causar algum tipo de dano a
semente. Rossetto ¢ Alves (2008) também confirmaram os resultados acima, tratando as
vagens de amendoim forrageiro com calor, porém com temperatura de 45°C, por dois ou trés
dias. Relataram, ainda, que o tratamento com hidratacdo das sementes a uma temperatura
mais baixa (25°C), por dois dias, favoreceu a germinagdo total e o vigor em relagdo as
sementes ndo tratadas, embora tenha promovido menor efeito sobre a dorméncia. A reducdo
dos niveis de ABA e o incremento da sintese e a¢ao do etileno apresentaram efeitos positivos
no controle da dorméncia de Arachis hypogaea L. (KETRING; MORGAN, 1969, 1971,
1972).

A aplicagdo de etileno em sementes de Arachis hypogaea L. apresentou resultados
positivos na superacdo da sua dorméncia (KETRING; MORGAN, 1969, 1972;
KEPCZYNSKI; KEPCZYNSKA, 1997; ISSA et al., 2010), mas, pouco se conhece sobre o
efeito deste tratamento na superacdo da dorméncia e no potencial fisioldgico das sementes de
amendoim forrageiro, sobretudo, durante o armazenamento, com possibilidade de ampliagao

de sua longevidade.

I1.3. Deterioracao de sementes

A deterioracao das sementes ¢ um processo degenerativo irreversivel e cumulativo
(KAPOOR et al., 2011) que tem inicio no ponto de maturidade fisiolégica, com a semente
ainda ligada a planta, e termina com a sua morte, ou seja, com a perda da capacidade de
germinar. Danos de carater ultra estrutural e bioquimico ocorrem antes mesmo que sejam
percebidos pelo teste de germinagdo, como a danificacdo dos sistemas de membranas, do
DNA e outros constituintes celulares (POPINIGIS, 1997). Como consequéncia, alteracdes em
organelas importantes, como as mitocondrias, que sdo basicamente formadas por um sistema
de membranas, e a redugdo da atividade respiratoria, também sdo esperadas (ABDUL-BAKI,
1980, BENAMAR et al., 2003; MENDES et al., 2009). Tais eventos sao consequéncias da
peroxidagdo lipidica, que ¢ basicamente mediada por radicais livres ou outras EROs, e outros
processos oxidativos. Uma das principais fontes de ERO nas sementes metabolicamente
ativas € a propria cadeia respiratdéria mitocondrial, que gera, especialmente, peroxido de

hidrogénio (H202) (MOLLER, 2001), uma das espécies mais reativas de oxigénio (BAILLY,
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2004). Por outro lado, a peroxidacao lipidica, juntamente com os radicais livres acumulados,
causa aumento na degradacao enzimatica, reducao da atividade das enzimas e mais acumulo
de ERO e outros compostos toxicos (WALTERS et al., 2010), além de malonaldeido (MDA),
que ¢ o melhor e mais usual indicador da peroxidacao de lipidios, especialmente em sementes
(KIBINZA et al., 2006, SHABAN, 2013). Com o tempo de armazenamento, as proprias
enzimas responsaveis pela remog¢ao de ERO e pela protegao das sementes, como a superoxido
dismutase, catalase, peroxidase e glutationa redutase comecam a se extinguir (KIBINZA et
al., 2006; SHABAN, 2013) e a deterioracao acelera. Ademais, com a deterioracdo, a reserva
nutricional da semente, incluindo lipidios, agtiicares soluveis e proteinas, ¢ reduzida e o teor de
aminoacidos livres e acUcares redutores aumentam (BASAVARAJAPPA et al., 1991),
induzindo a degradagdo de proteinas por reagdes conhecidas como Amadori e Maillard
(MURTHY; SUN, 2000; CASTELLION et al., 2010). Por conseguinte, o substrato utilizado
para a respiragdo celular diminui afetando, principalmente, a produgdo de ATP e a
germinagdo da semente; as concentragdes de aglicares soliveis protetores das membranas,
como a sacarose, rafinose e estaquiose também sao reduzidas, afetando ainda mais a
integridade das membranas e refor¢ando a deterioragdo (BAILLY et al., 2001;
GURUSINGHE; BRADFORD, 2001).

Todo este processo de deterioragdo ¢ variavel entre as espécies e cultivares, que
possuem uma ampla e variada composi¢do de reservas nutricionais, com predominancia em
compostos lipidicos, carboidratos, proteinas ou outros. Também ocorrem variagdes entre lotes
e entre sementes de um mesmo lote e pode seguir um ritmo lento ou acelerar rapidamente,
com velocidade e intensidade determinadas pelas condi¢cdes do ambiente e das praticas de
manejo adotadas durante o desenvolvimento da semente na planta (DELOUCHE, 1963).

Neste sentido, o tempo de armazenamento das sementes de cada espécie ou cultivar,
infalivelmente, irda variar e a longevidade maxima das sementes de cada espécie, que ¢
determinada basicamente pela “informagdo genética”, serd influenciada pela interagdo entre
essa informacgdo e fatores que, normalmente, podem reduzir ou estimular a longevidade
natural, definindo, assim, o seu “potencial de longevidade” (BARBEDO et al., 2013). Como
fatores que podem reduzir a longevidade, os autores consideram basicamente o teor de dgua
das sementes, a temperatura, a presenca de danos fisicos e de microrganismos nas sementes e,
principalmente, o grau de maturidade das sementes no momento do seu desprendimento da
planta. Como fatores que podem estimular a sua longevidade pode-se incluir, dentre outros,
alguns tratamentos com produtos quimicos, como os fungicidas ou inseticidas, o controle das

condi¢gdes ambientais mais adequadas ou, até mesmo, a propria dorméncia das sementes.
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Igualmente, ainda que lotes de sementes apresentem uma mesma taxa de germinagao,
o vigor, que pode ser considerado como um conjunto de caracteristicas reunidas em uma
semente que determinam o potencial para uma emergéncia e desenvolvimento rapidos e
uniformes de plantulas normais, perante ampla diversidade de condigdes ambientais (AOSA,
1983), pode diferir e comprometer a longevidade ¢ o desempenho de cada lote em campo.
Assim, eventos degenerativos que promovem a reducdo no vigor das sementes devem e
podem ser detectados por meio de diversas avaliagdes ou testes praticos. No proprio teste de
germinagdo ou emergéncia ¢ possivel constatar alguns desses efeitos no vigor, que ja se
tornam visiveis, como a reduc¢do na velocidade de germinagao e a desuniformidade do stand.
Pode-se verificar, também, a formacao de plantulas normais, mas com menor taxa de
crescimento (KAPOOR et al., 2010) e, por fim, o desenvolvimento de plantulas anormais. Em
suma, os testes de vigor fornecem informagdes adicionais para auxiliar na diferenciagcdo dos
lotes de sementes com padrao de germinagdo similar e aceitavel para a comercializagdo e que
as diferencas detectadas estejam relacionadas ao comportamento das sementes durante o
armazenamento e apos a semeadura (TEKRONY, 2003).

Contudo, avaliagdes mais sensiveis sdo necessarias para o estudo aprofundado de
eventos degenerativos iniciais, que possam ser associados a efeitos visiveis. A redugdo ou
perda da permeabilidade seletiva das membranas celulares, seguida pela reducdo na atividade
respiratoria, podem ser associadas a queda na velocidade de germinagao; enquanto a morte de
tecidos importantes, em diferentes regides da semente, mais comumente verificada nos
estadios finais de deterioracdo, implica na ocorréncia de plantulas anormais (MATTHEWS,
1985). A perda da permeabilidade seletiva das membranas pode ser detectada, previamente,
por meio de alguns testes simples, como, por exemplo, os que avaliam a quantidade de
lixiviados de sementes embebidas, como os testes de condutividade elétrica ou lixiviagao de
potassio (PANOBIANCO; MARCOS FILHO, 2001). Dentre as substancias perdidas durante
a lixiviagdo e detectadas no teste de condutividade elétrica, por exemplo, incluem-se aglicares,
aminodcidos, acidos orginicos e proteinas, além de enzimas e fons inorganicos (K*, Ca™,
MG™, Na*, Mn*?). Destes ions, o potdssio é o que se acumula em maiores quantidades nas
sementes (LOTT et al., 1991). Assim, o teste de lixiviagdo de potéassio oferece maior precisao
dos resultados, conforme observado em sementes de diversas culturas (RODO; MARCOS
FILHO, 2001; MIRANDA et al., 2003; KIKUTI; MARCOS FILHO, 2008), inclusive de
amendoim (KIKUTI et al., 2008).

Quanto a atividade respiratoria das sementes, as alteragdes provocadas por eventos

deteriorativos podem ser verificadas pela medi¢cdo direta de O> consumido e CO> liberado,
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tanto de sementes em armazenamento, quanto de sementes germinando (DODE et al., 2012;
LAMARCA; BARBEDO, 2012). Na relagao O»/CO; em sementes, o excesso de liberagao de
CO; em relagao ao consumo de Oz pode sugerir uma atividade nao respiratéria (PERL, 1986).
Por outro lado, dependendo do substrato ou de diversos outros fatores intrinsecos a semente e
ao ambiente, o consumo de Oz pode ser consideravelmente maior que a liberagdo de COo,
podendo indicar uma possivel oxidacao (BAILLY, 2004; LAMARCA; BARBEDO, 2012).

Outras avaliagdes complementares podem detectar os primeiros indicios de
deterioragdo. Avaliagdes de processos ou produtos inerentes ao metabolismo mitocondrial
(e.g. malato, fumarato e succinato) (BAI et al., 2012), assim como das proprias mitocondrias,
por exemplo, podem complementar e reforcar os estudos que objetivam a compreensdo dos
processos oxidativos envolvidos na deterioragio (BASAVARAJAPPA et al, 1991;
BENAMAR et al., 2003). Segundo os autores, as membranas das cristas mitocondriais, onde
ocorre 0 processo respiratorio de fosforilacao oxidativa, sdo as primeiras a sofrerem os efeitos
da deterioracdo. Neste sentido, a atividade das mitocondrias pode ser comprometida, mas
quando os embrides sdo considerados viaveis, a atividade mitocondrial aumenta a partir do
inicio da embebicao, refletindo na elevacao do consumo de oxigénio e tornando mais eficiente
a producdo de ATP, que em quantidade suficiente, desencadeia a evolugdo normal dos outros
eventos metabolicos preparatdrios para a germinagdo (BENAMAR et al., 2003). Com o
envelhecimento, ha queda gradativa do numero e eficiéncia das mitocondrias (FERGUSON et
al., 1990) e os estudos sobre as mitocondrias e sua relacdo com o vigor podem ser abordados
de forma indireta, como, por exemplo, avaliando-se o consumo de oxigénio pelas sementes,
que pode refletir na velocidade de germinagcdo (MENDES et al., 2009). A atividade de certas
enzimas mitocondriais, como as desidrogenases, também pode ser relacionada com o
potencial fisiologico das sementes, quantificando-se a enzima, diretamente, ou sua atividade,
por meio do teste de tetrazolio (DUKE et al., 1977; SANTOS et al., 2004; LAMARCA;
BARBEDO, 2014). Formas diretas de associacdo também sdo possiveis, onde a quantidade e
qualidade das mitocondrias de sementes em estadio inicial de germinagdo sdo associadas a
germinagao e ao crescimento das plantulas (BENAMAR et al., 2003).

Quanto aos niveis de ATP, energia produzida pelas mitocondrias, alguns
pesquisadores demonstraram ser possivel e eficiente a relacdo dos niveis de ATP com o
potencial fisiologico das sementes (ANDERSON, 1977; REEDY; KNAPP, 1990). Todavia,
este tipo de relacdo pode ser questiondvel, pois o ATP acumulado na fase inicial de
germinacgdo das sementes ¢ o resultado do balango entre a sintese e utilizagdo de ATP. Assim,

o acumulo de ATP pode resultar de uma alta taxa de sintese, por sementes vigorosas, ou de



22

uma baixa capacidade de utilizacdo, por sementes de menor vigor, inviabilizando a correlagao
com o vigor da semente (PERL, 1986). Do mesmo modo, durante o estadio inicial da
germinagdo, foi observado maior concentragdao de ATP no eixo embriondrio de sementes de
amendoim que tiveram a dorméncia superada pelo etileno do que no de sementes dormentes
(PERL, 1986). O autor propos que tanto pode ter havido decréscimo na utilizagdo de ATP,
como aumento na habilidade de sintetizar ATP nos eixos, assim como de transferir o ATP
produzido no cotilédone para o eixo embrionario.

Em sintese, a deterioracdo das sementes ¢ um processo inevitdvel a partir de sua
formagao, independentemente da espécie, e o avanco da tecnologia vem auxiliando cada vez
mais o estudo de todos os elementos envolvidos rumo a uma melhor compreensao dos
processos fisioldgicos e, também, do conhecimento de meios mais eficazes para ampliar a

longevidade.

I1.3.1. Deterioracio em sementes de Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg

As sementes de amendoim forrageiro sdo mais vulneraveis aos danos mecanicos ¢
aos danos causados pela oxidagdo do que a maioria das espécies forrageiras tropicais, pois
possuem maior teor de lipidios (FERGUSON, 1994), podendo alcangar 49,7%, dependendo
da cultivar, além de qualidade e estabilidade reduzidas, devido a baixa razdo dos acidos
graxos oleico/linoleico (0,79) e ao alto indice de iodo (109) (GROSSO et al., 2000),
justificando, assim, o seu reduzido potencial de armazenamento. Somado a isto, além de cada
lote de sementes de A. pintoi apresentar um curto periodo de sementes ndo dormentes e
vigorosas, ainda possuem uma grande variagdo no vigor, visto que a maturagdo das sementes
¢, normalmente, desuniforme. Pois, como a maioria das sementes de espécies que apresentam
habito indeterminado, a floracdo ¢ o amadurecimento das sementes se ddo em momentos
diferentes na planta e ndo ¢ possivel planejar uma colheita parcelada em fun¢do das sementes
se desenvolverem dentro do solo. Como se ndo bastasse, diferentemente de A. hypogaea, que
ja foi domesticado, o A. pintoi apresenta alto indice de abscisdo dos frutos, dificultando sua
colheita, além de ndo garantir que, realmente, as sementes tenham atingido nivel maximo de
potencial de longevidade (VALLS, 1985; COOK; FRANKLIN, 1988). Todos estes fatores

juntos podem justificar a baixa longevidade das sementes da espécie.
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RESUMO

Sementes de amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.), leguminosa
amplamente utilizada como forrageira, no paisagismo e protecdo do solo, apresentam
dorméncia poés-colheita e baixa longevidade. Nao obstante, a superacdo ocorre de forma
natural ao longo do armazenamento e tratamentos quimicos ou fisicos da dorméncia,
frequentemente, aceleram a deterioracdo das sementes. Resultados promissores tém sido
obtidos com a aplicagdo exogena de etileno. Neste contexto, investigaram-se como a
superagao da dorméncia mediada pelo etileno, ou ndo, afeta as ultraestruturas, o potencial
fisiologico e a atividade respiratoria de sementes de A. pintoi durante o armazenamento.
Tomados em conjunto, os resultados obtidos indicam que a superagdo da dorméncia pode
acelerar a deteriora¢do das sementes de A. pintoi. No entanto, foi verificado que em condigdes
de ambiente de armazenamento ndo controladas, alteragdes ultraestruturais das mitocondrias,
ocasionadas pela deterioragdo, se iniciam aos dois meses, antes da superacdo total da
dorméncia. Igualmente, alteragdes na permeabilidade seletiva das membranas e efeitos nos
tecidos das sementes concorrem para a reducao do numero de plantulas normais, ja visiveis no
teste de germinagdo a partir do 62 més. Mais ainda, alteragdes mensuraveis de carboidratos,
aminodcidos, proteinas e respira¢do, acompanhadas de aumento na peroxidacao lipidica foram
verificadas a partir do 82 ¢ 102 més de armazenamento, quando as sementes, principalmente,
as tratadas com etileno, perderam a capacidade de produzir plantulas normais nas condi¢des
do teste de germinacdo. Processos oxidativos podem determinar a baixa longevidade natural
dessas sementes e a dorméncia nao representa uma ferramenta evolutiva para ampliar o seu
potencial de armazenamento. Em sintese, os resultados obtidos permitem concluir que a

superacao da dorméncia, embora ocorra lentamente, acelera a deterioracdo das sementes de A.
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pintoi e os processos ocorrem simultaneamente, mediados por alteragdes nas mitocondrias e
nas taxas respiratérias. Em uma perspectiva aplicada, métodos artificiais podem antecipar a
superagao dessa dorméncia, mas aceleram a deterioragdo e, portanto, somente devem ser

adotados quando proximos a semeadura.
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INTRODUCAO

O amendoim forrageiro (Arachis pintoi Krapov. & W. C. Greg.), herbacea perene
originaria do Brasil, de alto potencial econdmico e bioldgico (ASSIS et al., 2013¢), pode ser
cultivado em diferentes ambientes (AMATO et al., 2007), sendo recomendado como
forrageira para diversas finalidades, como na recuperacdo de areas degradadas, pastagens,
cobertura do solo sob culturas perenes, paisagismo e adubacao verde (DUDA et al., 2003;
ESPINDOLA et al., 2006; AMATO et al., 2007).

O estabelecimento da cultura pode ser feito tanto por estoldes, como por didsporos
(VALENTIM et al., 2003, 2009). Contudo, em ambos os casos, o desenvolvimento ¢ lento,
constituindo uma limitagdo na competicdo com plantas espontdneas (WUNSCHER et al.,
2004). Assim, sementes, com ou sem pericarpo, apresentam como vantagem a resisténcia ao
transporte e armazenamento em relacdo aos estoldes, embora 80% das sementes estejam
dormentes logo apds a colheita (FERGUSON, 1994; ROSSETTO; ALVES, 2008).
Dorméncia esta, que pode durar de seis a oito meses durante o armazenamento, 0 que se
configura em um grande problema para a cultura, pois as sementes, em funcao da rapida
deterioragdo, podem perder a viabilidade apds 10 meses de armazenamento (FERGUSON,
1994; ROSSETTO; ALVES, 2008).

A causa da dorméncia em sementes de A. pintoi ndo ¢é ainda totalmente conhecida.
Cabe mencionar, no entanto, que em outra espécic do mesmo género (A. hypogaea L.) a
dorméncia ¢ fisioldgica e esta relacionada ao adequado equilibrio entre substancias inibidoras
e promotoras da germinacdo (KETRING; MORGAN, 1969). Assim, a reducdo dos niveis de
ABA, por meio de secagem dessas sementes, € incrementos na sintese e agdo do etileno
apresentaram efeitos positivos (KETRING; MORGAN, 1969, 1971, 1972; KEPCZYNSKI;
KEPCZYNSKA, 1997; ISSA et al., 2010). Por outro lado, os tratamentos de superagdao da
dorméncia em A. pintoi mediante exposi¢do ao calor (seco ou timido) ou remog¢do do
pericarpo reduziram a dorméncia, embora com alguns prejuizos ao vigor das sementes
(FERGUSON, 1994; COSTA; ROSSETTO, 2008; ROSSETTO; ALVES, 2008).

Resultados promissores para o tratamento de sementes de A. pintoi tém sido obtidos
com a aplicagdo de ethephon (ASSIS et al., 2013a, b). Neste sentido, o etileno pode atuar
neutralizando tanto a sintese quanto a sinalizagdo do ABA (CORBINEAU et al., 2014),
induzir o enfraquecimento e a ruptura da cobertura do endosperma em espécies albuminosas,
assim como induzir o crescimento radicular (LINKIES et al., 2009). O etileno pode, também,

aumentar a producdo de ERO no eixo embriondrio e estas, por sua vez, alteram as vias de
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transcri¢do de sinais do ABA, impedindo, assim, o seu efeito inibitorio sobre a germinagao de
sementes dormentes (EL-MAAROUF-BOUTEAU et al., 2015). Desse modo, necessita-se de
mais pesquisas sobre a causa da dorméncia das sementes de A. pintoi e¢ tratamentos para a
superacao da dorméncia, como o uso do etileno ou ethephon.

Em geral, a deterioracdo de sementes ¢ um processo degenerativo irreversivel e
cumulativo, que tem inicio na maturidade fisioldgica, com a semente ainda ligada a planta,
terminando com a morte, ou seja, perda da capacidade germinativa (KAPOOR et al., 2011).
Danos ultraestruturais e bioquimicos ocorrem antes mesmo que efeitos de deterioracio sejam
percebidos pelo teste de germinagdo (DELOUCHE, 1963). O acimulo de ERO, como o
peroxido de hidrogénio (H20:), que ¢ uma das espécies mais reativas de oxigénio (BAILLY,
2004) e de MDA, produto considerado como um indicador da peroxidagdao de lipidios
(KIBINZA et al., 2006; SHABAN, 2013) corroboram os primeiros eventos na deterioragao de
sementes (WALTERS et al., 2010), como a danificacdo das membranas celulares, do DNA e
de outros constituintes celulares, além de ocasionar reducdes na atividade enzimatica em geral
(KIBINZA et al., 2006; JYOTI; MALIK, 2013). Nesse contexto, alteragdes no metabolismo
em mitocOndrias, formadas basicamente por um sistema de membranas e, por conseguinte,
reducdes na atividade respiratéria sdo comumente observadas (ABDUL-BAKI, 1980,
BENAMAR et al., 2003; MENDES et al., 2009; BAl et al., 2012).

Em sintese, embora ndo seja desejavel do ponto de vista produtivo, na natureza, a
dorméncia ¢ vista como uma forma de preservacao das espécies, pois permite a dispersao em
épocas diferentes e a germinacdo em condi¢cdes ambientais mais favoraveis, visto que,
conforme o processo evolutivo, a dorméncia assumiu o papel de garantir maior potencial de
armazenamento (BARBEDO et al., 2013). Os autores esclarecem, ainda, que, normalmente, o
alto grau de dorméncia fisioldgica permite que a semente prossiga mais tempo ligada a planta,
aprofundando o processo de maturagdo, sem correr o risco de viviparidade, e que, quanto mais
avangado este processo, maior a longevidade. Por outro lado, normalmente, as sementes
intolerantes a dessecacdo sdo dispersas com baixo grau de maturagdo e, para isso, ndo
possuem nenhum tipo de inibi¢do da germinagao, garantindo, dessa forma, a germinacao nas
condi¢des adequadas do ambiente, justificando, assim, a sua baixa longevidade (BARBEDO
et al., 2013). Ou seja, de uma maneira ou de outra, o processo evolutivo busca uma interagao
positiva das espécies com os mais diversos ecossistemas em que elas se desenvolvem, sempre
buscando ferramentas, ou especializagdes, que garantam a perpetuacdo de cada espécie e o
grau de dorméncia pode ser considerado como uma dessas especializacdes (BARBEDO et al.,

2013). No entanto, em A. pintoi, nenhuma dessas vantagens ¢ atendida, pois o periodo entre a
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perda desejavel da dorméncia e a manifestagdo fisiologica da deterioragdo, com a queda do
vigor e a perda da viabilidade ¢ extremamente curto, dois a trés meses. Assim, a dorméncia
ndo garante maior longevidade e, consequentemente, ndo garante o estabelecimento da nova
planta, sobretudo, da sua distribui¢do no espago e no tempo, indo na contra mao da evolugao
da maioria das espécies.

Assim, desvendar as alteragdes metabodlicas que ocorrem durante o periodo de perda
gradativa de dorméncia e a passagem de sementes dormentes para deterioradas pode auxiliar
na compreensao dos mecanismos envolvidos. Especialmente, o estudo destas alteragdes em
sementes de uma espécie que os manifesta em um curto periodo, contribui também para o
conhecimento de fendmenos até entdo pouco explorados, porém de suma importancia para o
avanco nas pesquisas em fisiologia de sementes, ndo somente desta, como também de
diversas outras espécies, além de oferecer subsidios para o estudo de processos evolutivos
alternativos.

Neste contexto, investigaram-se como a superacdo da dorméncia mediada pela
presenca de etileno, ou ndo, afeta as ultraestruturas, o potencial fisioloégico e a atividade

respiratoria de sementes de A. pintoi durante o armazenamento.
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MATERIAL E METODOS

Material Vegetal e Tratamentos

Sementes recém-colhidas de A. pintoi cv. BRS Mandobi, produzidas na Embrapa
Acre, Rio Branco — AC foram homogeneizadas ainda com pericarpo e divididas em dois
grupos, um dos quais foi tratado com ethephon (ET). Para tanto, as sementes foram imersas
em solucdo de Ethrel® 0,3% (ethephon 0,072%) por 16 h (ASSIS et al., 2013a, b), com
oxigena¢do. Em seguida, as sementes de ambos os tratamentos foram submetidas as
avaliagOes de teor de dgua (base umida), germinacdo, emergéncia de plantulas, lixiviagao de
potéssio, tetrazolio, atividade respiratoria e morfologia de células e mitocondrias, além da
quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H202), malonaldeido (MDA), carboidratos,
aminoacido e proteinas, conforme descrito adiante. As sementes tratadas (ET) e ndo tratadas
com ethephon (controle — CT) foram acondicionadas em sacos duplos de papel kraft e
armazenadas em ambiente de laboratério, sem controle de temperatura e umidade relativa do
ar (Tabela 1), até 26 meses. A cada dois meses até o 162 més de armazenamento, além do
ultimo periodo de armazenamento, foram realizadas as mesmas avalia¢des iniciais. Os testes
foram sempre realizados com as sementes nuas, com remog¢ao manual do pericarpo, conforme
Amato et al. (2007), para evitar a semeadura de vagens chochas ao invés de sementes. O
delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2x10 (2 doses
de etileno x 10 periodos de armazenamento), com quatro repeti¢des, exceto para a avaliagdo

do teor de dgua (3 repeti¢cdes) e analises bioquimicas (6 repeti¢des).

Avaliacoes

O teor de agua das sementes (expresso em % de base umida) foi obtido pelo método
de estufa a 105 £ 3°C por 24 horas (BRASIL, 2009) com 25 sementes por repeticao.

O teste de germinacdo foi realizado em germinador a 25°C, em rolo de papel
(ROSSETTO; ALVES, 2008), sob luz constante, com 25 sementes por repeticdo. Foram
consideradas como germinadas as sementes que apresentaram protrusdo radicular (3 mm). Ao
final do teste, 10 dias apos a instalagdo, contabilizou-se o percentual de germinacdo e de
plantulas normais. O indice de velocidade de germinagdo (IVG) foi calculado conforme
Maguire (1962), com contagem didria do nimero de sementes germinadas. Em funcdo da

presenca de fungos ao final do primeiro teste de germinacgdo, testes suplementares foram
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realizados paralelamente com sementes tratadas com fungicida, na dose de 2 g de Rhodiauram

700® (70% de thiram) por kg de sementes.

Tabela 1. Médias mensais da temperatura (°C) e umidade relativa do ar (U.R. %), maximas e
minimas, do ambiente de armazenamento das sementes de amendoim forrageiro tratadas (ET) e ndo
tratadas com ethephon (CT) durante o periodo experimental.

Meses de Meses de Temperatura (°C) U.R. %
Armazenamento Avaliacao Min Mix Min Mix
Out/2012 17 29 44 90
Nov/2012 0 17 28 48 93
Dez/2012 19 29 57 96
Jan/2013 2 17 26 66 97
Fev/2013 18 28 59 97
Mar/2013 4 17 26 64 98
Abr/2013 15 24 59 96
Mai/2013 6 15 23 57 92
Jun/2013 14 21 67 98
Jul/2013 8 12 21 59 93
Ago/2013 12 24 41 84
Set/2013 10 14 25 47 87
Out/2013 15 26 52 92
Nov/2013 12 16 27 54 93
Dez/2013 18 29 49 93
Jan/2014 14 19 30 46 93
Fev/2014 20 30 44 87
Mar/2014 16 18 27 58 95
Abr/2014 17 26 56 95
Mai/2014 14 23 56 92
Jun/2014 14 23 53 91
Jul/2014 12 22 51 88
Ago/2014 14 25 37 80
Set/2014 15 27 43 90
Out/2014 16 29 36 83
Nov/2014 17 27 51 94

Dez/2014 26 18 28 58 95
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Para o teste de emergéncia, 25 sementes por repeticdo foram semeadas em bandejas
de poliestireno expandido contendo vermiculita, em casa de vegetacao. Consideraram-se
emergidas as sementes que apresentaram o cotilédone acima da superficie do substrato. O
indice de velocidade de emergéncia de plantulas (IVE) também foi calculado conforme
Maguire (1962). Ao final, foram contabilizados o percentual de plantulas emergidas e
plantulas normais. A massa seca de plantulas normais (MSPN) foi obtida pesando-se as
plantulas normais ap6s remog¢ao do substrato, lavagem e secagem em estufa com circulagao
de ar.

Para avaliagdo da lixiviacdo de potassio, 25 sementes por repeticdo foram pesadas e
imersas em 75 mL de 4gua deionizada, mantendo-as a 20°C/3 horas, conforme recomendacao
de Vanzolini e Nakagawa (2003) para sementes de A. hypogaea. As leituras foram realizadas
no fotdmetro de chama, previamente calibrado por meio de curva padrao (PANOBIANCO;
MARCOS FILHO, 2001).

No teste de tetrazolio, 15 sementes por repeti¢ao foram colocadas para embeber em
rolo de papel umedecido, conforme o teste de germinacdo, a 20°C por 16 horas, sob luz
constante e, em seguida, retiraram-se manualmente os tegumentos das sementes
(CARVALHO et al., 2009). Os embrides foram, entdo, imersos em solugdo de tetrazélio (1%)
por duas horas, a 40°C, no escuro, conforme ajuste preliminar do método. Depois de expostos
ao tetrazolio, os embrides foram lavados e os cotilédones seccionados longitudinalmente,
através dos eixos embrionarios, para serem avaliados com o auxilio de lupa
(BITTENCOURT; VIEIRA, 1999; CARVALHO et al., 2009). A viabilidade e o vigor das
sementes foram estabelecidos segundo padrdo de classificagdo estabelecido por Bittencourt e
Vieira (1999) para A. hypogaea. Na figura 1 (dados complementares) encontram-se algumas
imagens dos principais exemplos de sementes das classes 1, 2 e 3 observados no presente
trabalho.

Para avaliagdo da atividade respiratoria foram determinados o consumo de Oq,
producido de CO: e quociente respiratorio (QR). Para esse fim, 25 sementes por repeti¢ao
foram dispostas sobre discos de papel umedecidos dentro de recipientes de vidro fechados
hermeticamente, a 25°C, no escuro, por 9 h (durante a fase I de embebic¢do), atingindo cerca
de 21% de 4gua. A determinacdo dos gases foi feita em analisador modelo 6600 (Illinois
Instruments, Inc. Johnsburg. EUA), calculando-se os valores de O e CO2 em umol por grama
de massa seca por dia (umol.gMS™'.dia™!), conforme descrito em Lamarca e Barbedo (2012).

Para determinagdo do teor de H202, 30 mg de material liofilizado foram

homogeinizados em tampao fosfato de potdssio 50 mM, pH 6,5, contendo acetato de



31

hidroxilamina 1 mM. Em seguida, o material foi centrifugado a 10000 g por 15 minutos a
4°C. Aliquotas de 10 uL do sobrenadante foram adicionadas a 190 uLL do meio de reagao
constituido de FeNH4(SO4) 625 uM em acido sulfurico 62,5 mM, laranja de xilenol 1 mM e
sorbitol 400 mM. Apos 30 minutos no escuro, as absorbancias das amostras foram
determinadas a 560 nm (GAY; GEBICKI, 2000). Os teores de H»>O, foram estimados
utilizando-se a curva de calibragao preparada com padroes de H.O» puros.

A peroxidagdao de lipidios foi quantificada indiretamente pela determinag¢dao do
contetdo de MDA originado apos reacdo com o acido tiobarbitirico (TBA) (CAKMAK;
HORST, 1991). Cerca de 50 mg de material liofilizado foram homogeneizados
sequencialmente em 2 mL de 4cido tricloroacético (TCA) 1% (p/v) e centrifugado a 12000
rpm por 15 minutos, a 4°C. Aliquotas de 420 uL de sobrenadantes foram acrescidas de 630 uL
de solucdo de TBA 0,5% (p/v) em TCA 20% (p/v) e incubados a 95°C a 400 pm. Apos 30
minutos a reacdo foi paralisada em gelo e as absorbancias determinadas a 532 ¢ 600nm. A
concentracdo de MDA foi estimada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 155 mM~
"em! (HEATH; PACKER, 1968).

Para extragdo dos metabdlitos glicose, frutose, sacarose, aminoacidos totais, amido ¢
proteinas soluveis totais utilizaram-se um protocolo adaptado do protocolo de extragdo para
perfil metabolico em Cromatografia Gasosa Acoplada a Espectrometria de Massa (GC/MS),
conforme Lisec et al. (2006). Assim, aproximadamente, de 15 mg de material liofilizado foi
submetido a extracdo com 700 uL de metanol 100%, sendo aquecido a 70°C por 15 minutos
sob agitacdao de 400 rpm e, em seguida, centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos a 4°C. O
pellet gerado foi utilizado para extragdo de proteinas soluveis totais e de amido, enquanto o
sobrenadante foi utilizado para quantificar agucares soliiveis e aminoacidos. O sobrenadante
foi entdo transferido para outro eppendorf, onde acrescentaram-se, sequencialmente, 375 uL
de cloroférmio e 750 uL de agua. O material foi entdo centrifugado por 15 minutos a 4000
rpm a 4°C, dando origem ha duas fases bem caracteristicas: uma aquosa (polar, superior) e
uma organica (apolar e inferior). A fase aquosa, onde se encontram os metabolitos de
interesse foi entdo recolhida e transferida para outro eppendorf e posterior analise. O pellet
foi lavado com 500 uL de acetato de etila para remog¢ao dos lipidios, tratado com NaOH 0,1
M e aquecido por uma hora a 95 °C para extragdo de proteinas e, posteriormente, neutralizado
com &cido acético 1M para quantificagdo de amido. A quantificagdo desses metabdlitos foi
realizada separadamente para cotilédone e eixo embriondrio, seguindo-se as seguintes

referéncias: os teores de glicose, frutose ¢ sacarose (FERNIE et al., 2001); aminoacidos
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totais (SIENKIEWICZ-PORZUCEK et al., 2008); os teores de amido (FERNIE et al., 2001)
e o contetido de proteinas soluveis totais (BRADFORD, 1976).

Por meio da observagdo por microscopia eletronica de transmissdo, foi avaliada a
integridade (aspecto visual) das células e mitocondrias de tecidos da radicula do eixo
embrionario das sementes em estadio inicial de germinagdo (fase I da curva de embebigao) e
possiveis alteracdes em sua morfologia. As sementes de cada tratamento foram colocadas para
germinar no escuro, conforme Benamar et al. (2003) e, em seguida, o tegumento foi removido
e o eixo embrionario separado dos cotilédones para a fixacdo. Uma pré-fixacao dos tecidos do
eixo embriondrio foi realizada com Karnovsky (glutaraldeido 25%, paraformaldeido 8% e
tampao fosfato 0,2M pH 7,3 - KARNOVSKY, 1965) durante uma semana em geladeira,
sendo as trés primeiras horas em temperatura ambiente, seguida de trés lavagens de cinco
minutos em tampao fosfato 0,1M. A pds-fixagao foi realizada com tetroxido de 6smio 1% em
tampao fosfato por duas horas, seguida de trés lavagens de 10 minutos em agua. Apds esse
processo, o material foi imerso em acetato de uranila 0,5% em &4gua destilada por cerca de
duas horas. O material obtido foi, entdo, desidratado em série crescente de concentragcdo de
acetona até 100%, embebido em resina Araldite ® 1:1 com acetona 100% por 12 horas e em
resina pura por mais 1 hora e, finalmente, emblocado. Os blocos foram entdo trimados e
cortados em ultramicrotomo LEICA Reichert Super Nova na espessura de aproximadamente
90 nm. Em seguida, os cortes foram contrastados em solucdo saturada de acetato de uranila e
citrato de chumbo, analisados ao microscopio eletronico de transmissdo Tecnai Spirit - FEI
Company e fotografados. Todos os procedimentos acima descritos para as avaliacdes no
aparelho de Microscopia Eletronica de Transmissdo (MET) foram realizados conforme o
protocolo de processamento de amostras para MET do Centro de Microscopia Eletronica do
Instituto de Biociéncias da Universidade Estadual “Julio de Mesquita Filho”, Botucatu (CME-
UNESP, 2015).

Os dados obtidos foram submetidos & analise de varidncia e as médias comparadas

pelo teste Tukey (p<0,05). Os dados de respiracao foram submetidos a analise de regressao.
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RESULTADOS

Os dados de teor de agua das sementes encontram-se na tabela 2. A interagao entre
tratamento com etileno e periodos de armazenamento foi significativa para os testes de
germinagdo e emergéncia (Fig. 1, 2 e 3). No teste de germinagdo verificou-se elevado nivel
inicial de dorméncia para as sementes controle (CT), que ndo alcangaram 5% de germinagdo
apos a colheita (Fig. 1 A). A dorméncia foi progressivamente perdida ao longo do tempo de
armazenamento, até seis meses, com germinagdo mantendo-se até 16 meses. A partir de 12
meses, ndo se observou mais o desenvolvimento de plantulas normais (Fig. 1 B). O tratamento
com etileno (ET) promoveu a superacdo da dorméncia mais rapida aos quatro meses de
armazenamento; no entanto, acelerou a deterioracao e antecipou a perda da capacidade de
desenvolver plantulas normais, assim como a de protrusdo de raiz, aos 26 meses de
armazenamento (Fig. 1 A e B). Os resultados obtidos no teste realizado com fungicida foram
similares (Fig. 2 A e B), embora a aplicacdo de fungicida em sementes ET ndo armazenadas
ndo tenha resultado em melhora na germinacao ou desenvolvimento de plantulas normais e,
ainda, reduziu em relagdo as sementes CT (Fig. 2 A e B). A aplicacao de fungicida ocasionou
maior porcentagem de plantulas normais as sementes CT, especialmente, dos seis aos 10

meses de armazenamento (Fig. 2 B).

Tabela 2. Teor de agua (base Umida) das sementes de amendoim
forrageiro tratadas (ET) e ndo tratadas com ethephon (CT) durante os
meses de armazenamento.

Meses de Avaliagio Teor de dgua (%)
ET cr

0 5.8 53
2 6,0 5.9
4 7,2 71
6 7,2 71
8 6.3 6.8
10 54 o6
12 59 y
14 51 o
16 6.1 o

26 5,8 6,1
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Figura 1. Germinacao total (A), plantulas normais (B) e indice de velocidade de germinagéo - IVG (C)
em teste de germinacdo, sem fungicida, de sementes de amendoim forrageiro tratadas (ET), colunas
pretas, e ndo tratadas com ethephon (CT), colunas brancas, durante os meses de armazenamento (MA).
Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre MA e minuscula entre ET e CT, ndo diferem
significativamente entre si (Tukey, 5%). Coeficiente de Variagdo (%) = A (17,72), B (60,97) e C (9,41).
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Figura 2. Germinagao total (A), plantulas normais (B) e indice de velocidade de germinagéo -
IVG (C), em teste de germinacdo, com fungicida, de sementes de amendoim forrageiro tratadas
(ET), colunas pretas, e ndo tratadas com ethephon (CT), colunas brancas, durante os meses de
armazenamento (MA). Médias seguidas pela mesma letra, maitscula entre MA e mintscula
entre ET e CT, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, 5%). Coeficiente de Variagao
(%)=A(14,71), B (20.30) e C (8.,28).
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No teste de emergéncia, foram observadas variagdes elevadas de temperatura na casa
de vegetacao entre os meses de armazenamento, assim nao foram considerados os efeitos do
fator periodo de armazenamento e¢ a comparacdo das médias foi feita apenas entre os
tratamentos ET e CT (Fig. 3). O tratamento das sementes recém colhidas com etileno nio
afetou a emergéncia. A partir do 2° més de armazenamento, a viabilidade e o vigor avaliados

pelo teste de emergéncia (Fig. 3 A e B) equipararam-se ao apresentado no teste de germinagao

sem fungicida (Fig. 1 A e B), tanto para sementes ET, quanto CT.

Total (%)

géncia

Emer;

0 2 4 b § 10 12 i 16 26 0 2 4 6 8 10 12 14 16 26
C Meses de Armazenamento (MA) Meses de Armazenamento (MA)

Figura 3. Emergéncia total (A), plantulas normais (B), em porcentagem, indice de velocidade de emergéncia - IVE
(C) e massa seca de plantula normal — MSPN (D), em grama, durante o teste de emergéncia de sementes de
amendoim forrageiro tratadas (ET), colunas pretas, ¢ ndo tratadas com ethephon (CT), colunas brancas, durante os
meses de armazenamento (MA). Médias seguidas pela mesma letra entre ET e CT, ndo diferem significativamente
entre si (Tukey, 5%). Coeficiente de Variagao (%) = A (18,60), B (20,62), C (19,34) e D (1,17).
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Quanto ao IVE as sementes ET apresentaram reducdo do vigor em relacdo as
sementes CT a partir do 122 més de armazenamento (Fig. 3 C). Cumpre mencionar que,
diferentemente do observado nos testes de germinagao, no de emergéncia o desenvolvimento
de plantulas normais nao foi zerado durante o armazenamento e, sim, aumentado (Fig. 3 B),
possivelmente pela interferéncia dos fatores climaticos referidos acima.

Nao foram verificadas significincias na interacdo entre fatores € nem entre

tratamentos ET e CT para o teste de viabilidade em tetrazolio (Fig. 4 A).
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Figura 4. Sementes viaveis totais (A) e vigorosas (B), segundo o teste de tetrazodlio (TZ), e lixiviagdo de
potassio — LK (C) de sementes de amendoim forrageiro tratadas (ET), colunas pretas, e ndo tratadas com
ethephon (CT), colunas brancas, durante os meses de armazenamento. Médias seguidas pela mesma letra,
maitscula entre MA e minascula entre ET e CT, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, 5%). Néo
houve interagdo entre fatores em (A). Coeficiente de Varia¢ao (%) = A (22,18), B (20,76) e C (11,70). Corte
longitudinal através dos embrides de Arachis pintoi coloridos apods reagdo com o sal de tetrazolio (D). Sementes
vigorosas com a ponta da radicula apresentando um vermelho mais intenso, porém, sem afetar o cilindro central.
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Conforme o teste de tetrazolio (Fig. 4 A e B) e lixiviagdo de potassio (Fig. 4 C),
observou-se que o vigor das sementes ET e CT se manteve alto e inalterado nas trés primeiras
avaliagdes, inclusive, com a viabilidade e o vigor proximos de 100% e cerca de 90%,
respectivamente, para tetrazolio.

O vigor pelo teste de tetrazolio apresentou redu¢do em relagdo a sementes recém
colhidas no 62 e 82 més de armazenamento e, novamente, no 122 més, mantendo valores
proximos a 10% até o tltimo periodo de armazenamento, quando nao foram mais encontradas
sementes ET vigorosas (Fig. 4 B). Em relacdo ao teste de lixiviagdo de potassio, a diferenca
em relacdo as sementes recém colhidas para sementes ET foi no 62 més de armazenamento e
para sementes CT foi no 102 més de armazenamento.

Os valores de consumo de O; mantiveram-se elevados, enquanto os de CO; foram
relativamente baixos, para ambos os tratamentos (ET e CT) até os oito meses de
armazenamento (Fig. 5 A e B). A partir desse momento houve queda de consumo de O; e
aumento na liberacdo de CO; até aproximadamente 14 meses, quando os valores de O
voltaram a subir e os de CO, mantiveram-se baixos. Com este padrdo de respiracdo, o
quociente respiratorio (QR) para as sementes em ambos os tratamentos manteve-se inferior a
1,0 até o 82 més e nos dois ultimos meses de armazenamento (Fig. 5 C). O QR apresentou
valores acima de 1,0 do 102 ao 142 més de armazenamento.

Para o teor de H> O, e MDA, ndo ocorreu interagdo significativa entre fatores, assim
como nao houve diferenca entre os tratamentos ET e CT (Fig. 6). Desse modo, os valores
expressos nos graficos representam as médias entre sementes ET e CT.

O teor de H>O2 nas sementes reduziu nos primeiros quatro meses de armazenamento
e aumentou novamente aos seis meses, igualando-se ao encontrado nas sementes recém
colhidas e permaneceu até o 142 més de armazenamento (Fig. 6 A). No entanto, nos dois
ultimos meses, o nivel de H>O> aumentou novamente, atingindo valores iguais ao observado
nas sementes recém colhidas e nas sementes armazenadas aos 8 meses.

O teor de MDA das sementes manteve-se inalterado durante os oito primeiros meses
de armazenamento (Fig. 6 B). Aos 10 meses foi verificada alteracdo, atingindo pico de
concentragdo, que permaneceu por mais dois meses. Na sequéncia, o teor de MDA caiu em
relagdo ao 102 més de armazenamento a valores equivalentes ao encontrado nas sementes

recém colhidas e manteve-se até o ultimo més de armazenamento.
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Figura 5. Consumo de O (A), liberagdo de CO, (B), em umol.gMS™.dia”!, e quociente respiratorio —
QR (C) de sementes de amendoim forrageiro tratadas com ethephon (ET), quadrado preto, e ndo tratadas
com ethephon (CT), triangulo cinza, com 21% de agua, durante os meses de armazenamento. Linhas de
tendéncia da analise de regressdo polinomial (ctibica): ET tracejado e CT continua.
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Figura 6. Peroxido de hidrogénio (H20;) (A) e malonaldeido (MDA) (B) de cotilédone de amendoim
forrageiro durante os meses de armazenamento (média entre sementes ET e CT). Médias seguidas pela
mesma letra, ndo diferem significativamente entre si (Tukey, 5%). Coeficiente de Variacao (%) = A (6,16)
e B (11,65).
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Para avaliacdes de acucares redutores (glicose e frutose), agticar soluvel nao redutor
(sacarose) e de oligossacarideo (amido), houve interacdo significativa entre os fatores (Fig. 7).
Na avaliacdo dos teores de glicose dos cotilédones verificou-se reducdo no 22 meés de
armazenamento das sementes de ambos os tratamentos, ET ou CT (Fig. 7 A). Os teores de
glicose dos cotilédones das sementes ET mantiveram-se estaveis até o 82 més, quando foi
observada recuperagcdo e manutencdo até¢ o 122 més de armazenamento. No entanto, no 142
més verificou-se pico do agucar e um novo declinio nos dois ultimos meses de
armazenamento, equiparando-se aos valores encontrados durante o periodo de dois a seis
meses de armazenamento. Comparando-se o teor de glicose dos cotilédones entre sementes
ET e CT, observou-se diferenga no 82, 102 ¢ 142 més, com destaque para as sementes ET,
exceto no 10° més, em que as sementes CT apresentaram maior teor de glicose. Nas sementes
CT, s6 houve recuperacdo aos 10 meses, mantendo-se estavel até o 142 més de
armazenamento. Do mesmo modo que nas sementes ET, nos cotilédones das sementes CT, os
teores de glicose decresceram nos dois ultimos meses, equiparando-se aos valores
encontrados durante o periodo de dois a seis meses de armazenamento. Quanto ao eixo
embrionario, diferentemente do que ocorreu nos cotilédones das sementes ET, ndo verificou-
se reducao nos valores obtidos no 22 més de armazenamento das sementes ET, mas também
se mantiveram inalterados até o 82 més de armazenamento, quando foi verificada elevacao
nos teores de glicose, superando ao encontrado nas sementes recém colhidas. Dois meses
apos, o teor do agucar subiu mais, apresentando picos aos 10 e 14 meses de armazenamento,
também voltando a cair nos dois Ultimos meses de armazenamento.

Com relagdo as sementes CT, o teor de glicose do eixo embriondrio também se
manteve estavel até o 8° més de armazenamento, verificando-se elevagdo significativa aos 10
meses e, posteriormente, declinio e nova elevagdo aos 14 meses de armazenamento. Nos
ultimos meses de armazenamento, sofreu nova reducao, com valores similares ao encontrado
nos dois primeiros meses. Comparando-se o teor de glicose dos eixos embriondrios das
sementes ET e CT, observou-se diferenca apds a colheita e do 42 ao 162 més de
armazenamento. As sementes ET apresentaram maior teor de glicose no 82, 122 e 142 més de
armazenamento e as sementes CT, apds a colheita, no 42, 62, 102 e 162 més de

armazenamento.
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Figura 7. Glicose (A), frutose (B), sacarose (C) e amido (D) de cotilédone (coti) de amendoim forrageiro
tratados (ET), colunas tracejadas, e ndo tratados com ethephon (CT), colunas pontilhadas, e eixos
embrionarios (eixo) ET, colunas pretas, ¢ CT, colunas brancas, durante os meses de armazenamento (MA).
A analise estatistica compara as médias de cotilédone e eixo embrionario separadamente. Médias seguidas
pela mesma letra entre MA, ou néo assinaladas com * entre ET e CT, ndo diferem significativamente entre
si (Tukey, 5%). C.V. (%) = A (cotilédone = 5,00), A (eixo = 4,06), B (cotilédone = 18,31), B (eixo =
14,72), C (cotilédone = 10,63), C (eixo = 6,21), D (cotilédone = 15,25), D (eixo = 11,26).
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Na avaliacao de frutose, também observou-se redug¢ao nos valores encontrados nos
cotilédones de sementes ET, no 22 més de armazenamento (Fig. 7 B). Porém, ndo houve
alteracdo nos valores de frutose durante os 12 meses seguintes. Aos 14 meses foi verificada
recuperagdo ¢ posterior reducdo durante os dois ultimos meses de armazenamento. Nas
sementes CT nao ocorreu redugao no teor de frutose em relagao as sementes recém colhidas,
mas também se manteve inalterado durante os dozes meses subsequentes. Do mesmo modo
que ocorreu nas sementes ET, o teor de frutose dos cotilédones das sementes CT também
atingiu pico aos 14 meses, com posterior reducdo as 16 e 26 meses de armazenamento.
Comparando-se o cotilédone das sementes ET e CT, as sementes ET apresentaram maior teor
de frutose apos a colheita, no 142 e no 262 més de armazenamento ¢ as sementes CT no 42,
109, e 162 més. Com relagdo aos eixos embrionarios, os teores de frutose das sementes recém
colhidas de ambos os tratamentos foram similares. No entanto, reduziram significativamente a
partir do segundo més de armazenamento, com picos em sementes CT aos 4, 10, 14 ¢ 16
meses ¢ em sementes ET aos 8, 14 e 26 meses de armazenamento. Vale ressaltar que em
ambos os tratamentos, tanto em cotilédone quanto em eixo embrionario, destacam-se picos
nos teores de frutose aos 14 meses de armazenamento. Comparando-se o eixo embrionario
das sementes ET e CT, as sementes ET apresentaram maior teor de frutose no 82, 142 ¢ 262
més de armazenamento e as sementes CT apenas no 102 més de armazenamento.

Nos resultados das avaliagdes de sacarose observou-se redu¢dao no teor do agucar
soluvel a partir do 22 més de armazenamento das sementes ET e CT, tanto nos cotilédones
quanto nos eixos embriondrios (Fig. 7 C). Nas sementes ET do cotilédone, o teor de sacarose
decresceu mais no 42 e 62 més e na sequéncia apresentou recuperacao gradativa aos oito e 10
meses de armazenamento, quando atingiu um novo pico, com valor igual ao encontrado antes
do armazenamento. Na sequéncia, observou-se reducdo gradativa aos 12, 14 e 16 meses,
mantendo-se até o final do armazenamento. Nos cotilédones das sementes CT, o valor de
sacarose se recuperou no 42 més de armazenamento e se manteve inalterado até o 82 més. Aos
10 meses também atingiu um pico € o comportamento foi similar ao obtido nas sementes ET
até o final do armazenamento. Comparando-se o cotilédone das sementes ET e CT, as
sementes ET apresentaram maior teor de sacarose no 22 e 82 més de armazenamento e as
sementes CT no 42, 62 ¢ 162 més. Com relacao ao eixo embrionario das sementes ET, o teor
de sacarose se manteve inalterado do 22 ao 62 més. Aos oito meses, o teor de sacarose subiu e
atingiu o mesmo valor encontrado antes do armazenamento. Aos 10 e 12 meses de

armazenamento os valores se mantiveram estaveis, porém, superando o encontrado nos eixos



44

das sementes recém colhidas. Na sequéncia, os teores de sacarose reduziram expressivamente
e, assim, se mantiveram até o final do armazenamento. Quanto aos teores de sacarose do eixo
embrionario das sementes CT observaram-se oscilagoes até o 8° més de armazenamento. Aos
10 meses, o teor de sacarose atingiu um pico, superando o encontrado nas sementes recém
colhidas, mas mantendo-se pelos 2 meses seguintes. Do mesmo modo que no cotilédone, o
teor de sacarose reduziu expressivamente a partir do 142 més de armazenamento.
Comparando-se o eixo embriondrio das sementes ET e CT, as sementes ET apresentaram
maior teor de sacarose no 82 e 162 més de armazenamento e as sementes CT no 229, 42 ¢ 62
més de armazenamento.

Quanto ao teor do polissacarideo amido, também observou-se redug¢do nos
cotilédones e eixos embriondrios das sementes ET e CT no 22 més de armazenamento (Fig. 7
D). Nos cotilédones das sementes ET, os valores permaneceram iguais do 22 ao 82 més de
armazenamento, apresentando recuperacdo aos 10 e 12 meses, quando igualaram-se ao
encontrado nas sementes recém colhidas. No 142 més verificou-se reducao em relacao ao 129
més e no periodo de 16 a 26 meses houve nova queda, igualando-se ao encontrado durante o
periodo de 2 a 6 meses de armazenamento. Quanto aos cotilédones das sementes CT, os
valores oscilaram até o 62 més e manteve-se inalterado até o 8° més de armazenamento. No
102 e 122 més, os valores se igualaram ao encontrado antes do armazenamento e a partir do
142 més os teores de amido reduziram aos mesmos patamares encontrados nos periodos de 2 a
8 meses de armazenamento. Comparando-se o cotilédone das sementes ET e CT, observou-se
diferenca entre os tratamentos apenas no 4° més de armazenamento, com as sementes CT
apresentando maior teor de amido do que as sementes ET. Com relagdo ao eixo embrionario,
os teores de amido encontrados a partir das sementes ET se mantiveram estaveis do 42 ao 102
més de armazenamento. Aos 12 meses, o teor de amido atingiu o seu pico, porém, nao
diferindo dos valores encontrados nos eixos das sementes recém colhidas e das armazenadas
até o 82 e 102 més de armazenamento. A partir deste ponto verificou-se reducao nos teores de
amido em relagdo ao 122 més e manteve-se até o ultimo més de armazenamento. Com relagao
as sementes CT, o teor de amido do eixo embrionario subiu no 4° més e desceu novamente no
62 més, mantendo-se estavel até o 82 més de armazenamento. Do 102 ao 142 més, o teor de
amido manteve-se igual ao encontrado antes do armazenamento e, na sequéncia, os valores
oscilaram até o ultimo més de armazenamento. Comparando-se o eixo embrionario das

sementes ET e CT, as sementes ET apresentaram maior teor de amido apenas no 82 més de
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armazenamento. Ja as sementes CT, apresentaram maior teor de amido no 42, 102 e 262 més
de armazenamento.

Com relacdo aos compostos nitrogenados, também houve interagdo significativa
entre os fatores (Fig. 8). No entanto, poucas diferengas foram encontradas no teor de
aminoacidos soluveis totais dos cotilédones e eixos embrionarios entre tratamentos ET e CT e
entre periodos de armazenamento (Fig. 8 A).
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Figura 8. Aminoacido (A) e proteina (PTN) (B) de cotilédone (coti) de amendoim forrageiro tratados com
ethephon (ET), colunas tracejadas, e ndo tratados com ethephon (CT), colunas pontilhadas, e eixos
embrionarios (eixo) ET, colunas pretas, € CT, colunas brancas, durante os meses de armazenamento (MA). A
analise estatistica compara as médias de cotilédone e eixo embrionario separadamente. Médias seguidas pela
mesma letra entre MA, ou ndo assinaladas com * entre ET e CT, ndo diferem significativamente entre si
(Tukey, 5%). C.V. (%) = A (cotilédone = 29,52), A (eixo = 34,21), B (cotilédone = 7,82) e B (eixo = 14,85).
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No 62 més de armazenamento, os cotilédones das sementes ET apresentaram maior
teor de aminoacido do que as sementes CT. No 142 més foram encontrados menos
aminodacidos nos cotilédones das sementes ET em relacdo as sementes recém colhidas ¢ as
sementes armazenadas por 4 ¢ 12 meses € nos eixos embriondrios das sementes ET em
relacdo as sementes armazenadas por 10 meses. No eixo embrionario das sementes CT a
concentracdo de aminoacidos se manteve estavel até o 142 més de armazenamento, com
excecao do 62 més. No 162 més, o teor de aminoacidos reduziu apenas em relacdo ao 22 més
de armazenamento € no ultimo més diminuiu novamente, diferindo do 22 € do 102 més de
armazenamento.

Por outro lado, o teor de proteinas sofreu reducdo acentuada aos dois meses de
armazenamento em relacdo as sementes recém colhidas, tanto para cotilédone quanto para
eixo embrionario, independentemente dos tratamentos (Fig. 8 B). Em relag¢do aos cotilédones
das sementes ET recém colhidas, apenas as armazenadas do 22 ao 62 més ¢ no 122 més de
armazenamento apresentaram menor teor de proteina. Em contrapartida, nas sementes CT foi
verificada recuperacao a partir do 42 més de armazenamento, com novo pico no teor de
proteina aos 12 meses de armazenamento, porém nao superando o encontrado nas sementes
recém colhidas e mantendo-se até o final do periodo. Com relagdo ao eixo embrionario, foi
verificada recuperagdo no teor de proteinas das sementes ET a partir do 102 més de
armazenamento. Nas sementes CT, a recuperagdo se deu ja no 42 més, sem alteracoes
significativas nos demais meses subsequentes, com exce¢ao no 262 més de armazenamento.

Na avaliagdo em microscopia eletronica de transmissao de cortes ultrafinos da ponta
da radicula foram verificadas alteragdes morfoldgicas nas células e mitocondrias de sementes
de A. pintoi armazenadas por 2, 6 ¢ 26 meses em relagdo as de sementes recém colhidas,
porém, as membranas internas e externas das mitocondrias se preservaram (Fig. 9). Nao
foram detectadas diferencas relevantes entre sementes ET e CT. Nas sementes recém colhidas
observam-se células intactas, inclusive com divisdes celulares (Fig. 9 A). Observa-se,
também, mitocondria com as membranas externa e interna e as cristas mitocondriais
preservadas (Fig. 9 B). Entretanto, a partir do segundo més de armazenamento, ja nao foi mais
possivel distinguir as cristas das mitocondrias e a matriz apresenta-se pouco densa (Fig. 9 D,
F e H). No tecido da radicula das sementes armazenadas aos seis meses, observam-se células
com ligeiras alteragcdes no formato (Fig. 9 E). Aos 26 meses de armazenamento foi verificada
desorganizacdo celular mais evidente, além de vactiolos maiores, ocupando quase todo o

espaco intracelular (Fig. 9 G).



47

*‘_-!‘v'

— L

«
S PC
(g\]

Figura 9. Micrografias da microscopia eletronicas de transmissdo de cortes ultrafinos de eixos
embrionarios de amendoim forrageiro durante os meses de armazenamento (MA). Coluna I representa
visdo geral das células e coluna Il detalhe das mitocondrias. (A e B) periodo pos-colheita, ou 0 MA, (C e
D) 2 MA, (E e F) 6 MA, (G e H) 26 MA. CL = corpo lipidico, V = vacuolo, PC = parede celular, MI =
membrana interna da mitocondria, ME = membrana externa da mitocondria, Cr = crista, M = mitocondria.
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DISCUSSAO

O tratamento com ethephon demonstrou-se eficaz na superagdo da dorméncia em
sementes de A. pintoi; por outro lado, a aplica¢do do fungicida ndo s6 inibiu a superagdo da
dorméncia como também reduziu a porcentagem de germinacdo de sementes recém colhidas.
Efeito semelhante foi também verificado em sementes de A. hypogaea, cv. IAC-Caiapd
(FERNANDES, 2007), indicando que o tratamento de sementes com fungicida pode alterar a
acdo ou disponibilidade do etileno. Nesse contexto, o efeito de um fungicida do grupo da
estrobilurina na sintese e acdo do etileno foi observado em sementes de trigo (GROSSMANN;
RETZLAFF, 1997). Os autores propuseram que o fungicida inibe a sintese de etileno, ja que
foi observada redug@o nos niveis de auxina, que regula a sintese de novo da ACC-sintase, e
reducdo da propria atividade desta enzima, que catalisa uma das etapas de sintese de etileno
(ARGUESO et al., 2007).

Apos dois meses de armazenamento, muitas das sementes tratadas com ethephon
apresentaram superacdo da dorméncia (atingindo cerca de 60% de germinag¢do aos quatro
meses), mesmo com aplicacdo de fungicida durante o teste de germinagao (Fig. 1 A e 2 A).
Assim, ¢ plausivel sugerir que o fungicida aplicado imediatamente apds o regulador vegetal
tenha interferido na oxidacdo do acido 2-cloroetilfosfonico (ethephon) a etileno. Pois, em
sementes tratadas com ethephon e armazenadas, a conversao ocorreu sem interferéncias € o
etileno pdde atuar na superacdo da dorméncia. Possivelmente, também estimulou novas
sinteses de etileno enddgeno, visto que, sementes dormentes tratadas com etileno exdgeno
também passam a produzir etileno no proprio embrido (KETRING; MORGAN, 1969) o que
poderia explicar, a0 menos parcialmente, porque sementes ET foram superando a dorméncia
gradativamente ao longo dos primeiros meses de armazenamento.

Embora a natureza exata da interagdo entre o metabolismo hormonal e a germinagao
em sementes de A. pintoi ndo tenha sido completamente elucidada no presente trabalho, a
conexao entre esses processos parece bastante evidente, uma vez que a aplicagdo exdgena de
ethephon foi eficiente na superacdo da dorméncia das sementes. Resultados similares ja foram
previamente observados em sementes de A. hypogaea, embora sem armazenamento
(KETRING; MORGAN, 1969), e em sementes de A. pintoi, durante armazenamento em
temperatura controlada (ASSIS et al., 2013a, b). Nao obstante, os resultados aqui discutidos
demonstram que durante a superagdo da dorméncia, mediada ou ndo pelo etileno, a

deterioracdo das sementes € acelerada durante o armazenamento. De maneira interessante, em
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sementes nao tratadas com etileno o avango na deterioragdo também se iniciou antes da
superagao maxima da dorméncia, embora de forma mais suave e lenta.

Cumpre mencionar que a antecipacao da deterioragao mediada pelo etileno pode ter
ocorrido de forma indireta, por acelerar a perda de dorméncia, ou direta, por estimular a
producdo de ERO (BAILLY, 2004). Porém, no presente trabalho, ndo foi observado aumento
na producao de H>O> em fun¢do da aplicagdo exdgena de etileno ou do armazenamento (Fig.
6 A). No entanto, outras ERO, radicais livres e compostos toxicos, ndo avaliados aqui, podem
ter sido produzidos, afetando a integridade das membranas e contribuindo para os primeiros
eventos na deterioracdo das sementes (WALTERS et al., 2010), como foi verificado com o
aumento da lixiviacdo de potassio para as sementes ET e CT aos seis e 10 meses de
armazenamento, respectivamente, ¢ reducao na capacidade de desenvolver plantulas normais,
também aos seis meses, para as sementes ET, e aos 12 meses para as sementes CT. A
presenga de células com ligeiras alteracdes na morfologia, também a partir dos seis meses
(Fig. 9 E), pode sugerir que as membranas ja estivessem com dificuldades de se reorganizar
mediante a embebicdo de dgua. Testes baseados na integridade das membranas, como o teste
de lixiviagdo de potassio, estabelecem que sementes menos vigorosas (ou mais deterioradas)
apresentam menor restabelecimento da integridade das membranas celulares durante a
embebicdo e, em consequéncia, liberam maiores quantidades de solutos para o meio exterior
(HAMPTON; TEKRONY, 1995; MARTINELLI-SENEME, 2004). Assim, o aumento da
lixiviagdo de potéassio ao longo do armazenamento, assim como o aumento dos tecidos em
deterioracdo verificados no teste de tetrazolio em sementes de A. pintoi de ambos os
tratamentos (ET e CT) indicam a evolucdo na desestruturagdo dos sistemas de membranas
com o tempo de armazenamento, principalmente apds o 62 més e pode esclarecer o
desenvolvimento de um pequeno nimero de plantulas normais.

Isso ocorre, uma vez que radicais livres produzidos reagem com os lipidios das
membranas e acabam por destruir a sua estrutura, afetando, inclusive, organelas importantes
como as mitocondrias (BENAMAR et al., 2003; TIAN et al., 2008) e, consequentemente, a
respiragao celular, assim como as substancias de reserva das sementes (Mc DONALD, 1999).
Conforme o aumento do grau de deterioracdo, as membranas das cristas mitocondriais sofrem
os primeiros danos, tornando-se indistinguiveis, e, em seguida, a matriz apresenta-se menos
densa e menos homogénea (BENAMAR et al., 2003). Nesse contexto, vale ressaltar que no 22
més de armazenamento foram verificados os primeiros danos as cristas mitocondriais,

independentemente dos tratamentos com ET ou CT (Fig. 9 D). Durante todo este periodo de
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armazenamento (2 a 8 meses), assim como nos dois ultimos meses, as sementes apresentaram
altos niveis de consumo de O; e baixa liberacdo de CO», resultando em valores de QR abaixo
de 0,5 (Fig. 5 C), podendo indicar reagdes oxidativas (LAMARCA; BARBEDO, 2012),
possivelmente ndo respiratoria, como a peroxidacdo de lipidios, com possivel formacao de
ROS (VERTUCCI; LEOPOLD, 1987) e aumento da deteriora¢do. Diferente do que ocorreu
nas sementes recém colhidas, quando os valores de QR eram proximos de 0,7, indicando
atividade respiratoria de via aerobica (KADER; SALTVEIT, 2002) e que acidos graxos
tenham possivelmente sido utilizados como substrato respiratorio (TCHERKEZ et al.; 2003).
A partir do 102 més, at¢é o 142 més de armazenamento, o consumo de O diminuiu
consideravelmente e o QR saltou a valores proximos a dois, indicando atividades
fermentativas e baixo vigor das sementes (ABDUL-BAKI, 1980). Ademais, a peroxidagdo de
lipidios avaliada no presente trabalho através da determinagdo de MDA, mostrou-se mais
evidente nesse mesmo periodo, ou seja, entre o 102 e 122 més de armazenamento. As
evidéncias na atividade respiratoria e teor de MDA podem justificar o aumento no teor de
carboidratos soluveis ndo redutores entre o 102 ¢ 122 més de armazenamento ¢ dos agucares
redutores no 102 e 142 més de armazenamento, visto que, em sementes oleaginosas, 0s
lipidios sdo consumidos primeiro, com conversdo em carboidratos (LABOURIAU, 1983,
BONOME, 2006). Em sementes de espécies oleaginosas, a peroxidacdo lipidica parece
apresentar estreita associacdo com o nivel de MDA e o envelhecimento de sementes, como
em soja (SUNG, 1996), amendoim (SUNG; JENG, 1994) e girassol (BAILLY et al., 1996).
Bailly et al. (1996) sugerem, ainda, que, a deterioracio de sementes, associada com a
peroxidagdo lipidica, também pode estar associada com redugdo da eficiéncia do sistema de
defesa antioxidante. Sobretudo, o acido graxo linoleico ¢ mais suscetivel a oxidagdo por
radicais livres (SATTLER et al., 2004) ¢ as sementes de A. pintoi apresentam alto nivel desse
acido graxo, cerca de 45% do total de acidos graxos, que ¢ de, aproximadamente 50%
(GROSSO et al., 2000).

Salienta-se aqui que a germinagdo das sementes de A. pintoi nunca atingiram sequer
70%, em quaisquer dos tratamentos e, mais do que isto, ndo atingiram 30% de plantulas
normais, que, curiosamente, representa a metade do minimo exigido pela Instrugao Normativa
N° 30 para a comercializagdo de sementes da espécie (BRASIL, 2008). Aos seis meses, as
plantulas normais produzidas por sementes ET despencaram para 5%. Diante dos fatos até
aqui apresentados e discutidos, ¢ plausivel afirmar que os processos de superacdo de

dorméncia e deterioracdo tenham ocorrido simultaneamente. Os quatro meses de
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armazenamento para a maior supera¢do da dorméncia foram suficientes para a deterioracao
das primeiras sementes que tiveram a dorméncia superada, sobretudo por estarem expostas a
condicoes nao controladas de armazenamento.

Outras alteragdes a nivel ultraestrutural s6 foram observadas aos 26 meses de
armazenamento, quando as sementes perderam a capacidade de protrusdo radicular, como o
aumento no tamanho dos vacuolos, ocupando quase todo o espago intracelular (Fig. 9 G),
podendo significar acaimulo de proteinas (MARTY, 1999), justificando, assim, a ndo redugao
do teor de proteinas e aumento no teor de aminoacido, como seria de se esperar, com o tempo
de armazenamento (LABOURIAU, 1983, BONOME, 2006). Observa-se, também, a
desorganizacdo celular mais evidente, embora ainda seja possivel verificar preservagdo das
membranas externa e interna da mitocondria, como observado na fotomicrografia realizada
com maior aumento (Fig. 9 H).

A partir do teste de tetrazolio (Fig. 4) foi possivel verificar o alto potencial
fisiolégico em sementes dormentes e a perda de vigor com a morte gradativa dos tecidos ao
longo do armazenamento, embora, a partir do 22 més de armazenamento, imagens em
microscopia eletronica das células ja mostravam alteragdes a nivel mitocondrial (Fig. 9). Foi
possivel também observar coloragdo mais intensa na ponta da radicula, caracteristica de
maiores taxas respiratorias, inclusive em sementes vigorosas recém-colhidas, porém sem
atingir o cilindro central (Fig. 4 D). Este padrdo também foi observado nas sementes de A.
hypogaea (BRASIL, 2009), o que parece ser uma caracteristica do género, talvez pelo
desenvolvimento subterraneo das sementes. Ademais, o eixo embriondrio ¢ mais propenso ao
envelhecimento, com evidéncias de mais radicais livres do que nos cotilédones e, entre as
estruturas do eixo, a radicula ¢ a mais sensivel a deterioracdo (SHABAN, 2013). No processo
de aceleracdo da deterioracdo (vermelho mais intenso) e morte dos tecidos (sem coloragao),
observamos uma sequéncia da deteriorag¢@o nos cotilédones, proximo a regiao vascular (Fig. 4
D) e, mais adiante, a deterioragdo e morte dos tecidos da radicula, que atingiu o cilindro
central, e, por fim, a morte dos tecidos do restante do cotilédone (Fig. 1, dados
complementares).

Comparando-se duas espécies que apresentam algumas caracteristicas similares, as
sementes de Caesalpinia echinata (pau-brasil), assim como a de A. pintoi, sao tolerantes a
dessecacdo e, se armazenadas com baixo teor de agua e em temperatura ambiente, perdem
rapidamente a capacidade germinativa, provavelmente, devido as elevadas taxas respiratorias
e outros processos oxidativos (LAMARCA; BARBEDO, 2012). As sementes de pau-brasil

apresentam elevado teor de lipidios (17,6%), com destaque para a grande quantidade do acido
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graxo linoleico (MELLO et al., 2010), que ¢ altamente suscetivel a oxida¢do por radicais
livres e espécies reativas de oxigénio (SATTLER et al., 2004). No entanto, embora as
sementes de A. pintoi, possuam maior teor de lipidios (49,7%), inclusive do acido graxo
linoleico (GROSSO et al., 2000), ¢ plausivel sugerir que situagdes similares acontecam nessas
duas espécies.

Barbedo et al. (2013) consideraram que um dos fatores de reducao da longevidade,
especialmente nas sementes recalcitrantes, ¢ o baixo grau de maturidade das sementes no
momento do seu desprendimento da planta. Como as sementes de A. pintoi se desprendem
facilmente da planta dentro do solo apods o seu desenvolvimento (COOK; FRANKLIN, 1988),
existe a possibilidade das sementes serem dispersas antes de atingirem o ponto méaximo de
maturidade fisiologica, embora ndo seja recalcitrante, e que, deste modo, os fatores de
protecdo e longevidade poderiam estar comprometidos. No entanto, quando comparadas as
sementes de pau-brasil, que perdem a viabilidade em ambiente com temperaturas acima de
25°C em trés meses de armazenamento (BARBEDO et al., 2002), as sementes de amendoim
forrageiro conseguem preservar a viabilidade por mais tempo, como observado no presente
estudo. O diferencial é que as sementes de A. pintoi sdo dormentes apos a colheita e, talvez,
por isso, consigam melhor desempenho, ja que a dorméncia, segundo Barbedo et al. (2013),
pode ser um fator de ampliagdo da capacidade de armazenamento. No entanto, ha de se fazer
uma ressalva, pois embora as sementes de amendoim forrageiro sejam mais longevas do que
as sementes de pau-brasil, a perda do vigor e viabilidade durante o armazenamento ¢
extremamente rapida, fato incomum para uma espécie com alto nivel de dorméncia.

Tomados em conjunto, os resultados obtidos indicam que a superagdo da dorméncia
pode acelerar a deterioracdo das sementes de A. pintoi. No entanto, foi verificado que em
condi¢des de ambiente de armazenamento ndo controladas, alteracdes ultraestruturais das
mitocondrias, ocasionadas pela deterioracdo, se iniciam, aos dois meses, muito antes da
superacdo total da dorméncia. Igualmente, alteragdes na permeabilidade seletiva das
membranas e efeitos nos tecidos das sementes concorrem para a reducdo do nimero de
plantulas normais, ja visiveis a partir do 62 més. Mais ainda, alteracdes mensuraveis de
carboidratos, aminodcidos, proteinas e respira¢do, acompanhadas de aumento na peroxidagao
lipidica, foram verificadas a partir do 82 e 102 més de armazenamento, quando as sementes,

principalmente as tratadas com etileno, perderam a capacidade de produzir plantulas normais.
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Processos oxidativos podem determinar a baixa longevidade natural dessas sementes
e a dorméncia ndo representa uma ferramenta evolutiva para ampliar o seu potencial de

armazenamento.
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CONCLUSOES

Os resultados obtidos permitem concluir que a superacao da dorméncia, embora
ocorra lentamente, acelera a deterioracdo das sementes de Arachis pintoi e os processos
ocorrem simultaneamente, mediados por alteragdes nas mitocondrias e nas taxas respiratorias.
Em uma perspectiva aplicada, métodos artificiais podem antecipar a superagdo dessa
dorméncia, mas aceleram a deteriora¢ao e, portanto, somente devem ser adotados quando

proximos a semeadura.
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DADOS COMPLEMENTARES

Saliente-se aqui que a germinagdo das sementes de A. pintoi nunca atingiram sequer
70%, em quaisquer dos tratamentos e, mais do que isto, ndo atingiram 30% de plantulas
normais, que representa a metade do minimo exigido pela Instru¢do Normativa N° 30 para a
comercializacdo de sementes da espécie (BRASIL, 2008). No entanto, observa-se que os
processos de superacdo de dorméncia e deterioragao ocorreram simultaneamente € os quatro
meses de armazenamento para superagcdo da dorméncia foram suficientes para a deterioracao
das primeiras sementes que tiveram a dorméncia superada, sobretudo por estarem expostas a
condigdes ndo controladas de armazenamento. Sementes desta mesma cultivar, também
tratadas com ethephon, porém armazenadas a 24°C e 46% de umidade relativa do ar,
alcangaram cerca de 70 a 80% de plantulas normais aos oito meses de armazenamento
(ASSIS at al., 2013a, b). Do mesmo modo, quando sementes da cv. Amarillo foram
armazenadas em condicdes controladas (18°C e 50% U.R.) durante 12 meses, a germinagao,
em teste também realizado no rolo de papel a 25°C, foi de 74%, sendo 57% de plantulas
normais (ROSSETTO; ALVES, 2008). No entanto, no presente estudo o teste de tetrazélio
confirmou a deterioracdo das sementes durante o armazenamento, porém com menor
intensidade do que foi constatado nos testes de germinacdo. O fato nos leva a supor que,
talvez, a temperatura de 25°C adotada no teste de germinacdo ndo seja a temperatura otima
para sementes da espécie, especialmente com menor vigor, ja que no teste de emergéncia, a
porcentagem de plantulas normais das sementes CT oscilou de 29% a 45% do 102 ao 142 més
de armazenamento, quando as temperaturas dentro da casa de vegetagdo (dados nao
apresentados) atingiram valores superiores aos das externas, que variou de 25 a 30°C (Tab. 1).
Da mesma forma, na producdo de MSPN (Fig. 3D) também foi observada recuperagdo
significativa do 102 ao 142 MA. Por outro lado, no sexto més de armazenamento, apos as
sementes ET terem atingido perda maxima de dorméncia e com temperaturas externas de
23°C, uma das menores do periodo experimental, o desenvolvimento de plantulas normais nao
alcancou 10%. Conforme Marcos Filho (2005), sementes que apresentam menor potencial
fisiologico exigem temperaturas mais proximas da o6tima e, algumas vezes, podem, inclusive,

responder melhor a temperaturas alternadas, mesmo nao apresentando dorméncia.



Figura 1 (dados complementares). Sementes de amendoim forrageiro submetidas ao
teste de tetrazolio. Na horizontal, (A) Sementes Classe 1— Viaveis e vigorosas; (B)
Sementes Classe 2— Viaveis e ndo vigorosas; (C) Sementes Classe 3 — Nao viaveis e (D)
Sementes Classe 3 — mortas. Escala: 2 mm
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IV. CONSIDERACOES FINAIS

Trabalhos futuros envolvendo os antioxidantes presentes nas sementes dessa espécie
e a associagdo de suas concentracdes com o ponto de maturidade fisioldgica e a influéncia do
centro de origem da espécie poderdo auxiliar na elucidagdo dos fenomenos fisiologicos de
deterioragdo, principalmente aqueles relacionados a respiracdo e outros processos oxidativos.
Neste sentido, vale destacar a importancia de futuras pesquisas que busquem, também, a
redug@o do alto indice de abscisao dos frutos de Arachis pintoi. Informagdes precisas desta
natureza também poderiam oferecer direcionamento a programas de melhoramento que visem

a obtengdo de sementes com maior longevidade.
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