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CORSATO, J.M. 2010. TOLERANCIA A DESSECACAO E ARMAZENAMENTO
DE SEMENTES DE ARATICUM-DE-TERRA-FRIA (Annona emarginata
(SCHLTDL.) H. RAINER). 95p. Dissertacdao (Mestrado) — Instituto de Biociéncias,
UNESP - Universidade Estadual Paulista, Botucatu.

RESUMO - O presente trabalho foi realizado no Departamento de Boténica, Instituto
de Biociéncias — UNESP, Campus de Botucatu, e teve como objetivo avaliar a
tolerancia a dessecacdo de sementes de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer), os acucares envolvidos no processo e o efeito de GA447 N-
(fenilmetil)-aminopurina na germinagdo das sementes submetidas aos niveis de secagem
e além de avaliar o comportamento fisiologico das sementes apds armazenadas no fruto
(repouso pos-colheita). Foram instalados dois experimentos em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticoes de 25 sementes por parcela. No
primeiro As sementes foram secas em estufa de circulagdo forcada de ar (50°C)
obtendo-se niveis de dgua de: 31% testemunha, 19%, 12% e 5%. ApOs secagem, as
sementes foram embebidas em GA4.; N-(fenilmetil)-aminopurina (0, 250, 500, 750 e
1000 mg L por 60 horas. J4 O segundo experimento foi divido em duas etapas. Na
primeira os frutos maduros foram armazenados a 5°C pelo periodo de 0, 7, 14, 21 e 28
dias. Apdés armazenamento as sementes foram colocadas para embeber em d4gua
destilada e em solucdo de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina (800 mg L™ ) por 60 horas.
Na segunda etapa, as sementes foram armazenadas em sacos de papel tipo Kraft,
envoltas por um saco de polietileno e acondicionadas em camaras de germinagdo nas
temperaturas de 5°C, 15°C e 25°C, onde permaneceram armazenadas por 30, 60, 90,
120 e 150 dias sendo o tempo O a testemunha. Apds armazenamento as sementes foram
colocadas para embeber em 4dgua destilada e em solucdo de GA447; N-(fenilmetil)-
aminopurina (800 mg L' ) por 60 horas. As varidveis analisadas foram: condutividade
elétrica, porcentagem, tempo médio, indice de velocidade, freqii€ncia e sincronizagdo da
germinagdo, porcentagem de sementes dormentes, porcentagem de plantulas normais,
comprimento médio de raiz e da parte aérea, andlise quantitativa dos agucares soluveis e
redutores totais e perfil dos acucares por HPLC (apenas no primeiro experimento).
Verificou-se que as sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer toleram a
secagem até niveis de 12% de dgua e que a sacarose € o principal acicar envolvido
nesse processo. Porém é necessdario o uso de GAy4.; N-(fenilmetil)-aminopurina pra
superacdo da dorméncia, sendo que quanto maior o nivel de secagem, maior a
concentracdo do regulador a ser empregada. O repouso pds-colheita do fruto também
auxilia na superacdo da dorméncia nas sementes de araticum-de-terra-fria e as sementes
recém-extraidas (teor de dgua de 30%) devem ser armazenadas a baixas temperaturas
(5°C e 15°C) por no maximo 90 dias.

Palavras-chave: Annonaceae, secagem, repouso pos-colheita, giberelinas, citocininas,
acucares soluveis.



CORSATO, J.M. 2010. TOLERANCE TO DESICCATION AND STORAGE OF
“ARATICUM-DE-TERRA-FRIA” (Annona emarginata (SCHLTDL.) H.
RAINER) SEEDS. 95p. Dissertation (Master’s) — Institute of Biosciences, UNESP —
Sao Paulo State University, Botucatu, Sao Paulo State, Brazil.

ABSTRACT - The present study was carried out at the Department of Botany, Institute
of Biosciences — UNESP, Botucatu Campus, Sdo Paulo State, Brazil, aimed to assess
the tolerance to desiccation of “araticum-de-terra-fria” (Annona emarginata (Schldtl.)
H. Rainer) seeds, the sugars involved in this process, the effect of GA47 + N-
(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine on the germination of seeds subjected to different
desiccation levels, and the physiological behavior of seeds stored in the fruit
(postharvest resting period) and after fruit extraction. Two experiments were carried out
in completely randomized design, including 4 replicates of 25 seeds per plot. In the first
one, seeds were drought in forced aeration oven (50°C) and the following water levels
were obtained: 31% control, 19%, 12% and 5%. After desiccation, seeds were immersed
in GA47 + N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine (0, 250, 500, 750 and 1000 mg L)
for 60h. The second experiment was divided into two steps: in the first one, mature
fruits were stored at 5°C for 0, 7, 14, 21 and 28 days. Then, the fruits were manually
pulped and the seeds were allowed to imbibe in distilled water and in GA47 + N-
(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine solution at the concentration of 800 mg L™ for 60h.
In the second step, the seeds were involved with polyethylene bags, placed inside Kraft-
type paper bags and stored in a germination chamber at 5°C, 15°C and 25°C for 30, 60,
90, 120 and 150 days; time 0 was adopted as control. Following storage, seeds were
allowed to imbibe in distilled water and in GA4,7 + N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-
amine solution at the concentration of 800 mg L™ for 60h. The evaluated variables were
electrical conductivity; germination percentage, mean time, speed index, frequency and
synchronization; percentage of dormant seeds; quantitative analysis of total and
reducing soluble sugars; and sugar profile by using HPLC only in the first experiment.
Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer seeds tolerated desiccation until the level of
12% water, and sucrose is the main sugar involved in this process. However, the use of
GA 447 + N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine is needed to break dormancy; the higher
the desiccation level, the higher the concentration of this regulator to be adopted. Fruit
postharvest resting period also helps breaking dormancy in “araticum-de-terra-fria”
seeds; in addition, seeds presenting initial water level should be stored at low
temperatures (5°C and 15°C) for a maximum period of 90 days.

Keywords: Annonaceae, desiccation, postharvest resting period, gibberellins,
cytokinins, soluble sugars.



1. INTRODUCAO

Com a expansao do cultivo de espécies da familia Anonaceas no mundo, surge a
necessidade do conhecimento dos processos fisiologicos que envolvem desde a
germinagdo das sementes até a pds-colheita dos frutos, a fim de dar subsidios tanto a
cultivos produtivos, como a programas de melhoramento genético e até orientagdes para
escolha de espécies a serem usadas em 4reas de recuperagdo ambiental (SAO JOSE,
1997). Neste contexto, o araticum-de-terra-fria, espécie nativa do territério brasileiro €
de grande importancia devido as suas caracteristicas como porta-enxerto para espécies
como a atemoia, graviola e fruta-do-conde. No entanto, existem dificuldades quanto a
germinagdo e armazenamento dessas sementes (RIZZINI, 1973).

Estudos quanto ao comportamento de sementes de anondceas perante a perda de
dgua e ao armazenamento sdo escassos € até o momento as informagdes disponiveis
relatam uma diversidade de comportamento dessas espécies (CARVALHO et al., 2001;
BERNARDES et al., 2007). Tokunaga (2000) recomenda que a semeadura do araticum-
de-terra-fria seja realizada logo apds a extracdo dos frutos, restringindo a producio de
mudas em apenas uma época do ano.

Tal relato justifica o estudo das sementes perante a perda de dgua, pois como
existe correlacdo entre a quantia de &4gua presente nos tecidos e o tempo de
armazenamento suportado pela espécie (WALTERS, 2000; FONSECA & FREIRE,
2003; BERJAK & PAMMENTER, 2007), tornando-se interessante o estabelecimento
de metodologias para maximizar a produ¢cdo de mudas de espécies nativas ou com valor
comercial, como € o caso das anondceas, visando reduzir a perda das sementes devido a
falta de informacdes sobre as mais variadas espécies (FONSECA & FREIRE, 2003).

Dessa forma, para compreender os mecanismos de tolerancia a dessecagdo, foi
avaliada a relagdo dos carboidratos neste processo além do efeito de reguladores GA4.;
N-(fenilmetil)-aminopurina na germinacdo, pois se sabe que a sacarose e
oligossacarideos estdo diretamente relacionados neste processo e que as espécies da
familia Annonaceae apresentam sementes dormentes.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a tolerincia a dessecacdo de sementes
de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer), os agucares
envolvidos no processo e o efeito de GA4.7 N-(fenilmetil)-aminopurina na germinagao
das sementes submetidas aos niveis de secagem, além de avaliar o comportamento
fisiologico das sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer armazenadas no

fruto (repouso pds-colheita) e armazenadas apds extragcdo dos frutos.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. FAMILIA ANNONACEAE

Segundo a classificacdo filogenética APG II (APG, 2003) a familia Annonaceae
pertence ao grupo das plantas Eudicotiledoneas, clado das Magnoliideas (arboreas). Este
clado € constituido por quatro ordens, Canallales, Laurales, Magneliales e Piperales,
sendo a ordem Magneliales representada pelas familias Magnoliaceae, Myristicaceae e
Annonaceae (SOUZA & LORENZI, 2005).

Em alguns sistemas de classificacdo a familia Annonaceae, é considerada como
uma angiosperma basal por apresentar atributos primitivos como o habito lenhoso,
perianto bem desenvolvido, polinizacdo por coledpteros, numerosos estames, pdlen
monossulcados e cdlice e corola muitas vezes sem diferenciacio (APG, 2003;
CRONQUIST, 1981).

Dentre as caracteristicas utilizadas para a identificacdo das espécies da familia
Annonaceae destaca-se o odor forte proveniente do corte de troncos e ramos, presenca
de fibras longas e resistentes na casca do caule, conhecida popularmente como Envira.
As folhas sdo disticas (exceto em Tetrameranthus, que apresenta folhas espiraladas),
alternas, simples e sem estipulas (JOLY, 2002).

As flores das anondceas podem ser isoladas ou reunidas em inflorescéncias,
hemiciclicas, hermafroditas, diclamideas com perianto diferenciado no célice e na
corola. Em geral sdo trimeras e carnosas com estames numerosos, dispostos em forma
espiralada, o ovdrio € stipero com um a muitos 6évulos. Os frutos podem ser apocdrpicos
ou sincdrpicos carnosos e indeiscentes ou deiscentes (JOLY, 2002).

A familia Annonaceae € representada por 140 gé€neros com cerca de 2.500
espécies sendo a maioria de distribuicdo tropical, presentes na América, Africa e Asia
(PINTO et. al., 2005). No Brasil, sdo encontrados 26 géneros e aproximadamente 260
espécies (MAAS et al., 2006).

As espécies da familia Annonaceae vém apresentando consumo crescente dos
frutos, porém a oferta interna ainda € insuficiente, uma vez que a produ¢do nacional
ainda ndo se apresenta consolidada (MELLO et al., 2003). O destaque na familia é para
as espécies pertencentes ao género Annona o qual apresenta frutos comestiveis como a
cherimdia, graviola, fruta-do-conde e a atemdia. Estes frutos sdo aromaticos, de sabor
agraddvel, acucarado e ligeiramente 4cido, despertando interesse no mercado

consumidor (SAO J OSE, 1997).



Os maiores cultivos de anondceas sdao encontrados no Peru e na Colombia,
seguidos por Espanha e Israel. No Brasil, para o consumo in natura sao produzidos
principalmente a fruta-do-conde, também conhecida como pinha (Annona squamosa) e
a atemoia (A. cherimola x A. squamosa). A graviola (Annona muricata) é cultivada
principalmente com a finalidade para producdo de polpa e suco (CARRARO &
CUNHA, 1994).

A propagacdo das anondceas comerciais ocorre principalmente por métodos
vegetativos como a enxertia e estaquia, pois estes métodos garantem pomares
produtivos e uniformes. A enxertia € um processo de propagacdo vegetativa que
consiste em unir um vegetal ou parte dele sobre outra planta que lhe sirva de suporte, o
qual é responsavel por retirar do solo dgua e nutrientes (SAO JOSE, 1997).

A enxertia garante vantagens na formacao dos pomares, dentre elas podem-se
citar a floracdo e frutificacio precoce, utilizacdo de porta-enxerto resistente a
enfermidades e pragas além de, assegurar as caracteristicas genéticas da planta que se
deseja multiplicar. Porém para a obten¢do de mudas com qualidade alguns cuidados
devem ser tomados na escolha da espécie utilizada como porta-enxerto (SAO JOSE,
1997).

Embora a propagacdo da fruta-do-conde (Annona squamosa L.) ainda seja
realizada via seminifera, Aratjo (2008) relata que a propagacido vegetativa dessa
anondcea produz plantas precoces mais produtivas e com frutos de maior qualidade,
viabilizando a utilizacdo de plantas enxertadas para a formagdo de pomares. Neste
contexto as sementes sdo utilizadas para a formagao de porta-enxerto (STENZEL, 1996;
TOKUNAGA, 2000).

Dentre as espécies utilizadas como porta-enxerto para as anoniceas destacam-se
o araticum do brejo (Annona glabra), o araticum (Annona montana), araticum-de-terra-
fria (Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer), Annona coriacea, Annona dioica e
Annona sylvatica (SAO JOSE, 1997).

Apesar das espécies utilizadas como porta-enxerto serem propagadas por
sementes € importante ressaltar que a familia Annonaceae apresenta espécies com
dorméncia embriondria, o que resulta em germinacdo lenta e desuniforme (RIZZINI,
1973). Pawshe et al. (1997) e Smet et al. (1999) sugerem ainda que a germinagdo seja
afetada pela presenca de dcido abscisico no embrido, impermeabilidade e resisténcia do

tegumento a entrada de dgua.



No entanto, Mello (2007) demonstrou através de cortes histolégicos, seguidos de
testes de germinacdo, que sementes de Annona crassiflora apresentam eixo embriondrio
e cotilédones distintos, embora o embrido ainda seja muito pequeno caracterizando
embrido rudimentar. Estas informacdes concordam parcialmente com o que foi relatado
por Rizzini (1973) uma vez que a dorméncia apresentada pelas anonéceas seria causada
pela presenca de um embrido imaturo e ndo indiferenciado, conforme citado pelo autor.
Dessa forma, pode-se dizer que as anondceas apresentam uma dorméncia
morfofisiolégica sendo necessdrio investigar a relacdo entre promotores e inibidores da
germinagdo (SILVA et al., 2007).

Neste contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas ao longo do tempo com o uso
de reguladores vegetais com o propdsito de superar a dorméncia de espécies usadas
como copa e porta-enxerto. Dentre os trabalhos relata-se o de Campbell e Popenoe
(1968) que obtiveram 77% de germinacio com uso de 350 mg L' de GA3 em sementes
de Annona diversifolia Saff. e o de Jubes et al. (1975) que observaram 77,32 % de
germinacdo empregando-se 500 mg L"' de GA;em sementes de Annona cherimola Mill.
Outros trabalhos foram realizados com sementes de Annona muricata (Pinto, 1976), de
A. esquamosa L. (Pawshe et al. , 1997; Ferreira et al., 2002; Stenzel et al., 2003), de A.
reticulata (Valezuela & Osorio, 1998), de A. cherimola Mill. (Smet et al., 1999) e de A.
crassiflora Mart. (SILVA et al., 2007).

A germinacdo de sementes de atemoéia (Annona cherimola Mill. x A. esquamosa
L.) também ¢é estudada quando o interesse é o de produzir porta-enxerto compativel
consigo mesma, para ser usado em areas sem historico de patégenos no solo. Stenzel et
al. (2003) observaram germina¢do de 67,5% empregando-se sementes da cv. ‘Gefner’,
36,25% da cv. ‘PR-1" e 61,25% da cv. * PR-3’. Da mesma forma, Oliveira (2004) e
Braga (2008) também obtiveram incremento na germinag¢do de sementes de atemdia
com o uso de reguladores vegetais.

Quanto a impermeabilidade do tegumento, Ferreira et al. (2006) e Costa (2009)
verificaram que a aquisi¢cdo de dgua em sementes de anondceas € lenta, o que ocorre
entre 27 horas para as sementes de atemoia (A. squamosa x A cherimoia) e de 60 horas
para sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, demonstrando que ocorre a
entrada de dgua.

Além dos relatos de dorméncia, ha espécies como a Annona crassiflora Mart.
que ndo permitem armazenamento por longos periodos, sendo necessdrio que a

semeadura seja realizada logo apds a extrag@o dos frutos (BERNARDES et al., 2007) o



que concentra a germinagdo e a producdo de mudas em um tnico periodo do ano, desde
que as condi¢des ambientais sejam favordveis. Por outro lado, Carvalho et al. (2001)
relatam que sementes de Annona glabra L. suportam reducdo no teor de 4dgua e

congelamento, com germinagao elevada apds 365 dias de armazenamento.

2.1.1. Annona emarginata (Schldtl.) H.Rainer

O género Rollinia foi estabelecido por Antoine de Saint-Hilaire (1825) e
subseqiientemente expandido por Schlech-Tendal (1834), Marthius (1841), Triana &
Planchon (1862) e Safford (1916). No entanto, Rainer (2007) prop0s que este género
deve ser incorporado ao género Annona, pois andlises filogenéticas revelaram uma
estreita relacdo entre as espécies desses dois gé€neros, sugerindo assim uma nova
nomenclatura para as espécies anteriormente descritas como Rollinia.

A espécie Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer, sinonimia da espécie Rollinia sp.
pertence a familia Annonaceae, popularmente conhecida como araticum-de-terra-fria é
nativa do territorio brasileiro e tem sido encontrada desde o estado do Rio Grande do
Sul até Minas Gerais. A planta comporta-se bem em solos secos, tem resisténcia a solos
umidos e adaptacdo em locais situados a 950m acima do nivel do mar (TOKUNAGA,
2000; RAINER, 2007).

A importancia desta espécie estd relacionada com sua rusticidade o que justifica
seu uso em programas de melhoramento genético e como porta-enxerto para espécies da
familia Annonaceae. Quando utilizada como porta-enxerto para atemdia (Annona
cherimola Mill. X Annona squamosa L.) e cheriméia (Annona cherimola Mill.),
proporciona maior compatibilidade entre enxerto e porta-enxerto, vigor a copa e
resisténcia a fungos, podridao de raizes e brocas que atacam o colo das plantas
(KAVATTI et al., 1997; BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA, 2000).

Esta espécie apresenta os frutos maduros nos meses de margo e abril. Apds a
colheita dos frutos as sementes sdo extraidas, tratadas com solugao fungicida e deixadas
secar em local arejado. Depois da triagem manual das sementes estas podem ser
semeadas e seu potencial germinativo dura por pelo menos seis meses
(BONAVENTURE, 2000). No entanto, Tokunaga (2000) sugere que a semeadura seja
feita rapidamente apds a extracdo das sementes, devido a baixa porcentagem de

germinacdo observada apds armazenamento.



2.2. TOLERANCIA A DESSECACAO

Uma das fases do ciclo de vida das angiospermas inclui o desenvolvimento das
sementes o qual é controlado geneticamente e envolve uma seqiiéncia ordenada de
alteracdoes morfoldgicas, fisicas, fisiolégicas e bioquimicas que ocorrem a partir da
fecundacao do 6vulo até o desligamento da semente madura da planta mae (BELTRANI
& PAOLLI, 2003).

Basicamente o desenvolvimento das sementes € divido em trés fases. A primeira
fase é chamada de crescimento inicial sendo caracterizada pelo elevado teor de dgua,
inimeras divisdes celulares além da histodiferenciacdo e morfogénese do plano basico
do embrido das sementes (CASTRO et al., 2004).

ApOs o crescimento inicial, ocorre uma fase intermedidria onde as sementes
aumentam de tamanho devido a expansdo celular e deposicdo de reservas que serdao
utilizadas durante o processo de germinacdo para que o embrido obtenha energia
necessdria para retomar seu crescimento. Com a deposicao de reservas a massa seca das
sementes passa a aumentar € em contrapartida as sementes iniciam a perda de 4gua
(CASTRO et al; 2004).

Por fim, as sementes passam por um periodo pré-programado de secagem,
quando ocorre reducdo no seu teor de dgua. Tais sementes foram classificadas
primeiramente por Roberts (1973) como ortodoxas, as quais podem secar a niveis
inferiores a 10% de 4gua e provavelmente dependem dessa reducdo na quantidade de
dgua dos seus tecidos para redirecionar seu metabolismo tendo como finalidade a
germinag¢do (BRABEDO et al., 2002; CASTRO et al; 2004; MARCOS FILHO, 2005).

J4a as sementes que ndo passam pela secagem pré-programada no final do seu
desenvolvimento, sdo dispersas com elevados teores de dgua e quando secas perdem a
capacidade de germinar, Roberts (1973) classificou como recalcitrantes. Porém, varios
estudos relacionados a tolerancia a dessecacao foram desenvolvidos e foi verificado que
este processo nao é tao simples e envolve uma série de mecanismos que permitem ou
ndo que as sementes sejam secas (HOEKSTRA et al., 1994)

Devido a complexidade envolvida na classificacio das sementes quanto a
tolerancia a dessecagdo, Walters (2000) sugeriu modificacdo na classificacdo de Roberts
(1973). Assim, foi proposta uma nova classificacio menos estanque para as sementes
que toleram e aquelas que ndo toleram a dessecagdo durante as fases finais da

maturacdo, sugerindo o uso de niveis de tolerancia a dessecacdo (WALTERS, 2000).



Cabe salientar que para que uma semente possa ser classificada quanto a
tolerancia a retirada de 4gua € necessdria a compreensdo de diversos pré-requisitos
como prote¢cdo a proteinas e enzimas, sistemas de protecdo as membranas, reducdo do
movimento de moléculas no interior das células, sistemas de protecdo ao ataque de
radicais livres, reducdo das atividades metabdlicas e reparo dessas mesmas atividades
durante o processo de embebicao (MARCOS FILHO, 2005).

Sementes ortodoxas ao serem dispersas normalmente apresentam teores de dgua
inferiores a 10%, ou seja, apresentam contetido de dgua do tipo 1. Por apresentarem
potencial hidrico na faixa de -150 MPa, significa que toda a dgua que estava interagindo
com as macromoléculas presentes nas células dos tecidos da semente foi perdida,
estabelecendo um nivel critico (WALTERS, 2000).

De acordo com estudos das curvas de isotermas de sorcdo e calorimetria, foi
possivel identificar cinco niveis de hidratacdo presentes em tecidos de sementes
(VERTUCCI & FARRANT, 1995; LEPRINCE et al., 1993; MARCOS FILHO, 2005;
PAMMENTER & BERJAK, 2000), conforme segue:

- Agua do tipo 1 (8-10% de dgua): caracterizada pela grande aderéncia das
moléculas de 4gua a superficie macromoleculares através de ligacdes i0Onicas, também
conhecida como agua do tipo estrutural, corresponde ao potencial hidrico de -150 MPa.

- Agua do tipo 2 (10-22% de 4gua): tém capacidade de vitrificagio e a energia de
atracdo diminui, sugerindo uma fraca interacdo das moléculas de dgua com a superficie
molecular, estd presente quando as sementes possuem potencial hidrico em torno de -
150 a -11 MPa e interagem com sitios polares de macromoléculas.

- Agua do tipo 3 (22-32% de dgua): Nesta faixa a dgua ganha propriedades de
solvente e associa-se aos sitios hidrofobicos das macromoléculas além de permitir a
ocorréncia de algumas atividades metabdlicas. Presente nas sementes quando o
potencial hidrico é de -11 a -4 MPa.

- Agua do tipo 4 (33-55% de dgua): ndo interage diretamente com proteinas e
outras macromoléculas. Potencial hidrico de -4 a -1,5 MPa.

- Agua do tipo 5 (Acima de 55% de dgua): também conhecida como 4dgua livre.
Potencial hidrico -1,5 MPa.

Conhecer o teor de dgua das sementes torna-se importante para o
desenvolvimento de estratégias eficazes visando a manutencdo da viabilidade dessas
sementes (BERJAK & PAMMENTER, 2007). Enquanto as sementes estdo nas fases

iniciais do desenvolvimento, ainda ndo ha completa capacidade de germinar, tolerancia
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a dessecacdo e vigor, pois estas caracteristicas sdo adquiridas ao longo do tempo
(CASTRO et al; 2004).

Com a perda da 4gua, que auxilia na manutengdo das estruturas celulares, ocorre
a exposicdo de sitios macromoleculares que podem ser atacados por radicais livres e
promover conseqiientemente a perda de funcdo ou desestruturacdo das macromoléculas
e membranas celulares (WALTERS, 2000). Dessa forma, o balanco entre geragdo e
remog¢do de radicais durante a secagem e o armazenamento das sementes, relaciona-se
com a longevidade das mesmas (BRANDAO JUNIOR et al., 2002).

A perda de dgua pelas células pode induzir danos as membranas, alterando sua
integridade funcional e estrutural. Estudos ultra-estruturais de tecidos submetidos a
dessecacdo revelam que a membrana plasmaética € o principal sitio de lesdo imposto pela
perda de dgua. Estudos com embrides de Phaseolus vulgaris L. demonstram que com a
aquisicdo da tolerancia a dessecacdo os danos nas membranas celulares sdo
minimizados com a perda de dgua (LEPRINCE et al., 1993).

As membranas celulares sdo formadas por uma bicamada fosfolipidica na qual
as extremidades hidrofilicas das moléculas s@o voltadas para fora, enquanto as cadeias
hidrofébicas ficam internamente a membrana. Esta conformac¢do das membranas
celulares € mantida pela presenca de dgua, sendo que ao retira-1a durante a desidratagcdo
a membrana muda do estado fluido para o estado gel o qual nio funciona como barreira
a lixiviacdo de compostos (CASTRO et al., 2004).

Uma das formas de avaliar a ocorréncia de danos a membrana plasmatica de
células de tecidos submetidos a secagem é o teste de condutividade elétrica,
procedimento este que verifica a saida da solugdo citoplasmdtica (fons, acucares,
proteinas, etc.) apds a reidratacdo dos tecidos previamente secos. Assim, a taxa e a
extensdo da perda da solugdo citoplasmatica podem ser correlacionadas com o grau de
sensibilidade a dessecacao (LEPRINCE et al., 1993).

No entanto, a metodologia para esse teste estd bem definida apenas para espécies
cultivadas enquanto que para espécies nativas a escassez de informagdes bdsicas limita
sua utilizacdo (BARBEDO & CICERO, 1998). Para sementes de Ingd uruguensis com a
utilizacdo do teste de condutividade elétrica foi possivel demonstrar uma estimativa do
potencial germinativo das sementes, refletindo a importancia e praticidade do teste para
avaliacoes da qualidade fisiologica de lotes de sementes (BARBEDO & CICERO,
1998).
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Os resultados obtidos com o teste de condutividade elétrica demonstram
portanto, a quantidade de substancias lixiviadas durante o processo de embebicdo das
sementes e partindo desses resultados € possivel inferir o quanto as membranas
celulares foram danificadas (PINA-RODRIGUES et al., 2004). No caso de sementes
ortodoxas devido aos mecanismos de protecio ao dessecamento esse tipo de dano
celular € minimizado.

Para que as células dos tecidos das sementes que toleram a retirada de 4dgua
durante a fase final da maturagdo nao sofram danos devido ao metabolismo desordenado
durante a secagem o que pode inviabilizar ou impedir a ocorréncia do processo de
germinagdo, sa0 necessdrios mecanismos que permitam a sobrevivéncia em estado
anidro (PAMMENTER & BERJAK, 2000; WALTERS, 2000; BERJAK &
PAMMENTER, 2007).

Na terceira fase do desenvolvimento das sementes quando ocorre a rdpida
retirada da agua a nivel celular (CASTRO et al., 2004), as células podem sofrer vérios
danos e a reativacdo do metabolismo pode ser comprometida durante a primeira fase do
processo de germinagdo (embebicao) (MARCOS FILHO, 2005). No caso de sementes
ortodoxas existem mecanismos que impedem que esses danos ocorram, enquanto nas
sementes recalcitrantes os danos da secagem levam a perda de viabilidade das sementes
(BERJAK & PAMMENTER, 2007).

O mecanismo de percep¢do da perda de dgua em células vegetais envolve a
captacdo da reducdo na pressdo de turgor celular por uma proteina de membrana a qual
ainda ndo teve sua estrutura identificada. Esse mecanismo envolve uma rota de
sinalizacdo que leva a ativacdo de fatores de transcricdo (proteinas reguladoras
especificas), os quais s@o responsdveis pela ativacao, das rotas de transducdo de sinal
ABA-dependentes e ABA-independentes (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Ambeas as rotas de transdugdo de sinal levam a ativacdo de genes especificos, os
quais vdo desencadear uma complexa interacdo, entre expressao génica € processos
fisiolégicos resultando na tolerdncia a perda de dgua pelo vegetal (TAIZ & ZEIGER,
2009).

Durante a fase final da maturacdo das sementes, 0 ABA € um dos responsdveis
pela aquisi¢ao da tolerancia a dessecagdo. Normalmente o contetido de ABA durante o
inicio da embriogé€nese € baixo, atingindo niveis mais elevados na fase intermedidria

desse processo, sendo que entre as fases intermedidrias e tardias do desenvolvimento da
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semente ocorre o acumulo de RNA’s mensageiros especificos em resposta a
concentracdo do ABA (TAIZ & ZEIGER, 2009).

Estes RNA’s acumulados durante a fase tardia da maturacdo das sementes irdo
codificar principalmente um grupo de proteinas da embriogénese tardia (LEA) que
podem estar envolvidas, com a aquisicdo da tolerancia a dessecacdo (CASTRO et al;
2004).

Um exemplo pratico da influéncia indireta do 4cido abscisico na tolerancia a
dessecacdo foi demonstrado por lida et al. (1992) ao tratar embrides somaticos de
cenoura com 4cido abscisico, o que permitiu a germinagdo apds o processo de secagem
e reidratacdo, entretanto quando ndo aplicado o regulador vegetal os embrides ndo
resistem a dessecacao.

Dentre as espécies frutiferas, o acai (Euterpe oleracea) uma Palmaceae nativa da
regido amazonica apresenta comportamento recalcitrante perante a desidratacdo, pois a
partir perda de 4dgua ha redugcdo na porcentagem de germinacdo dessa espécie
(NASCIMENTO & SILVA, 2005). Comportamento semelhante foi verificado por
Martins & Silva (2006) em sementes de tangerina (Citrus reticulata), sendo que a
desidratacdo a partir de 39% de dgua favorece a deterioracdo dessas sementes, pois
ocorre reducao na porcentagem de germinacao.

Segundo Ono et al. (1995) sementes de Citrumelo ‘Swingle’ potenciais para a
producdo de porta-enxerto de Citrus, apresentam baixa porcentagem de germinagdo que
pode estar relacionado com a tolerancia a dessecacdo dessas sementes. No entanto,
Zucareli et al. (2009) ao estudar a tolerancia a dessecacdo dessa espécie verificaram que
as sementes de Citrumelo ‘Swingle’ toleram a dessecacdo até 16% de umidade sem
maiores danos a germinacao desde que o tegumento das sementes seja retirado.

Nakagawa et al. (2005) ao estudarem a maturacdo das sementes de mucuna-preta
verificaram que o teor de dgua no inicio do desenvolvimento das sementes era elevado,
em torno de 73%, ocorrendo declineo lento ao longo do tempo. J4 nas fases finais da
maturacdo dessas sementes foi observado acentuado decréscimo na quantidade de dgua
até 12% de 4gua, apresentando comportamento tipico de sementes ortodoxas, grupo que
engloba principalmente sementes de espécies cultivadas.

Uma hipétese para a aquisi¢do da tolerdncia a dessecacdo em sementes € de que
a dgua perdida pelas células dos tecidos € substituida por compostos polihidroxil
(carboidratos), os quais possuem a propriedade de estabilizar as membranas quando

desidratadas. O grupo hidroxil desses compostos seria o responsavel pela manutengdo
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das interacdes hidrofilicas necessdrias para permitir a estabilidade da estruturas das

membranas celulares (KOSTER & LEOPOLD, 1988).

2.2.1 CARBOIDRATOS

Os carboidratos correspondem a um dos principais tipos de reserva em sementes
junto com os lipideos e as proteinas, cujas proporcdes variam de espécie para espécie e
também com o estddio de desenvolvimento que as sementes se encontram. Uma
porcentagem dos carboidratos presentes nas sementes corresponde aos carboidratos
soliveis com destaque para a glicose, frutose, manose, galactose, sacarose e
oligossacarideos da série rafindsica. Esta fracdo de carboidratos soliveis pode atuar
como reservas de utilizacao répida ou limitando os danos causados durante a secagem
de sementes maduras (BUCKERIDGE et al., 2000).

Dentre os carboidratos que demonstram a habilidade de proteger o sistema de
membranas celulares da perda de dgua estdo a sacarose, rafinose e trealose. A trealose
ocorre em VAarios organismos tolerantes a dessecacdo, porém sua ocorréncia em
sementes de espécies angiospermas ndo foi observada. No caso da sacarose ja foi
comprovada sua capacidade de protecdo em sistemas de membranas artificiais
(KOSTER & LEOPOLD, 1988).

A sacarose é um agucar abundante em sementes tolerantes a dessecacdo e em
estudos de estresse hidrico em plantas onde seu conteddo aumenta em resposta a
dessecacdo dos tecidos (ILING et al., 2005). Porém, a sacarose, quando concentrada ndo
€ uma molécula estdvel e tende a se cristalizar. A forma de atenuar esta cristalizacdo € a
presenca de oligossacarideos da série rafindsica, os quais previnem a cristalizacio da
sacarose fornecendo melhor prote¢do as células (LEPRINCE et al., 1993; KIGEL &
GALILI 1995; JOSE et al., 2006).

Quando nas proporc¢des corretas os carboidratos soliveis formam nas células um
estado viscoso, caracterizado como uma solugcdo liquida, com propriedades de
viscosidade de um sélido que ndo formam cristais de gelo mesmo em temperaturas
negativas (JOSE et al., 2006). Por ser extremamente viscoso, este estado € capaz de
paralisar os processos bioquimicos que requerem difusdo molecular, atenuando a
atividade de espécies reativas do metabolismo do oxigénio, auxiliando assim na
estabilidade celular por muito tempo (PAMMENTER & BERJAK, 2000; ROSA, et al.,
2005).
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O estado viscoso € descrito pela produgdo de sdlidos amorfos nas quais as
moléculas celulares encontram-se interligadas de modo que a mobilidade passa a ser
limitada no interior da matriz citoplasmética (BERJAK & PAMMENTER, 2007).

De acordo com Buitink & Leprince (2004) a identificagdo de cada componente
citoplasmatico que pode contribuir para a formagao do estado viscoso € um desafio para
a compreensdo da tolerancia a dessecagdo das sementes. Hellman et al. (2008) relatam
que apenas a formagdo do estado viscoso nas sementes de Caesalpinia echinata (pau-
brasil) ndo € o suficiente para manter a estabilidade celular durante o estado desidratado,
sugerindo a necessidade de interacdes macromoleculares e metabdlicas entre
carboidratos, lipideos e proteinas.

Os acucares que podem estar envolvidos na tolerancia a dessecagdo de sementes
ortodoxas sdo acumulados durante o processo de maturacdo das sementes e a
concentracdo destes compostos comeca a diminuir com o inicio da embebicdo, sendo
que para as sementes de soja a perda da tolerancia a dessecagdo coincide com a redugdo
significativa de oligossacarideos e sacarose (KOSTER & LEOPOLD, 1988).

Hoekstra et al. (1994) afirmam que durante a desidratacdo os agucares soliveis,
dentre eles a sacarose, pode prevenir os efeitos danosos da dessecacdo sobre as
membranas celulares. Estes acucares formam ligacdes de hidrogénio, substituindo a
agua associada a superficie das membranas mantendo assim o espacamento dos grupos
lipidicos, evitando a transicdo da fase liquida cristalina para a fase gel. Estes autores
também relatam que as sementes intolerantes a dessecacdo apresentam esses agucares
em sua constituicdo, no entanto, as formas como eles se depositam durante a
desidratacdo nio garante prote¢ao.

Pukacka & Wojkiewicz (2002) ao estimarem a tolerdncia a dessecacdo das
espécies Acer platonoides e Acer pseudoplatanus, verificaram que as sementes de Acer
platonoides sao tolerantes a dessecacdo e que a concentracdo de rafinose e estaquiose
aumentam significativamente durante a maturacdo. Para as sementes de Acer
pseudoplatanus, foi observado que as concentragdes desses carboidratos sdo reduzidas
com a maturagdo e as sementes sdo intolerantes a secagem, estabelecendo uma relacdo
entre a concentracdo desses oligossacarideos e o estabelecimento da tolerincia a
dessecacdo nestas espécies.

O acimulo de sacarose também ocorre em sementes com comportamento
recalcitrante como a C. sinensis (BERJAK et al., 1989), Q. robur (FINCH-SAVAGE et
al 1993) e P. alba (CONNOR & SOWA, 2003). No entanto apesar dessas sementes
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acumularem sacarose, elas ndo apresentam tolerancia a secagem em ambiente natural,
onde normalmente as sementes recalcitrantes perdem a viabilidade antes que ocorra a
formacdo do estado viscoso no interior das células (BERJAK & PAMMENTER, 2007).

No caso das sementes recalcitrantes a hipétese é de que a hidrélise da sacarose
forme substratos necessdrios para manter a atividade respiratéria, sustentando o
desenvolvimento continuo dessas sementes até a germinacdo e estabelecimento das
plantulas ao invés de auxiliarem na tolerancia a dessecagdo (BERJAK &
PAMMENTER, 2007).

Além dos carboidratos, Blackman et al. (1991), Walters et al., (2001) e Rosa et
al. (2005) sugerem que a tolerancia a dessecacdo pode estar relacionada com a producio

de um grupo de proteinas denominadas LEA (Late Embryogenesis Abundant).

2.2.2 PROTEINAS LEA (Late Embryogenesis Abundant)

As proteinas do grupo LEA (Late Embryogenesis Abundant) sdo acumuladas
nas ultimas fases da maturacdo em sementes ortodoxas e desempenham papel protetor
as células no estado seco, contribuindo para a tolerancia a dessecagdo, apesar de seu
modo de acdo ainda ndo estar claro (PAMMENTER & BERJAK, 2000).

Sabe-se que sua estrutura € altamente conservada e muito parecida com as
deidrinas, grupo de proteinas produzidas quando tecidos vegetativos sofrem secagem,
sendo as deidrinas consideradas um subgrupo das LEA (DELSENY, et al., 2001). Wise
& Tunacliffe (2004) relatam que essas proteinas estdo presentes em plantas e
microorganismos e sua expressao génica estd relacionada com a tolerincia a dessecagao.

Ao serem isoladas em solucdo as proteinas do grupo LEA apresentam forma de
bobina, no entanto ao passarem por um processo de secagem (rdpido ou lento) estas
proteinas assumem uma conformacdo alfa-helicoidal semelhante a morfologia dos
filamentos intermedidrios do citoesqueleto, conferindo forca e resisténcia as células
vegetais além de prevenir uma plasmdlise e deformacdo celular durante a secagem
(WISE & TUNACLIFFE, 2004; BERJAK & PAMMENTER, 2007).

Blackman et al. (1991) ressaltam que esse grupo de proteinas possui a habilidade
de proteger os componentes intracelulares ao longo do processo de dessecacdo, assim
como alguns acgucares (rafinose, trealose, sacarose e outros oligossacarideos)
encontrados nas sementes. Em trabalho com sementes de soja estes autores
demonstraram que conforme ocorre o desenvolvimento dessas sementes hd um acumulo

de proteinas do tipo LEA no tecido embriondrio, confirmando a hip6tese de que este
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grupo de proteinas € um dos responsaveis pela aquisicao da tolerdncia a dessecacdo em
sementes que apresentam comportamento ortodoxo.

Por outro lado, acredita-se que as sementes intolerantes a dessecacdo nao
apresentam ou, os mecanismos que podem garantir sobrevivéncia apds a secagem sao
ineficientes (MARCOS FILHO, 2005). No entanto, as proteinas LEA tém se mostrado
presentes em algumas espécies que toleram ligeira secagem e resfriamento
(PAMMENTER & BERJAK, 2000).

Da Rosa et al. (2005) comprovaram que sementes de milho tolerantes a altas
temperaturas de secagem apresentam maior concentragdo de proteinas LEA em seus
tecidos, além da maior atividade da enzima alfa amilase. Porém, apenas a presenca das
proteinas do grupo LEA ndo € suficiente para garantir tolerancia a dessecacdo,
normalmente estas proteinas agem sinergicamente com a sacarose na formacgdo do
estado viscoso da matriz citoplasmadtica garantindo a estabilidade celular em organismos
tolerantes a dessecacdo (BERJAK & PAMMENTER, 2007).

Neste contexto, cabe acrescentar que a presenca ou auséncia de proteinas do
grupo LEA, ndo € o unico fatores que pode levar a tolerancia a dessecacdo (GEET, et
al., 1994; BARBEDO & BILIA, 1998), pois Blackman et al. (1991); Bradford &
Chandler (1992); Geet et al. (1994) demonstraram que mesmo sementes intolerantes a
dessecacdo também apresentam tais proteinas sugerindo que a tolerancia a dessecagdo
corresponde a um complexo mecanismo o qual envolve um sinergismo entre vdrias
substancias, dentre elas proteinas, complexos enziméticos e carboidratos (WALTERS,

2000).

2.2.3 SISTEMAS ANTIOXIDANTES

Segundo Marcos Filho (2005) um dos fatores que levam algumas sementes a nao
tolerar dessecacdo seria a auséncia ou ineficiéncia de mecanismos eficientes no combate
a espécies reativas do metabolismo do oxigénio (ERMO), também conhecidos como
radicais livres.

A produgdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio é natural em
organismos que vivem em meio aerdobico. O oxigénio em espécies eucariontes estd
diretamente envolvido em processos como a divisdo e diferenciacdo celular além de

funcionar como 6timo receptor de elétrons em vdarias reagdes que ocorrem nas células

(HENDRY, 1993).
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Hendry (1993) descreve que as ERMOs podem atacar as membranas celulares e
através da peroxidacdo dos lipideos a levam a deterioragdo das mesmas. Em sementes,
este fato é evidente se levarmos em consideracdo que a perda da viabilidade durante a
secagem e ou armazenamento € explicado em termos pela deterioragao das membranas.

A peroxidacdo dos lipideos tem inicio na presenca de radicais livres (ERMOs)
0s quais sdo quimicamente instaveis e vao agir proximos a regido insaturada doa acidos
graxos. A peroxidagdo dos 4cidos graxos diminui a fluidez, pode inativar as proteinas e
receptores das membranas influenciando diretamente na sua permeabilidade e
conseqiiente morte celular (HENDRY, 1993).

Virios danos celulares causados pela peroxidagdo de lipideos durante o processo
de secagem das sementes podem ser minimizados pela presenca de mecanismos
protetores, como a a¢do das enzimas glutatione redutase, superéxido dismutase, catalase
e peroxidase especializadas em remover espécies reativas do metabolismo do oxigénio,
também conhecidas como ERMOs (ROSA et al., 2005).

Como descrito anteriormente, mesmo com a formacdo do estado viscoso da
matriz citoplasmadtica ainda pode ocorrer a formagdo e acimulo de radicais livres nas
células das sementes, como conseqiiéncia do metabolismo desordenado. Estes radicais
livres agem principalmente em sitios da membrana plasmatica expostos pela secagem,
sendo que a auséncia ou a inatividade de mecanismos protetores expde as células a
lesdes (MARCOS FILHO, 2005).

Bailly (2004) citado por Berjak & Pammenter (2007) demonstra que durante o
desenvolvimento das sementes ocorrem grandes mudancas relacionadas a atividade das
enzimas antioxidantes. Sementes de feijao (Phaseolus vulgare L.) quando sensiveis a
dessecacdo apresentam elevada atividade de enzimas como a superdéxido dismutase e
ascorbico peroxidase, enquanto a atividade da catalase e glutationa redutase € reduzida.

Ao tornarem-se tolerantes a dessecacgdo, foi observado que as sementes de feijao
apresentam aumento na atividade das enzimas catalase e glutationa redutase ao invés da
super6xido dismutase e ascorbico peroxidase, sendo este fato relacionado com a
regulacdo dos genes para a catalase pela perda de dgua das células vegetais (BERJAK &
PAMMENTER, 2007).

Tommasi et al. (1999) ao estudarem o sistema ascorbato em sementes ortodoxas
e recalcitrantes verificaram que as sementes recalcitrantes como Ginko. biloba e Cycas.
revoluta por manterem o metabolismo ativo durante a maturagdo das sementes &

inevitdvel a formacdo de radicais livres, principalmente o peréxido de hidrogénio
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durante esse processo e por esse motivo a atividade dos sistemas antioxidantes
permanece elevada. Por outro lado, sementes ortodoxas ao passarem pela secagem a
atividade do sistema ascorbato peroxidase decresce gradualmente sendo indetectdvel em
sementes secas.

A enzima ascorbato redutase auxilia a catalase na eliminacdo do peréxido de
hidrogénio formado como conseqiiéncia do metabolismo desordenado durante a
secagem. No caso de sementes ortodoxas de V. flaba a atividade dessa enzima € nula,
por outro lado foi verificada atividade da enzima DHA redutase, a qual previne o
embrido da acdo do dcido ascorbico enquanto a atividade do sistema ascorbato redutase
€ nula, sendo um novo sistema produzido ap6s 6 — 20 horas de germinacdo tempo
também suficiente para o desaparecimento do sistema DHA redutase (TOMMASI et al.,
1999).

Enquanto as sementes ortodoxas apresentam outros sistemas antioxidantes para
substituir os freqiientemente encontrados antes do processo de secagem, sementes
recalcitrantes nao apresentam essa habilidade, sendo que a secagem lenta danifica os
sistemas enzimaticos de maneira irreversivel (TOMMASI et al., 1999).

Como citado anteriormente, os sistemas antioxidantes agem principalmente
durante a embebicdo, etapa em que o metabolismo das sementes quiescentes e tolerantes
a dessecacgdo € reativado, no entanto sdo poucos os trabalhos que buscam investigar a
presenca e eficicia desses mecanismos em sementes tolerantes e intolerantes a
dessecacdo, porém hi comprovacdo de que eles estdo presentes em sementes ortodoxas
(PAMMENTER & BERJAK, 2000).

Embora a maioria das espécies recalcitrantes apresentem metabolismo
desordenado durante a desidratacdo levando a formacdo de radicais livres e
conseqiientes danos oxidativos, devido a suposta ineficiéncia dos mecanismos
antioxidativos, Greggains et al. (2000) ao estudarem a tolerncia a dessecacdo das
sementes de Acer platonoides e Acer pseudoplatonoides verificaram que apesar das
sementes de Acer pseudoplatonoides apresentarem redugdo na germinag¢do com a perda
de 4gua os mecanismos anti-oxidativos nesta espécie sdo funcionais e apresentam
comportamento semelhante ao encontrado para as sementes de Acer platonoides que
possui comportamento ortodoxo.

Além da presenca e atividade dos mecanismos antioxidantes sementes de Acer
pseudoplatonoides também reduzem as taxas respiratorias durante o processo de

maturacdo, comportamento tipico em sementes ortodoxas. Neste estudo os autores
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verificaram que as tunicas diferencas entre Acer pseudoplatonoides e Acer platonoides
além do comportamento fisiolégico perante a reducdo da perda de &gua, estd
relacionado com os teores de carboidratos e proteinas LEA, onde havia maior
concentracdo destes compostos nas sementes de Acer platonoides que apresenta

tolerancia a dessecacdo (GREGGAINS et al. 2000).

2.3. SECAGEM DAS SEMENTES

De modo geral, a secagem das sementes é fundamental para a producdo de
sementes de boa qualidade, pois permite a reducdo do teor de &4gua para niveis
adequados ao armazenamento, permitindo que a semente ndo sofra danos induzidos pelo
excesso de &dgua, mantendo a qualidade inicial do lote (GARCIA et al., 2004;
SEIFFERT et al., 2006).

A secagem das sementes € um processo fisico que ocorre devido a diferenca de
potencial hidrico entre a semente e o ar atmosférico. O ar € composto por varios gases e
vapor de dgua as quais contém ao seu redor uma energia caldrica chamada de calor
sensivel (GARCIA et al., 2004). Quando essa massa de ar esté situada sobre a superficie
de uma semente verifica-se um gradiente de moléculas de dgua das sementes para o ar e
de calor sensivel do ar para as sementes, resultando na perda de dgua das sementes na
forma de vapor devido ao duplo gradiente de massa e energia. Assim, a medida que se
adiciona mais energia no meio, mais facil fica para as moléculas de dgua se desprender
da semente (CARVALHO, 2005).

A secagem das sementes apresenta dois estdgios. O primeiro se inicia a partir de
qualquer teor de dgua elevado (acima de 30% de 4gua, com base na massa Umida da
semente) e € reduzida até teores de dgua entre 17 e 16%. Esta fase também é chamada
de secagem a taxas constantes, pois a quantidade de 4gua removida durante o processo €
sempre a mesma. Apds atingir 16% de dgua as sementes passam por uma fase de
secagem varidvel, sendo uma das caracteristicas mais marcantes desse processo a
dificuldade na remocdo da dgua, demonstrando a existéncia de forgcas intermoleculares
entre a molécula de dgua e os compostos celulares (CARVALHO, 2005).

Na prética, quando a camada periférica das sementes permanece seca por muito
tempo ela pode sofrer um encolhimento impedindo que ocorra a saida de dgua das
sementes. No entanto, apds quatro meses de armazenamento as células do tegumento da

semente voltam a sua conformag¢do normal permitindo que a d4gua que estava no interior
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migre para a periferia umedecendo o lote de sementes e acelerando o processo de
deterioragao (CARVALHO, 2005).

Dentre os fatores que podem influenciar o sucesso da secagem de sementes
pode-se destacar a temperatura utilizada para a secagem. A temperatura utilizada nesse
processo pode provocar alteracdes na membrana celular, provavelmente por causar
alteracoes nos lipideos de membrana, além disso, temperaturas elevadas podem
desnaturar proteinas. Além dessas alteragdes primaérias, a temperatura de secagem pode
refletir em alteracOes nas mitocOndrias e aumentar a lixiviacdo de material celular
(CAVARIANI, 1996).

Sementes ortodoxas apresentam variacdo quanto a sensibilidade aos danos
térmicos decorrentes da secagem, sendo essa variabilidade influenciada pela espécie,
cultivar, teor de 4gua da semente, método de secagem e tempo de exposicao (VILLELA
& PEREZ, 2004)

Sementes de trigo apds a colheita normalmente apresentam teores de &dgua
maiores do que o ideal para o armazenamento que sdo 13% de agua, sendo necessério
reduzir o teor de d4gua dessas sementes ap0ds a colheita. Lotes com teores de 4gua acima
de 16% recomendam-se a secagem lenta sendo a temperatura média que as sementes
podem atingir durante a secagem € de 60°C para evitar danos fisiolégicos ao material
(PORTELLA & EICHELBERGE, 2002).

No caso das sementes de arroz (Oriza sativa), nao se recomenda a utilizacdo de
secadores continuos para a secagem, pois a retirada de grande quantidade de dgua de
uma vez a elevadas temperaturas leva a formacgdo de plantulas anormais e fissuras no
tegumento que reduzem a qualidade das sementes durante o armazenamento
(FUNGUETTO et al., 2003). Esses danos refletem na qualidade das sementes e na
emergéncia das plantulas em campo (POPININGS, 1985).

A secagem intermitente, na qual a semente passa vdrias vezes por uma camera
com ar aquecido a elevadas temperaturas, neste caso a 70°C ndo prejudicou a
germinacdo das sementes de arroz (Orizza sativa) além das elevadas temperaturas
servirem na superagdo da dorméncia destas sementes (FUNGUETTO et al., 2003).

Assim, € importante estabelecer protocolos de secagem adequados visando a
reduc¢do na velocidade de deterioragcdo e obtencao de sementes com qualidade superior e
com teor de dgua para o armazenamento (VILLELA & PEREZ, 2004; CARVALHO,
2005).
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2.4. ARMAZENAMENTO DE SEMENTES

O teor de 4gua das sementes e a tolerancia a dessecagdo estdo relacionados com
o periodo de armazenamento suportado pela espécie. Basicamente o objetivo do
armazenamento das sementes € manter a qualidade e a viabilidade das sementes durante
o tempo que estas ficam armazenadas (VILLELA & PERES, 2004).

A manutenc¢do da qualidade das sementes entre o beneficiamento dos frutos até a
semeadura é obtida através do emprego de técnicas adequadas de armazenamento, as
quais procuram controlar os principais fatores que afetam o armazenamento das
sementes, que correspondem a temperatura e umidade (ROBERTS, 1973; OLIVEIRA
et al., 2000).

Segundo Rathi et al. (2000) a técnica mais adequada para o armazenamento das
sementes pode ser feita em cdmara seca com temperatura baixa e atmosfera controlada,
porém, algumas espécies apresentam exigéncias de armazenamento diferentes daquelas
que empregam baixa temperatura e umidade (SCALON et al., 2004).

Para algumas espécies como Dovyalis caffra o ambiente de armazenamento €
indiferente para a manutencdo da viabilidade do lote de sementes, sendo significativo
apenas o tempo em que a sementes permanecem armazenadas (OLIVEIRA et al., 2006).
Diferente das sementes de Dovyalis caffra e sementes de uvaia (Eugenia uvalha) que
apresentam maior porcentagem de germinacao e indice de velocidade de emergéncia de
plantulas ao serem armazenadas em geladeira (13°C) quando comparado com o
armazenamento em ambiente (30°C) (SCALON et al., 2004).

Além do ambiente e o tempo que as sementes sdo armazenadas, o teor de dgua
que elas se encontram também pode interferir na viabilidade do material durante o
armazenamento (ROSA, 2004). Sementes armazenadas com teores de dgua elevados
(acima de 15%) sofrem danos maiores durante o armazenamento do que aquelas que
passaram por uma secagem prévia (CARVALHO, 2005).

Segundo Villela & Perez (2004) sementes que toleram secagem até niveis entre
5% e 7% de 4gua podem ser armazenadas a baixas temperaturas, pois podem resistir a
condic¢des de adversidades durante o periodo de laténcia sendo que ao serem expostas a
condi¢des de temperatura e umidade adequadas retomam seu desenvolvimento e
completam o processo de germinagao.

Durante o armazenamento das sementes ocorrem alteracdes que resultam na
deterioracdo das sementes, como o esgotamento das reservas destinadas a fornecer

energia para o crescimento do embrido (VILLELA & PERES, 2004). Este fato foi
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observado por Veiga et al. (2007) em trabalhos com sementes de café (Coffea arabica
L.), que foi possivel observar maior atividade da enzima endo beta mananase durante o
armazenamento dessas sementes.

A enzima endo beta mananase esté relacionada com a degradacgado de reservas de
parede celular para o fornecimento de energia durante a germinacdo das sementes de
cafeeiro. Dessa forma, com a elevada atividade de enzimas relacionadas com a
mobilizacdo de substincias pode levar ao esgotamento das reservas das sementes e
conseqiiente perda do material vegetal (VEIGA et al., 2007, VERTUCI & ROOS,
1993).

Sabe-se que as sementes de espécies da familia Annonaceae apresentam
dificuldades para germinar devido a imaturidade do embrido. No entanto, Bernardes et
al. (2007) verificaram que o armazenamento das sementes de araticum (Annona
crassiflora Mart.) em sacos de papel, reduz significativamente a porcentagem de
germinacdo dessas sementes, sendo este pardmetro quase nulo apdés um ano de
armazenamento.

Segundo Machado & Parente (1986) as sementes de anondceas devem
permanecer em meio Umido apds a extragdo dos frutos, caso contrdrio a viabilidade das
sementes pode ser reduzida, influenciando na porcentagem final de germinacdo.

A taxa de atividade celular durante o armazenamento das sementes varia em
funcdo do teor de dgua, pois a energia livre da 4gua descreve a tendéncia para que uma
reacdo quimica ocorra em determinada temperatura (VERTUCI & ROOS, 1993).

Sementes que toleram a secagem, seja ela natural o artificial, podem ser
armazenadas por longos periodos sem maiores problemas de perda de viabilidade, no
entanto, aquelas que ndo suportam a retirada de dgua de suas células, requerem
alternativas de armazenamento para a manutenc¢do da viabilidade (HONG & ELLIS,
2003).

O tipo de embalagem escolhida para o armazenamento das sementes ¢ um dos
fatores que pode influenciar a viabilidade do material vegetal. As embalagens podem
ser abertas ou fechadas, permedveis, semipermedveis e impermeédveis (ROSA, 2004).

No caso do armazenamento de sementes sensiveis a dessecacdo é comum a
utilizacdo de embalagens que evitem as trocas gasosas entre as sementes € 0 meio em
que estas estdo armazenadas. Porém, mesmo com a redugdo das trocas gasosas, outros
problemas como o aumento da proliferagdo de microorganismos, podem surgir durante

o armazenamento do material (HONG & ELLIS, 2003).
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2.5. REPOUSO POS-COLHEITA DE FRUTOS

Uma forma de minimizar os efeitos da dorméncia embriondria em sementes € 0
repouso pos-colheita dos frutos. Neste procedimento os frutos sdo armazenados em
condi¢Oes adequadas que irdo permitir o término do desenvolvimento das sementes
garantindo maior qualidade fisioldgica (SILVA et al., 2009). Porém, se o tempo de
armazenamento pds-colheita for maior do que o necessdrio o processo de deterioracdo
leva a reducdo na qualidade fisiologica das sementes (BARBEDO et al.,, 1998;
VIDIGAL et al., 2006).

Dias (2001) e Silva et al. (2009) relatam que sementes mantidas nos frutos apds
a colheita podem ser favorecidas por um periodo de repouso, que permite a conclusdao
do processo de maturagdo. Neste caso, sementes imaturas presentes no fruto mesmo
desligado da planta mde completam seu desenvolvimento resultando em aumento do
potencial germinativo da espécie e superacao da dorméncia.

Segundo Aroucha (2004) sementes de mamao apresentam altos niveis de ABA
em relacdo aos niveis de giberelinas, quando recém formadas, sendo verificado que o
repouso poés-colheita desses frutos por 12 dias a 25°C favorece a germinacdo das
sementes dessa espécie.

Espécies de frutos carnosos, tém sido bons exemplos dos beneficios do repouso
pos-colheita quando se procura melhorar o rendimento das sementes, pois este processo
reduz os riscos no campo além de proporcionar superacdao da dorméncia como ocorre
nas sementes de mamao, que quando recém extraidas possuem germinagdo por volta de
45% (MARTINS et al., 2006) e apds armazenamento dos frutos a 25°C por 12 dias
aumentam o seu potencial germinativo (AROUCHA, et al., 2004).

O tempo e as condi¢cdes de permanéncia dos frutos no repouso pds-colheita
variam com a espécie (SILVA et al.,, 2009). Martins et al. (2006) verificaram que
armazenar sementes de mamao a 10°C aumentam a germinagdo dessa espécie de 45%
(germinagao inicial) para 86%, concluindo que a baixa temperatura pode ter contribuido
para a superacdo da dorméncia dessas sementes.

O efeito positivo do armazenamento dos frutos a baixa temperatura na
germinacdo das sementes que apresentam dorméncia pode estar relacionado com
modificagdes internas no balango entre promotores e inibidores da germinagdo
(CARVALHO & NAKAGAWA, 2000). As sementes mantidas no interior dos frutos

permanecem com umidade elevada e com a temperatura baixa, e neste caso o que pode
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ocorrer ¢ uma alteragdo no balanco hormonal das sementes com aumento de promotores
da germinacdo (CUQUEL, 1994).

O aumento na germinacdo das sementes mantidas em repouso pOds-colheita
também pode estar relacionado com o incremento na massa seca das mesmas. No
entanto, Vidigal et al. (2006) verificaram que sementes de tomate quando mantidas nos
frutos em repouso pos-colheita reduzem o contetido de matéria seca, sendo os maiores
valores encontrados para as sementes que ndo passaram pelo armazenamento.

Assim, vale ressaltar que apesar de permitir o término do desenvolvimento das
sementes, deve ser respeitado um tempo minimo de repouso pds-colheita dos frutos,
pois quanto maior o periodo de armazenamento dos frutos, menor serd a qualidade

fisiol6gica das sementes (BARBEDO et al., 1999; COSTA et al., 2000).



25

3 Capitulo 1

NIVEIS DE TOLERANCIA A DESSECACAO, REGULADORES VEGETEAIS E
ACUCARES SOLUVEIS EM SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLDTL.)
H. RAINER!

1 . . .
Artigo nas normas da Revista Seed Science Research
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NIVEIS DE TOLERANCIA A DESSECACAO, REGULADORES VEGETEAIS E
ACUCARES SOLUVEIS EM SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLDTL.)
H. RAINER*

Jaqueline Malagutti Corsatoz; Gisela Ferreira3; Claudio Jose Barbedo®

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar a tolerancia a dessecacio de sementes de
araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer), os agicares envolvidos
no processo e o efeito de GAs7+N-(fenilmetil)-aminopurina na germinacdo das
sementes submetidas aos niveis de secagem. O delineamento experimental foi
inteiramente casualizado em esquema fatorial 5x5 (niveis de secagem x concentracdes
dos reguladores). As sementes foram secas em estufa de circulacdo forcada de ar (50°C)
obtendo-se niveis de 4dgua de: 31% testemunha, 19%, 12% e 5%. Apds secagem, as
sementes foram embebidas em GA4.7+N-(fenilmetil)-aminopurina (0, 250, 500, 750 e
1000 mg L™) por 60 horas. O experimento foi mantido em cimara de germinagdo, com
temperatura alternada (20°C por 18 horas de escuro e 30°C por seis horas de claro). As
varidveis analisadas foram condutividade elétrica, porcentagem, tempo médio, indice de
velocidade, freqiiéncia e sincronizacdo da germinagdo, porcentagem de sementes
dormentes, andlise quantitativa dos aguicares soliveis e redutores totais e perfil dos
acucares por HPLC. Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Os resultados permitiram
concluir que as sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer toleram a secagem
até niveis de 12% de 4gua e que a sacarose € o principal actcar envolvido nesse
processo. Porém € necessdrio o uso de GA4.7+N-(fenilmetil)-aminopurina pra superagao
da dorméncia, sendo que quanto maior o nivel de secagem, maior a concentracdo do
regulador a ser empregada.

Palavras-chaves: Araticum-de-terra-fria, secagem, giberelinas, citocininas, sacarose.
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LEVELS OF TOLERANCE TO DESICCATION, PLANT GROWTH
REGULATORS AND SOLUBLE SUGARS IN Annona emarginata (SCHLDTL.)
H. RAINER SEEDS

Jaqueline Malagutti Corsatoz; Gisela Ferreira3; Claudio Jose Barbedo®

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the tolerance to desiccation of
“araticum-de-terra-fria” (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) seeds, the sugars
involved in this process, and the effect of GA 4,7 + N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-
amine on the germination of seeds subjected to different desiccation levels.
Experimental design was completely randomized, in 5x5 factorial arrangement
(desiccation levels x concentrations of plant growth regulators). Seeds were drought in a
forced aeration oven (50°C) and the following water levels were obtained: 31% control,
19%, 12%, and 5%. After desiccation, seeds were immersed in GA 47 + N-
(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine (0, 250, 500, 750, and 1000 mg L") for 60h. The
experiment was kept in a germination chamber, at alternate temperature (20°C for 18h
dark and 30°C for 6h light). The evaluated variables were electrical conductivity;
germination percentage, mean time, speed index, frequency and synchronization;
percentage of dormant seeds; quantitative analysis of total and reducing soluble sugars;
and sugar profile by using HPLC. The results were subjected to analysis of variance and
means were compared by Tukey’s test at 5% significance. Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer seeds tolerated desiccation until the level of 12% water, and sucrose
is the main sugar involved in this process. However, the use of GA 47 + N-
(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine is needed to break dormancy; the higher the
desiccation level, the higher the concentration of this regulator to be adopted.

Keywords: “Araticum-de-terra-fria”, desiccation, gibberellins, cytokinins, sucrose.
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1. INTRODUCAO

A espécie Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer, sinonimia da espécie
Rollinia sp. (Rainer, 2007), popularmente conhecida como araticum-de-terra-fria é
nativa do territério brasileiro e sua elevada importancia estd relacionada com sua
rusticidade, o que justifica seu uso em programas de melhoramento genético e como
porta-enxerto para espécies da familia Annonaceae. Quando utilizada como porta-
enxerto para atemoéia (Annona cherimola Mill. X Annona squamosa L.) e cheriméia
(Annona cherimola Mill.), proporciona maior compatibilidade entre enxerto e porta-
enxerto, vigor a copa e resisténcia a fungos, podridao de raizes e brocas que atacam o
colo das plantas (Kavati et al., 1997; Bonaventure, 1999; Tokunaga, 2000). Além disso,
a planta comporta-se bem em solos secos, tem resisténcia a solos umidos e adaptacdo
em locais situados a 950m acima do nivel do mar (Tokunaga, 2000).

De modo geral a familia Annonaceae apresenta sementes com dorméncia
embriondria, o que resulta em germinacdo lenta e desuniforme (Rizzini, 1973). Pawshe
et al. (1997) e Smet et al. (1999) sugerem ainda que a germinacdo € afetada pela
presenca de dcido abscisico no embrido, impermeabilidade e resisténcia do tegumento.

Assim, estes relatos sustentam os trabalhos com reguladores em anonéceas
(Ferreira et al., 2002; Stenzel et al., 2003). Porém quanto a impermeabilidade das
sementes, Costa (2009) e Ferreira et al., (2006) verificaram que sementes de araticum-
de-terra-fria e de atemdia respectivamente ndo apresentam impermeabilidade do
tegumento, embora a entrada de 4gua nas sementes seja lenta.

Além da dorméncia embriondria ha relatos de que anondceas como a Annona
crassiflora Mart., ndo permitem armazenamento por longos periodos, sendo necessério
que a semeadura seja realizada logo apds a extragdo dos frutos (Bernardes et al., 2007)
concentrando a producdo de mudas em um udnico periodo do ano. Por outro lado,
Carvalho et al. (2001) relatam que sementes de Annona glabra L. suportam reducdo no
teor de dgua e congelamento, com germinacdo elevada apds 365 dias de
armazenamento.

As sementes que toleram reducdo no conteido de dgua a partir da segunda
metade do periodo de acimulo de matéria seca e depois de maduras permitem
armazenamento por um longo periodo sdo consideradas como ortodoxas (tolerantes a
dessecacdo) e aquelas intolerantes a retirada de dgua sdo chamadas de recalcitrantes

(Roberts, 1973; Barbedo et al., 2002; Marcos Filho, 2005).



29

Para que uma semente possa tolerar a retirada de dgua durante a fase final de sua
maturagdo sdo necessdrios alguns pré-requisitos que irdo agir conjuntamente na
protecdo as proteinas, enzimas, membranas, redu¢cdo do movimento de moléculas no
interior das células, sistemas de protecdo ao ataque de radicais livres, reducdo das
atividades metabdlicas e reparo dessas mesmas atividades durante o processo de
embebicdo (Moore et al., 2009). Dessa forma € possivel afirmar que a aquisicdo da
tolerancia a dessecacdo corresponde a um complexo mecanismo que envolve um
sinergismo entre varias substancias, dentre elas os carboidratos (Walters, 2000).

Os carboidratos soltiveis sdo importantes componentes envolvidos na tolerancia
a dessecacgdo. Estes compostos apresentam caracteristica hidrofilica e durante a perda de
dgua pela semente agem como moléculas osmoprotetoras, substituindo a 4gua e
evitando que ocorram danos & membrana durante a embebicdo (Koster & Leopold,
1988; Pammenter & Berjak, 2000).

A sacarose € um dos principais carboidratos encontrados em sementes maduras e
pode atuar como substrato para reacdes metabdlicas ou ter efeito protetor sobre as
membranas celulares quando em elevadas concentragdes (Uemura & Steponkus, 2003).
Outros acucares relacionados a tolerancia a dessecacao sao a rafinose e a estaquiose, 0s
quais também podem ser acumulados em algumas sementes durante o desenvolvimento
e em resposta a dessecacao (Peterbauer & Richter, 2001).

Quanto ao araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer)
Tokunaga (2000) sugere que a semeadura seja feita logo apds a extragdo das sementes,
devido a baixa porcentagem de germinacdo observada apds armazenamento, porém tais
informacdes foram obtidas na prética e ndo a partir de metodologia cientifica.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar a tolerincia a dessecacdo de sementes
de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer), os acucares
envolvidos no processo e o efeito de GA4,7+N-(fenilmetil)-aminopurina na germinacgdo

das sementes submetidas aos niveis de secagem.

2. MATERIAL E METODOS

Os frutos de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria) foram
obtidos de 20 matrizes localizadas no Viveiro de Mudas da CATI (Coordenadoria de
Assisténcia Técnica Integral) no municipio de Sao Bento do Sapucai, SP e exsicatas da

espécie estdo depositadas no herbario BOTU da UNESP de Botucatu, SP.
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Apds a coleta, os frutos maduros (casca de coloracdo verde e sementes com
tegumento apresentando coloracdo marrom escuro) foram mantidos em sacos de
polietileno escuro a temperatura ambiente para que ocorresse o processo de fermentacao
e posteriormente foram despolpados manualmente com o auxilio de peneira e dgua
corrente. Para evitar contaminagdo, as sementes passaram por processo de assepsia com
solugdo fungicida (N-triclorometiltio-4-ciclohexano-1,2-dicarboximida - Captan®) a2%
por dez minutos e solucdo bactericida (cloridrato de oxitetraciclina - Terramicina®) a

2% por vinte minutos.

2.1. Analise Histoquimica
As sementes de araticum-de-terra-fria foram submetidas a andlise histoquimica
para determinacdo dos tipos de reserva. A metodologia utilizada para identificacdo de
amido foi o teste do Lugol (Johansen, 1940), proteina através da metodologia Azul de

Bromofenol (Mazia et al., 1953) e lipidio pelo teste de Sudan (Johansen, 1940).

2.2. Tolerancia a dessecacao

Ap6s beneficiamento dos frutos, lavagem das sementes em dgua corrente e leve
secagem do tegumento externo o teor de dgua foi determinado pelo método da estufa a
105°C + 3°C durante 24 horas, sendo os resultados expressos em porcentagem com base
no peso imido das sementes (Brasil, 2009).

As sementes recém extraidas passaram por processo de secagem em estufa de
circulacdo forcada de ar a 50°C durante os periodos de 4, 8, 12, 16, 20, 24, 32, 40 e 48
horas para caracterizacdo da curva de secagem da espécie e obtencdo dos diferentes
niveis de secagem 31% (testemunha), 19%, 12% e 5%.

Ap6s obtencdo dos niveis de secagem desejados as sementes foram colocadas
para embeber em solugdo contendo GA47+N-(fenilmetil)-aminopurina (GA447+CK) nas
concentracoes de 0 (testemunha), 250, 500, 750 e 1000 mg Lt por 60 horas sob aeracio
constante (Costa, 2009).

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes de 50 sementes por parcela, em esquema fatorial (4x5), sendo os 20
tratamentos constituidos pela combinacdo entre os niveis de secagem (31%, 19%, 12%
e 5%) e as concentragdes de GA47+CK (0, 250, 500, 750 e 1000 mg L'l). Apbs
embebicdo as sementes foram acondicionadas em rolos de papel ‘Germitest’

umedecidos com agua destilada na propor¢cdo de duas vezes € meia 0 seu peso seco
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(Brasil, 2009). O experimento foi mantido em camara de germinacdo, com temperatura
alternada de 20°C durante 18 horas de escuro e 30°C por seis horas de claro (Costa,
2009).

As avaliacdes foram constituidas de contagem didria do nimero de sementes
germinadas, sendo considerada como germinada aquela que apresentou pelo menos dois
milimetros de raiz primaria (Hadas, 1976). Apds o encerramento do experimento (40
dias), foram calculados porcentagem, tempo médio, indice de velocidade, freqiiéncia e
sincronizagdo da germinacdo (Laboriau, 1983; Laboriau & Agudo, 1987; Silva &
Nakagawa, 1995).

Ap6s 40 dias de contagem da germinacdo, realizou-se o teste do Tetrazolio seguindo
metodologia descrita pela RAS (Regra de Anélises de Sementes), a fim de determinar a
porcentagem de sementes dormentes (Brasil, 2009).

Outra varidvel analisada foi a condutividade elétrica, empregando-se o método de
massa, com delineamento experimental inteiramente casualizado com os tratamentos
constituidos pelos niveis de secagem (31%, 19%, 12% e 5%) cada um com quatro
repeticoes de 25 sementes por parcela, que foram pesadas, colocadas para embeber em
100 mL de 4dgua deionizada em copos plasticos de 200 mL, mantidos em camara de
germinagdo a 25°C por 24 horas (Brasil, 2009). A leitura foi realizada gradativamente
ap6s a retirada do material da incubadora com o auxilio de um condutivimetro de
bancada, agitando-se cuidadosamente cada recipiente com o intuito de uniformizar os
eletrdlitos lixiviados na solugdo (Vieira & Krzyzanowski, 1999 citado por Vieira &

Dutra, 2006).

2.3. Analise de acticares soliveis totais e redutores totais

Apds a obtencdo dos diferentes teores de dgua (31%, 19%, 12% e 5%) as
amostras para andlise de agucares, foram acondicionadas em sacos de polietileno,
envoltas por papel aluminio e congelado em nitrogénio liquido. Apds congelamento, as
amostras foram armazenadas em ultra-freezer (-80°C) até o momento da realiza¢do das
andlises.

Para a extracdo dos actcares soliveis totais, foram utilizadas 100 mg de
sementes de araticum-de-terra-fria, as amostras moidas foram extraidas por fervura em
dgua destilada resultando na fracdo de agucares soluveis totais sendo o volume ajustado
com 4gua destilada. A quantificacdo foi realizada através da andlise colorimétrica

utilizando-se o método fenol-sulfirico (Dubois et al., 1956).
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Os agucares redutores totais foram determinados pelo método de Somogy (1945)
e Nelson (1944). Para a extracdo foram utilizados 500 mg do material vegetal, o qual foi
extraido em 4gua destilada resultando na fracdo de acucares redutores totais. A
quantificacao foi realizada através de andlise calorimétrica utilizando o comprimento de
onda de 500nm.

Para a inativagdo e extracdo das amostras submetidas a separacdo de
carboidratos pelo método da cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC) foi
adicionado etanol a 70% em 100 mg de amostra e em seguida o material foi submetido
a extracdo por fervura tripla em etanol por 5 minutos (Durda et al., 2007).

Os extratos foram centrifugados a 3000 giros a 20°C por dez minutos € em
seguida filtrados. Da combinagdo dos trés extratos alcodlicos foi obtida a propor¢cdo
correspondente a fracdo de acucares soltveis. Os extratos foram submetidos a leitura em
HPLC para a determinacdo do perfil de carboidratos soldiveis, sendo possivel a

identificacdo de agucares como rafinose, sacarose, estaquiose, glicose, frutose e ciclitdis

(Garcia et al., 2006).

2.4. Analise estatistica
Os dados foram submetidos a andlise de variancia (Teste F) e as médias

comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade (Gomes, 1990; Mischan, 1996).

3. RESULTADOS

Os testes histoquimicos demonstraram que as sementes de araticum-de-terra-fria
armazenam nas c€lulas do endosperma lipideos e proteinas, sendo encontrados apenas
tracos de amido (figura 1).

O teor de 4dgua das sementes recém extraidas foi de 31%. Pode-se observar que a
perda de dgua foi progressiva durante a secagem, estabilizando-se apds 16 horas quando
foi atingido o teor de dgua de 5% (figura 2).

A reducdo no teor de dgua de 31% para 19% ndo afetou a germinacdo das
sementes, que variou de 57,5% a 57,5%, enquanto com a redu¢do do teor de dgua para
5% a germinacdo foi significativamente reduzida para 35%. Quando empregado
GA4+7+CK verificou-se que nas sementes com teores de dgua de 31% e 19% as maiores
porcentagens de germinacdo foram observadas quando empregou-se 250 mg L™ e 500
mg L™ dos reguladores obtendo-se 70,5% de germinagio para as sementes com 31% de

agua em ambas concentracdes € 61% e 68% de germinagcdo quando as sementes



33

apresentaram 19% de dgua em cada concentragdo respectivamente. Ao reduzir o teor de
agua das sementes para 12% a maior porcentagem de germinacdo (70%) passa a ser
para as sementes embebidas em 750 mg L' de GA4,7+CK (tabela 1).

As sementes de araticum-de-terra-fria secas a 5% de dgua além de apresentarem
germinacdo menor se comparada com os outros niveis de secagem, nao responderam as
concentracoes dos reguladores vegetais (tabela 1).

Além de aumentar a porcentagem de germinagcdo os reguladores vegetais
reduziram o tempo médio de germinacdo e incrementaram o indice de velocidade de
germinacdo das sementes com os diferentes teores de dgua antecipando a germinacdo
(tabela 1). Apesar de ter sido verificado que com 5% de dgua as sementes de araticum-
de-terra-fria apresentam menor tempo médio de germinacdo (22 dias) quando
comparado com os demais teores de dgua das sementes embebidas apenas em dgua, vale
ressaltar que este tratamento apresentou germinacao de apenas 35% (tabelas 1).

Os maiores valores para o indice de velocidade de germinacdo foram observados
com 31% de agua e 750 mg L dos reguladores, enquanto com 19% de agua os maiores
valores foram obtidos com 250 mg L' e 750 mg L. Com a redugio da dgua para 12%
verificou-se que o aumento na concentracdo dos reguladores resultou em aumento na
velocidade de germinacao, apesar de ndo ser reflexo do que ocorreu com a porcentagem
de germinagdo. Desta forma, como demonstrado até o momento, quanto menor o teor
de dgua maior a concentra¢do de reguladores necessdria para incrementar as varidveis
estudadas (tabela 1).

Pelos valores encontrados para a condutividade elétrica, foi observado que em
nenhum dos niveis de secagem a perda de material celular foi maior do que as sementes
sem dessecacdo (tabela 2). O que ocorreu foi redu¢do na quantidade de material
lixiviado quando o teor de dgua foi reduzido de 31% para 19% demonstrando efeito de
mecanismos de protecdo das sementes quanto a tolerancia a dessecag¢do, uma vez que a
germinagdo ndo foi afetada.

Os resultados para o indice de sincronizacdo (U) demonstram que a aplicacdo de
diferentes concentracdes dos reguladores vegetais ndo foi suficiente para sincronizar a
germinacdo (tabela 3), resultando em poligonos de freqii€éncia polimodais (figuras 3, 4,
5e6).

Porém, comparando-se os teores de dgua, verifica-se que embora ndo tenha
sincronizado a germinacdo, a reducdo nos teores de dgua deslocou a curva para a

esquerda, o que significa antecipag@o do inicio da germinagdo. Assim, quanto menor foi
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o teor de dgua das sementes, mais rapido foi o inicio da germinagdo das sementes sem a
aplicacdo de reguladores vegetais, com a porcentagem, tempo médio e indice de
velocidade de germinacdo, semelhantes entre os teores de dgua de 31%, 19% e 12%
(figuras 3a, 4a, 5a e 6a).

Com o uso de 500 mg L' de GA447+CK, além das sementes com teores de dgua
de 31% apresentarem elevada porcentagem e velocidade de germinacdo, deslocou a
curva da freqiiéncia de germinacgdo, que foi deslocada para a esquerda, demonstrando
antecipacdo da germinag¢do. Para as sementes com 19% de d&dgua, apesar das
concentracdes de 250 mg L' e 750 mg L aumentarem a germinacio, ela ocorreu de
modo polimodal.

Ao final do teste de germinagdo as sementes que ndo germinaram foram
submetidas ao teste de Tetrazdlio. Observou-se que as maiores porcentagens de
sementes dormentes (tabela 3) foram encontradas naquelas que apresentavam 12% de
dgua e embebidas em dgua destilada (11,5%) e aquelas com 5% de dgua, embebidas em
250 mg L' de GA4,7 +CK (18,5%).

Os resultados das andlises de agucares soliveis totais (figura 7) mostraram que
ndo h4 diferenca no conteido desses aguicares a medida que as sementes passaram pelo
processo de secagem. Porém, em anélise mais detalhada do perfil dos acticares soluveis
(figura 8), verifica-se que ha variacdo no conteudo dos diferentes acucares, 0 que em
média pode ter mascarado os resultados dos agucares soliveis totais (figura 7). Em
contrapartida a quantidade de acgucares redutores totais (figura 7) foi reduzida em
sementes com 5% de agua.

Os niveis de glicose estavam em torno de 61% quando as sementes
apresentavam 31% de dgua. O contetdo de glicose reduziu com a secagem até 5%. Ja os
niveis de sacarose quando as sementes estavam com o teor de dgua inicial (31%) era
baixo (11,58%), com a secagem houve concentracdo da sacarose, sendo encontrado
42% deste acticar para as sementes com 5% de dgua (figura 8).

O conteudo de frutose foi de 20% nas sementes com 31% de dgua e reduziu para
11,84%, 14,02% e 13,97% nas sementes com 19%, 12% e 5% de dgua respectivamente
(figura 8). Também foi identificado mioinositol (classe dos ciclitéis) em baixas
porcentagens (em torno de 5%) nas sementes.

Em todos os teores de dgua, a quantidade de rafinose e estaquiose foi pequena e

ndo estdo demonstradas no grafico (figura 8). Apesar de pequenas as concentracdes de
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rafinose, foram detectadas (0,04%) para as sementes com 31% de dgua e 0,02% e 0,03%

nas sementes com 19% e 12% de agua respectivamente.

4. DISCUSSAO

A estabilizacdo da perda de dgua nas sementes apds 16h de secagem ocorreu
devido as forgas intermoleculares que atuam por adsor¢@o entre as moléculas de dgua e
as macromoléculas, dificultando a eliminac¢do da dgua das sementes (Carvalho, 2005).

Além disso, o tipo de reserva das sementes estd diretamente relacionado com a
velocidade na perda de dgua, pois as sementes que possuem amido como reserva,
apresentam maior teor de dgua de equilibrio do que as ricas em lipideos, devido ao fato
dos carboidratos apresentarem mais afinidade higroscépica do que os lipideos.
Enquanto as sementes que apresentam proteinas como reserva apresentam maior teor de
dgua de equilibrio, pois estas correspondem a compostos mais higroscopicos que os
carboidratos e lipideos (Villela & Perez, 2004). Isto explica o comportamento das
sementes de araticum quanto a perda de dgua, uma vez que os testes histoquimicos do
tecido endospermdtico das sementes de araticum-de-terra-fria demonstraram que ha
grande quantidade de lipideos como reserva nessas sementes.

Cabe acrescentar que, pelo fato da segunda fase da secagem (apds 16h) ser mais
lenta se comparada com a primeira (das Oh até as 16h) o tegumento das sementes
permanece por um longo periodo desidratado e exposto aos elementos de secagem,
resultando em um brusco encolhimento dos tecidos dessa camada, a ponto de ficarem
totalmente compactos impedindo que a dgua saia da semente (Carvalho, 2005), o que
auxiliou na manuten¢do dos 5% de 4gua.

O teor de dgua das sementes recém extraidas dos frutos de araticum-de-terra-fria
(31%) situa-se na faixa de dgua classificada como tipo III e corresponde ao teor de dgua
com propriedades solventes e que se associa a sitios hidrofébicos das macromoléculas
além de permitir algumas atividades metabdlicas (Roberts & Ellis, 1989; Marcos Filho,
2005).

Deste modo, sementes que apresentam teores de dgua por volta de 30%, por
permitirem a ocorréncia de atividades metabdlicas, ndo sdo adequadas para o
armazenamento por longos periodos. Um dos problemas seria a rdpida deteriorizacdo do
material vegetal e a perda de viabilidade (Roberts & Ellis, 1989; Pamenter & Berjak,
2000). Neste contexto, o ideal é secar as sementes com a finalidade de manter a

viabilidade do lote por maior tempo durante o armazenamento (Carvalho, 2005).
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Quanto as sementes de araticum-de-terra-fria, Tokunaga (2000) relata que
devem ser semeadas assim que extraidas do fruto, pois se armazenadas elas perdem
rapidamente a viabilidade. Porém, neste experimento, foi possivel verificar que as
sementes de araticum-de-terra-fria toleram secagem até 12% de dgua e mesmo com a
reducdo da germinacdo para 35% quando com teor de dgua de 5% estas sementes
demonstraram algum nivel de tolerancia a dessecacdo (Walters, 2000). Assim, hd
possibilidade de retirar uma quantia considerdvel de dgua dessas sementes sem que O
potencial germinativo seja totalmente perdido.

Carvalho et al. (2001) mostraram que sementes de Annona glabra L. suportam o
dessecamento e congelamento, apresentando comportamento tipico de sementes
ortodoxas. Os autores verificaram 90% de germinacdo para as sementes independente
do teor de dgua que apresentavam, porém a germinacdo continuou lenta e desuniforme.

O fato das sementes de araticum terem tolerado a dessecacdo estd relacionado
com algum mecanismo de protecdo as membranas, uma vez que se sabe que a retirada
de dgua das células causa véarios danos devido ao metabolismo desordenado durante a
secagem o que pode minimizar ou inviabilizar a ocorréncia da germinag¢do (Pammenter
& Berjak, 2000; Walters, 2000; Berjak & Pammenter, 2007).

Uma das formas de verificar os danos celulares causados pela secagem € através
da condutividade elétrica, que consiste em medir os eletrolitos liberados pelas sementes
na dgua durante a embebi¢do, sendo os resultados diretamente proporcionais ao grau de
desorganizacdo das membranas (Costa & Carvalho, 2006). Assim, observa-se que a
secagem das sementes de araticum-de-terra-fria nido danificou significativamente o
sistema de membranas pois, segundo Montovineli (2001) valores elevados para a
condutividade elétrica significa que o processo de deterioracdo das sementes estd
avancado, diferindo dos resultados encontrados neste experimento.

Diversos estudos tém sido realizados para identificar mecanismos de protecdo as
membranas, que sdo complexos e envolvem sinergismo entre vdrias substancias, dentre
elas proteinas, complexos enzimdticos e carboidratos, que irdo garantir a sobrevivéncia
das sementes quando desidratadas (Walters, 2000; Berjak, 2006).

No caso das sementes de araticum-de-terra-fria, foi possivel verificar que a
secagem aumentou os niveis de sacarose nas sementes (figura 8). Dessa forma,
conforme proposto por Koster & Leopold (1988) e Delseny et al. (2001), a sacarose
pode ter atuado como molécula osmoprotetora, substituindo a dgua e evitando danos a

membrana durante a embebi¢do, uma vez que em nenhum dos niveis de secagem a
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quantidade de material lixiviado foi maior do que para as sementes sem dessecacao
(tabela 2).

Além disso, vale ressaltar que a sacarose é um dos agucares soliveis envolvidos
na tolerancia a dessecac@o e na formagdo do estado viscoso sendo capaz de atenuar a
atividade de espécies reativas do metabolismo do oxigénio e assim auxiliar na tolerancia
a dessecacdo (Pammenter & Berjak, 2000; Darosa, et al., 2005), conforme observado
nas sementes de araticum-de-terra-fria. Porém, embora a sacarose seja um acgucar
abundante em sementes tolerantes a dessecagdo e seu conteido aumente em resposta a
secagem dos tecidos (Iling et al., 2005) como ocorreu com as sementes de araticum-de-
terra-fria (figura 8), salienta-se que quando a reduc@o no teor de dgua nas sementes
atingiu 5%, a germinacgdo foi reduzida. Neste caso, como ndo foram observados danos a
membrana (tabela 2) a reduc@o da porcentagem de germinacdo pode estar relacionada
com outros fatores como o balan¢o hormonal e sensibilidade a elevada temperatura de
secagem.

As sementes de araticum-de-terra-fria quando embebidas apenas em 4gua
apresentaram baixa porcentagem de germinacao, acompanhada de elevado tempo médio
e baixo indice de velocidade de germinagdo. As anondceas de modo geral apresentam
problemas de germinacdo devido a presenca de embrido rudimentar e dorméncia
classificada como morfofisioldgica (Mello, 2006).

Os embrides de anondceas apesar de rudimentares, apresentam diferenciacao
entre o eixo embriondrio e cotilédones, no entanto o embrido ainda precisa terminar seu
desenvolvimento para que ocorra a germinagdo (Silva et al., 2007). Rizzini (1973) e
Silva et al. (2007) ressaltam que a germinacdo de espécies Annonaceae € lenta e
desuniforme, caracteristica também observada nas sementes de araticum-de-terra-fria,
pois ndo foi observada sincroniza¢io da germinacao ao longo do tempo.

A aplicagdo de reguladores vegetais ¢ uma maneira de minimizar o tempo
necessdrio para que ocorra a germinacdo de sementes que necessitam completar seu
desenvolvimento embrionario (Zaidan & Barbedo, 2004). Para a maioria dos teores de
agua, exceto quando as sementes de araticum-de-terra-fria estavam com 5% de 4gua, a
aplicagdo de reguladores vegetais foi satisfatéria no incremento da porcentagem de
germinacdo além de reduzir o tempo necessario para que ela ocorresse.

A giberelina € um promotor da germinacao que, quando em maior concentra¢iao
que os inibidores, a germinacdo ocorre (Taiz & Zeiger, 2009). Este hormonio apresenta

receptores nas células das sementes e desencadeia a expressdo de genes relacionados



38

com a sintese de hidrolases que irdo agir na degradacdo das reservas do endosperma.
Esta degradacdo das reservas libera compostos mais simples que podem ser utilizados
como fonte energética para o crescimento do embrido (Borghetti, 2004).

A citocinina também auxilia na supera¢do da dorméncia e induzir a germinacao
junto as giberelinas, através da regulacdo do ciclo celular, o qual corresponde ao
processo central de crescimento e desenvolvimento vegetal (Taiz & Zeiger, 2009).
Assim, a aplicagdo exdgena de giberelinas e citocininas nas sementes de araticum-de-
terra-fria permitiu que o desenvolvimento do embrido fosse completado com
conseqiiente incremento na germinacao.

Neste contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas ao longo do tempo com o uso
de reguladores vegetais com o propdsito de superar a dorméncia e melhorar a
germinagdo de espécies usadas para copa e porta-enxerto. Dentre os trabalhos relata-se
o de Campbell e Popenoe (1968) que obtiveram 77% de germinacao com uso de 350 mg
L' de GA3 em sementes de Annona diversifolia Saff. e o de Jubes et al. (1975) que
observaram 77,32 % de germinacao empregando-se 500 mg L"' de GAs em sementes de
Annona cherimola Mill. Outros trabalhos foram realizados com sementes de Annona
muricata (Pinto, 1976), de A. esquamosa L. (Pawshe et al. , 1997; Ferreira et al., 2002;
Stenzel et al., 2003), de A. reticulata (Valezuela & Osério, 1998), de A. cherimola Mill.
(Smet et al., 1999) e de A. crassiflora Mart. (Silva et al., 2007).

Dessa forma, verificou-se que para que ocorra a germinacdo € necessario um
balanco entre hormodnios promotores e inibidores, sendo necessdria a producdo de
giberelinas durante a embebi¢do ou adi¢do exdgena de promotores para que as sementes
germinem (Taiz & Zeiger, 2009), conforme observado com as sementes do género
Annona e com o araticum-de-terra-fria, havendo concentracdes adequadas para cada
espécie, que neste caso foi de 250 mg L de GA447 +CK. Porém, com a secagem das
sementes, o teor de ABA pode ter sido aumentado, uma vez que € produzido em
resposta a tolerincia a dessecagdo, regulado por vdrios genes que levam ao acimulo de
acucares soluveis, principalmente da sacarose nas células vegetais durante a perda de
agua (Wang et al., 2002).

Como nas sementes de araticum-de-terra-fria houve aumento nos niveis de
sacarose a medida que as sementes foram secas e, como o acido abscisico € um dos
responsaveis pelo acimulo desse agtcar em células mediante a perda de dgua (Leung &
Giraudat, 1998), pode-se correlacionar o aumento nos niveis de sacarose com um

aumento nos niveis desse hormonio durante a secagem dessas sementes. Assim, ao



39

secar as sementes, maior a concentragdo de ABA e de sacarose, no entanto, este
hormonio possui um efeito antagbnico a germinacao e com o aumento dos seus niveis a
germinagdo ndo ocorre (Taiz & Zeiger, 2009).

Assim, justifica-se a necessidade de maiores concentracdes de GA4.; +CK para
manter o balanco favordvel da germinacdo a medida que as sementes eram secas (tabela
1). Porém, quando as sementes atingiram 5% de dgua, as concentracdes de GA47 +CK
empregados ndo foram suficientes para promover a germinacao.

Um fator que justifica a baixa porcentagem de germinacdo das sementes quando
estavam com 5% de dgua € a sensibilidade a secagem a elevadas temperaturas (50°C),
pois segundo José (2006) a secagem artificial reduz significativamente a qualidade
fisiol6gica das sementes, principalmente quando estas sao colhidas com elevado teor de
dgua. Assim, como houve pouca variagdo entre 0os niveis de sacarose para as sementes
de araticum-de-terra-fria com 19%, 12% e 5% de agua, ndo convém correlacionar a
baixa porcentagem de germinacdo somente com aumento no conteido de ABA nestas
sementes, mas também com a sensibilidade a elevada temperatura de secagem.

Verifica-se, portanto que para as sementes de araticum-de-terra-fria a sacarose
foi o acicar mais relacionado com a tolerancia a dessecacdo, enquanto os teores de
frutose pouco se alteraram, independente da secagem; a porcentagem de glicose foi
reduzida quando a secagem foi de 19% e 12%, parecendo auxiliar a sacarose na fungdo
de osmoprotecdo; as porcentagens de ciclitéis também se mantiveram inalteradas e,
baixissimas concentracdes de rafinose e estaquiose foram identificadas para alguns
teores de dgua.

Observa-se ainda que, embora a estaquiose e a rafinose sejam indicativas de
tolerdncia a dessecacdo, uma vez que suas concentracdes aumentam no final da
maturacdo de sementes tolerantes a secagem (Pukacka & Wojkiewicz, 2002) e que a
rafinose atua em conjunto com a sacarose (José, 2006), as baixas concentragdes de
estaquiose e rafinose verificadas nas sementes de araticum-de-terra-fria secas a 19% e
12% nao reduziram a tolerancia a secagem e assim, ndo podem ser relacionadas com a
baixa germinagdo quando as sementes foram secas a 5%, uma vez que hd outros
mecanismos envolvidos como o balanco hormonal e a sensibilidade a temperatura de

secagem.
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5. CONCLUSAO

As sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer sdo tolerantes a
secagem até niveis de 12% de dgua e a sacarose € o acucar mais envolvido na tolerancia
a dessecacdo. A aplicagdo de GA47+CK ¢é adequada para superar a dorméncia dessa
espécie e quanto maior o nivel de secagem das sementes, maior a concentracdao

necessdria para a germinacao.
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Tabela 1: Germinagdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer) submetidas a niveis de secagem e concentragdes de

GA44+7 + N-(fenilmetil)-aminopurina.

Teores de Agua GA,,7 + N-(fenilmetil)-aminopurina (mg Lh Médias
(%) 0 250 500 750 1000
PG (%)
31 545aBC 70,5aA 70,5a A 67,5a AB 53,0aC 63,2a
19 55,5a AB 61,0aA 68,0a A 46,0b B 440aB 549b
12 57,5a AB 435bB 450bB 70,0 a A 55,0aB 542b
5 350b A 39,0b A 36,5b A 28,0c A 26,0b A 329¢
Médias 50,62 AB 53,50 A 55,00 A 52,87 A 44,50 B
C.V. (%) 13,93
TMG (dias)
31 2550aA 21,00aB 21,75aB 22,00aB 22,00 ab B 2245 a
19 2525aA 21,25aBC  19,75abC 20,75ab C 23,50 a AB 22,10 a
12 2425aA 20,25aB 19,50b B 19,75bB 20,00b B 20,75b
5 21,50bA  17,50bC 18,75bBC 20,00 ab AB 20,25b AB 19,60 ¢
Médias 24,12 A 20,00 C 19,93 C 20,62 BC 21,43 B
C.V. (%) 5,66
IVG
31 14aB 25,25b AB 27,25 ab AB 29,25a A 26,25 b Ab 24,5 ab
19 11,25aB  28,75b A 24 ab AB 29,75a A 13,75bc B 21,5b
12 19,5aBC 16,5bC 32,25aB 26,25 a BC 54,75a A 29,85 a
5 18,75aB 45,75a A 14,75b B 10bB 11,25¢ B 20,1 b
Médias 15,87 B 29,06 A 24,68 A 23,81 A 26,50 A
C.V. (%) 29,58

Meédias seguidas da mesma letra mindsculas na coluna e maitiscula na linha néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2: Condutividade elétrica C.E (uScmZ/ g) das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldlt.) H. Rainer), submetidas a niveis de secagem e

concentracoes de GA447 + N-(fenilmetil)-aminopurina.

Teor de Agua (%) C.E (uScm’/g)
31 0,083 ab
19 0,080 ¢
12 0,098 a
5 0,093 ab
C.V (%) 6,75

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Indice de Sincronizagao (U) e estimativa das sementes dormentes ao final do
teste de germinacdo (%) das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata
(Schltdl..) H. Rainer) submetidas a niveis de secagem e concentracdes de GA447 + N-

(fenilmetil)-aminopurina..

Teores de Agua GA4.7 + N-(fenilmetil)-aminopurina (mg L'l) Médias
(%) 0 250 500 750 1000
Sincronizagdo (U)
31 2,63aA 3,15aA 3,03aA 2,76 a A 2,77 a A 29a
19 292aA 307aA 3,12a A 2,78 a A 2,58aA 2,95a
12 2,73a A 2,84aA 297 a A 297aA 2,65aA 29a
5 234aA 2,73a A 2,74 a A 2,6laA 2,82aA 2,75 a
Médias 2,62 B 2,93 A 3,00 A 2,93 A 2,87 AB
C.V. (%) 10,53
Dormentes (%)*
31 2,00b A 3,00b A 1,00 a A 1,00 a A 3,00a A 2,00 ¢
19 1,50b A 2,00b A 1,00 a A 2,50a A 1,00 a A 1,90 bc
12 11,50 a A 450bB 400aB 2,50aB 1,00 aB 4,10 ab
5 3,00bB 18,50 a A 1,00a B 2,00aB 2,50aB 5,30 a
Médias 4,50 AB 7,00 A 1,50 C 2,00 BC 1,62 C
C.V. (%)

Meédias seguidas da mesma letra mindsculas na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

*Obs.: a porcentagem de sementes dormentes foi calculada em relacdo ao total de sementes que ndo
germinaram ao final do teste.

A B C

Figura 1: Testes histoquimicos no tecido endospermatico das sementes de (Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer): A: proteinas, B: lipidios, C: amido.
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Figura 2: Secagem das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata
(Schldt.) H. Rainer), submetidas a secagem a 50°C.
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Figura 3: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria

(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) com teor de dgua inicial (31%) e embebidas
em diferentes concentracdes de GA47 N-(fenilmetil)-aminopurina: a: 0 mg L'l, b: 250

mg L", ¢: 500 mg L', d: 750 mg L, e: 1000 mg L'
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Figura 4: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) com teor de dgua 19% e embebidas em
diferentes concentragdes de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina: A: 0 mg L‘l, B: 250 mg
L', C:500mg L', D: 750 mg L', E: 1000 mg L.
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Figura 5: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) com teor de dgua 12% e embebidas em
diferentes concentracdes de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina: A: 0 mg L‘l, B: 250 mg
L', C:500mg L', D: 750 mg L', E: 1000 mg L™
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Figura 6: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) com teor de dgua 5% e embebidas em
diferentes concentragdes de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina: A: 0 mg L‘l, B: 250 mg
L', C:500mg L', D: 750 mg L', E: 1000 mg L.
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Figura 7: Contetido de acticares soldveis totais (A) e acticares soldveis redutores totais
(B), das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer)
submetidas a niveis de secagem (50°C).
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Figura 8: Perfil dos acucares soliveis (%) das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) submetidas a niveis de secagem (50°C).
Desvio padrao comparando cada acticar nos diferentes niveis de secagem.
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REPOUSO POS-COLHEITA DE FRUTOS E ARMAZENAMENTO DE
SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER

Jaqueline Malagutti Corsato7; Gisela Ferreiras; Claudio Jose Barbedo’

RESUMO: O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento fisiolégico das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer armazenadas no fruto (repouso
pos-colheita) e armazenadas apds extracdo dos frutos. Foram realizados dois
experimentos: no primeiro o delineamento experimental foi inteiramente casualizado
em esquema fatorial 5x2 (épocas de armazenamento do fruto x tipo de embebicdo das
sementes). Os frutos maduros foram armazenados a 5°C pelo periodo de 0, 7, 14, 21 e
28 dias. Ap6s armazenamento os frutos foram despolpados manualmente e as sementes
colocadas para embeber em agua destilada e em solucdo de GA4; N-(fenilmetil)-
aminopurina na concentracio de 800 mg L™ por 60 horas. No segundo experimento, o
delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial 3x5x2 +
testemunha (temperatura de armazenamento x tempo de armazenamento X tipo de
embebicdo). As sementes foram armazenadas em sacos de papel tipo Kraft, envoltas por
um saco de polietileno e acondicionadas em B.O.D. nas temperaturas de 5°C, 15°C e
25°C, onde permaneceram armazenadas por 30, 60, 90, 120 e 150 dias sendo o tempo O
a testemunha. Apds armazenamento as sementes foram colocadas para embeber em
agua destilada e em solucdo de GA447 N-(fenilmetil)-aminopurina na concentragdo de
800 mg L' por 60 horas. As varidveis analisadas foram condutividade elétrica,
porcentagem, tempo médio, indice de velocidade, freqiiéncia e sincronizacdo da
germinagdo, porcentagem de plantulas normais, comprimento médio de raiz e da parte
aérea e andlise quantitativa dos actuicares soliveis e redutores totais. Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As maiores porcentagens e menores tempos médios de germinacao foram
observados para as sementes que permaneceram por sete € 21 dias nos frutos e foram
embebidas em reguladores vegetais. Os maiores conteudos de agucares soluveis totais
foram para as sementes que permaneceram por 14 e 21 dias nos frutos. O
armazenamento com teor de dgua inicial reduz a viabilidade das sementes a partir de 60
dias, sendo maior a deterioracdo e o conteido de agucares redutores totais; menor a
quantia de aguicares soliveis totais quando efetuado o armazenamento a 25°C. Conclui-
se que o repouso pds-colheita do fruto auxilia na germinacdo das sementes de araticum-
de-terra-fria e as sementes recém-extraidas dos frutos (teor de dgua de 30%) devem ser
armazenadas a baixas temperaturas (5°C e 15°C) por no maximo 90 dias.

Palavras-chave: araticum-de-terra-fria; giberelinas, citocininas, agtcares soluveis totais

7 Aluna do Programa de P6s-Graduagdo em Ciéncias Bioldgicas (Botanica) do Instituto de Biociéncias da
UNESP de Botucatu, SP. Email: jaque_corsato @hotmail.com

8 Prof® Dr? do Instituto de Biociéncias da UNESP de Botucatu, SP.
® Prof. Dr. Instituto de Botinica de Sdo Paulo, Sao Paulo, SP.

*Parte Integrante da Dissertacdo do Primeiro Autor.
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POSTHARVEST RESTING PERIOD OF FRUITS AND STORAGE OF SEEDS
IN Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER

Jaqueline Malagutti Corsato’; Gisela Ferreira®; Claudio Jose Barbedo’

ABSTRACT: The aim of this study was to evaluate the physiological behavior of
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer seeds stored in the fruit (postharvest resting
period) and stored after fruit extraction. Two experiments were carried out: in the first
one, experimental design was completely randomized in 5x2 factorial arrangement (fruit
storage periods x seed imbibition types). Mature fruits were stored at 5°C for 0, 7, 14,
21 and 28 days. Then, the fruits were manually pulped and seeds were allowed to
imbibe in distilled water and in GA4,7 + N-(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine solution
at the concentration of 800 mg L' for 60h. In the second assay, experimental design
was completely randomized in 3x5x2 factorial arrangement (storage conditions X
storage periods x imbibition types) + control. The seeds, involved with polyethylene
bags, were placed inside Kraft-type paper bags and stored in a B.O.D. chamber at 5°C,
15°C and 25°C for 30, 60, 90, 120 and 150 days; time 0 was adopted as control.
Following storage, seeds were allowed to imbibe in distilled water and in GA447 + N-
(phenylmethyl)-1H-purine-6-amine solution at the concentration of 800 mg L™ for 60h.
The analyzed variables were electrical conductivity; germination percentage, mean
time, speed index, frequency and synchronization; percentage of normal seedlings; root
and shoot mean length; and quantitative analysis of total and reducing soluble sugars.
The results were subjected to analysis of variance and means were compared by
Tukey’s test at 5% significance. The highest percentages and the shortest mean times of
germination were obtained for seeds stored during seven and 21 days in the fruits and
imbibed in plant growth regulators. The highest levels of total soluble sugars were
found for seeds stored for 14 and 21 days in the fruits. Storage with initial water level
decreases seed viability from 60 days, increasing deterioration and total reducing sugar
level; total soluble sugars decreased when stored at 25°C. Thus, fruit postharvest resting
period helps breaking dormancy in “araticum-de-terra-fria” seeds; in addition, seeds
presenting initial water level should be stored at low temperatures (5°C and 15°C) for a
maximum period of 90 days.

Keywords: “Araticum-de-terra-fria”, gibberellins, cytokinins, soluble sugars.



56

1. INTRODUCAO

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, sinonimia da espécie
Rollinia sp., € popularmente conhecida como araticum de terra fria, nativa do territdrio
brasileiro e tem sido encontrada desde o estado do Rio Grande do Sul até Minas Gerais
(Tokunaga, 2000; Rainer, 2007).

A importancia desta espécie estd relacionada com sua rusticidade o que justifica
seu uso em programas de melhoramento genético e como porta-enxerto para Anondceas,
pois quando utilizada como porta-enxerto para atemoéia (Annona cherimola Mill. X
Annona squamosa L.) e cheriméia (Annona cherimola Mill.), proporciona maior
compatibilidade, vigor a copa, resisténcia a fungos (Phytophthora nicotianeae, Pythium
sp., Rhizoctonia solani), podridao de raizes e brocas (Cratosomus bombina) que atacam
o colo das plantas e tolerancia tanto a solos alagados como secos (Kavati et al., 1997;
Bonaventure, 1999; Tokunaga, 2000).

Apesar das espécies utilizadas como porta-enxerto serem propagadas por
sementes € importante ressaltar que as espécies da familia Annonaceae apresentam
dorméncia, o que resulta em germinacgdo lenta e desuniforme (Rizzini, 1973). Pawshe et
al. (1997) e Smet et al. (1999) sugerem ainda que a germinagao € afetada pela presenca
de 4cido abscisico no embrido, impermeabilidade e resisténcia do tegumento a entrada
de agua. Porém Melo et al. (2007) verificaram que a dorméncia das sementes de
Anoniceas € devido a presenca de um embrido rudimentar.

Uma forma de minimizar os efeitos da dorméncia embriondria é o repouso pos-
colheita dos frutos. Neste procedimento os frutos sdo armazenados em condi¢des
adequadas que irdo permitir o término do desenvolvimento das sementes garantindo
maior qualidade fisiologica (Silva et al., 2009). Porém se o tempo de armazenamento
p6s-colheita for maior do que o necessdrio o processo de deterioracdo leva a reducio na
qualidade fisioldgica das sementes (Vidigal et al., 2006).

Outra forma de manter a qualidade das sementes entre o beneficiamento dos
frutos até a semeadura pode ser através do emprego de técnicas adequadas para o
armazenamento, as quais procuram controlar a temperatura e umidade, principais
fatores que afetam o armazenamento das sementes (Roberts, 1973; Oliveira et al.,
2006).

Além do ambiente e o tempo em que as sementes sdo armazenadas, o teor de
agua que elas se encontram também pode interferir na viabilidade do material durante o

armazenamento, tanto para sementes com comportamento ortodoxo quanto as
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recalcitrantes (Rosa, 2005). Sementes armazenadas com teores de dgua elevados (acima
de 15%) sofrem danos maiores durante o armazenamento do que aquelas que passaram
por secagem prévia (Carvalho, 2005).

Durante o armazenamento das sementes ocorrem alteracdes que resultam na
deterioracao das sementes, como o esgotamento das reservas que fornecem energia para
o crescimento do embrido (Villela & Peres, 2004). Este fato foi observado por Veiga et
al. (2007) em trabalhos com sementes de café (Coffea arabica L.), onde foi possivel
observar maior atividade da enzima endo-betamananase durante o armazenamento
dessas sementes.

Em relacdo as sementes da familia Annonaceae, Bernardes et al. (2007)
verificaram que o armazenamento das sementes de araticum (Annona crassiflora Mart.)
em sacos de papel, reduz significativamente a porcentagem de germinacdo dessas
sementes, sendo este pardmetro nulo apés 365 dias de armazenamento. Segundo
Machado & Parente (1986) as sementes de anondceas devem permanecer em meio
umido apds a extracdo dos frutos, caso contrdrio a viabilidade das sementes pode ser
reduzida, influenciando na porcentagem final de germinacao.

O objetivo do trabalho foi avaliar o comportamento fisiolégico das sementes de
Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer armazenadas no fruto (repouso pds-colheita) e

armazenadas ap0s extracdo dos frutos.

2. MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Fisiologia da Germinacdo de
Sementes do Departamento de Botanica, do Instituto de Biociéncia (IB) da
Universidade Estadual Paulista “Jdlio de Mesquita Filho” (UNESP), Campus Botucatu-
SP.

Os frutos de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer (araticum-de-terra fria)
foram coletados em fevereiro de 2009 e divididos em dois lotes, que correspondem a
dois experimentos distintos, 0s quais estao descritos a seguir.

Ap06s beneficiamento dos frutos, foi determinado o teor de 4gua das sementes de
araticum-de-terra-fria pelo método da estufa a 105°C + 3°C durante 24 horas, sendo os
resultados expressos em porcentagem com base no peso umido das sementes (Brasil,

2009).
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2.1. Experimento I: Repouso P6s-Colheita dos Frutos de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado, em esquema fatorial
5x2 (épocas de armazenamento do fruto x tipos de embebic¢io das sementes) totalizando
20 tratamentos com quatro repeti¢coes de 25 sementes por parcela.

Os frutos maduros, os quais apresentavam casca verde € as sementes com
coloragdo marrom escura foram armazenados a 5°C pelo periodo de 0, 7, 14, 21 e 28
dias. Apés o armazenamento os frutos foram despolpados manualmente e as sementes
foram tratadas em solucdo fungicida contendo N-triclorometiltio-4-ciclohexano-1,2-
dicarboximida (Captan®) a 2% por dez minutos e solucdo bactericida de cloridrato de
oxitetraciclina (Terramicina®) a 2% por vinte minutos, sendo posteriormente colocadas
para embeber em 4gua destilada e em solucdo de GA4.; N-(fenilmetil)-aminopurina na
concentracdo de 800 mg L' por 60 horas (Costa, 2009).

As sementes foram acondicionadas em rolos de papel ‘Germiteste’ umedecidos
com 4gua destilada na propor¢ao de duas vezes e meia o seu peso seco (Brasil, 2009). O
experimento foi mantido em camara de germinagdo, com temperatura alternada de 20°C

durante 18 horas de escuro e 30°C por seis horas de claro.

2.2. Experimento II: Armazenamento de Sementes de Annona emarginata (Schitdl.)

H. Rainer

Ap6s a coleta, os frutos foram fermentados e despolpados manualmente com o
auxilio de peneira e dgua corrente. Para evitar contaminacio realizou-se assepsia das
sementes com imersdo em solucdo fungicida contendo N-triclorometiltio-4-
ciclohexano-1,2-dicarboximida (Captan®) a 2% por dez minutos e solugdo bactericida
de cloridrato de oxitetraciclina (Terramicina®) a 2% por vinte minutos.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial
3x5x2 + testemunha (temperaturas de armazenamento x tempos de armazenamento X
tipos de embebigdo), totalizando 31 tratamentos com quatro repeti¢des de 25 sementes
por parcela.

As sementes foram separadas manualmente e armazenadas em sacos de papel do
tipo Kraft, envoltas por um saco de polietileno e acondicionadas nas temperaturas de
5°C, 15°C e 25°C. As sementes permaneceram armazenadas nestas temperaturas por 30,

60, 90, 120 e 150 dias sendo o tempo O considerado como testemunha. Apds o periodo
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de armazenamento as sementes foram colocadas para embeber em dgua destilada e em
solugio de GAg4,; N-(fenilmetil)-aminopurina na concentracio de 800 mg L' por 60
horas (Costa, 2009).

As sementes foram acondicionadas em rolos de papel ‘Germiteste’ umedecidos
com 4gua destilada na propor¢do de duas vezes e meia o seu peso seco (Brasil, 2009). O
experimento foi mantido em camara de germinagdo, com temperatura alternada de 20°C
durante 18 horas de escuro e 30°C por seis horas de claro (Costa, 2009).

Nos dois experimentos realizou-se contagem didria do nimero de sementes
germinadas até 60 dias apds a semeadura, sendo considerada como germinada as
sementes que apresentaram pelo menos dois milimetros de raiz primaria (Hadas, 1976).
Com os dados foram calculados: porcentagem, indice de velocidade (IVG), freqiiéncia e
sincronizagdo (U) da germinagdo, porcentagem de plantulas normais, comprimento
médio de raiz e de parte aérea (Brasil, 2009; Laboriau, 1983; Laboriau & Agudo, 1987;
Silva & Nakagawa, 1995). Foi considerada como plantula normal aquela que apresentou
estruturas de plantulas intactas.

As Equacdes utilizadas foram:

U= -2N= f; logof;

IVG = (CIl/T1-A + C2/T2-A.... +Ci/Ti-A) X 100/N X 100/P
Onde:

C1 até Ci = contagem didria da germinagao

T1 até Ti = tempo da primeira germinagao

P = porcentagem de germinacao potencial,

A = periodo que antecede a germinagdo

N = numero de sementes em teste

Outra varidvel analisada foi a condutividade elétrica, realizada pelo método de
massa, com quatro repeticdes de 25 sementes por parcela, pesadas, colocadas para
embeber em 100 mL de 4gua deionizada em copos plasticos de 200 mL, mantidos a
25°C por 24 horas por 24 horas (Brasil, 2009). A leitura foi realizada gradativamente
ap6s a retirada do material da incubadora com o auxilio de um condutivimetro de

bancada, agitando-se cuidadosamente cada recipiente com o intuito de uniformizar os
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eletrélitos lixiviados na solucdo e os resultados foram expressos em uScm?/g (Vieira &
Krzyzanowski, 1999 citado por Vieira & Dutra, 2006).

Para a andlise dos agucares soliveis totais e redutores totais, foram utilizadas
quatro repeticdes de 25 sementes por parcela. As sementes foram trituradas com auxilio
de um moinho, posteriormente congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em
ultra freezer a -80°C até o momento da preparagdo do extrato.

Para a extragdo dos agucares soluveis totais, foram utilizadas 100 mg de massa
fresca das sementes de araticum-de-terra-fria, as amostras foram extraidas em 4gua
destilada resultando na fracdo de acticares soldveis totais sendo o volume ajustado para
100 mL com 4gua destilada. A quantificacdo foi realizada através da andlise
calorimétrica utilizando-se o método fenol-sulftirico (Dubois et al., 1956).

Os agucares redutores totais foram determinados pelo método de Somogy (1945)
e Nelson (1944). Para a extracdo foram utilizadas 500 mg de massa fresca de sementes
de araticum-de-terra-fria, a extracao foi realizada em agua destilada resultando na fragcdo
de acucares redutores totais. A quantificacdo foi realizada através de andlise
colorimétrica utilizando o comprimento de onda de 500nm.

Todos os dados foram submetidos a analise de varidncia (Teste F) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade e teste de Dunnett a 5% de
probabilidade quando necessario (Gomes, 1990; Mischan & Pinho, 1996).

3. RESULTADOS

3.1. Experimento I: Repouso Pés-Colheita dos Frutos de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer

Sem a aplicacdo dos reguladores vegetais, a germinacdo das sementes oriundas
dos frutos com repouso por sete, 14 e 21 dias ndo diferiu das sementes retiradas dos
frutos recém colhidos e somente com 28 dias de armazenamento foi observada redugdo
significativa da porcentagem de germinacdo em relacdo aos demais tempos de
armazenamento (tabela 1).

Com o uso dos reguladores, ocorreu aumento na porcentagem de germinacao das
sementes quando os frutos foram armazenados por sete e 14 dias, diferindo das
sementes provenientes dos frutos recém colhidos e dos armazenados por 21 e 28 dias.
No entanto somente aos 14 dias de armazenamento que o uso dos reguladores vegetais
aumentou a germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria em comparagdo com as

sementes sem tratamento (tabela 1). Quanto maior o tempo de repouso pds-colheita dos
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frutos de araticum de terra fria (7-28 dias) maior foram os valores para a condutividade
elétrica (tabela 2).

A aplicagdo dos reguladores vegetais reduziu o tempo médio necessdrio para que
a germinagdo ocorresse, apods sete, 14, 21 e 28 dias de repouso pds-colheita dos frutos
(Tabela 1). As sementes sem a aplicacdo dos reguladores e sem armazenamento
germinaram mais rdpido em relacio aquelas que passaram pelos tempos de
armazenamento, porém a porcentagem de germinacgdo foi baixa, ndo diferindo daquelas
com reguladores. Com o armazenamento por sete, 14 e 21 a germinagdo foi maior,
porém demorou mais para germinar. Apds 28 dias de repouso pds-colheita o tempo
médio de germinacdo sem reguladores comeca a reduzir, mas a germinacdo também
diminui.

As sementes que foram embebidas em reguladores vegetais apresentaram menor
tempo médio de germinacdo em todos os tempos de armazenamento do fruto quando
comparadas as sem reguladores, exceto aquelas sem armazenamento onde a germinacdo
das sementes embebidas em dgua foi igual aquelas embebidas em reguladores vegetais.

No entanto, mesmo com a redu¢do do tempo médio de germinacdo a aplicacdo
de reguladores vegetais e o repouso pds-colheita dos frutos ndo foram suficientes para
aumentar o indice de velocidade de germinacao (IVG), pois ndo houve interacio entre o
tempo de repouso pds-colheita do fruto e o tipo de embebi¢cdo que as sementes foram
submetidas, observando-se que em média as sementes que permaneceram por 21 dias no
interior dos frutos armazenados a 5°C apresentou o maior indice de velocidade de
germinagdo (12,82), o maior se comparado com os tempos zero e 28 dias de
armazenamento dos frutos (tabela 1).

Além disso, os tratamentos ndo foram suficientes para sincronizar a germinagao
das sementes de Annona emarginata. Conforme se observa na figura 1, a germinagao
foi distribuida ao longo do tempo, com graficos de freqiiéncia de germinacgdo
representando poligonos polimodais.

A porcentagem de plantulas normais (tabela 3) foi maior, em média, apds sete e
14 dias de repouso pos-colheita, porém apenas as sementes provenientes dos frutos que
permaneceram por 14 dias em repouso pés-colheita e foram embebidas em 800 mg L™
GA4+7 N-(fenilmetil)-aminopurina apresentaram maior porcentagem de plantulas
normais (69%) em comparacao com as sementes embebidas em dgua destilada.

O comprimento médio de raiz das plantulas normais para os tempos zero, 21 e

28 dias de repouso pos-colheita foi menor quando as sementes foram embebidas em 800



62

mg L' de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina. J4 para o comprimento médio da parte
aérea, ndo houve diferenca entre as sementes embebidas em dgua destilada ou em
reguladores vegetais. Porém, as sementes embebidas em reguladores vegetais
apresentaram maior comprimento médio da parte aérea com sete dias de repouso pds-
colheita dos frutos (tabela 3).

Os resultados da andlise de acticares soluveis totais (figura 2A) demonstraram
que, o maior acimulo desses aglcares ocorreu nhas sementes que permaneceram
armazenadas no fruto por 14 e 21 dias. Quanto ao conteido de agucares redutores
(figura 2B), ndo foi observado alteracdao na quantidade desses compostos nas sementes

de Annona emarginata ap6s o repouso pds-colheita dos frutos.

3.2. Experimento II: Armazenamento das Sementes de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer

O teor de dgua inicial das sementes de araticum de terra fria era de 30% de 4gua,
permanecendo estavel ao longo do armazenamento.

O armazenamento das sementes dentro do fruto permite que o embrido termine o
seu desenvolvimento, além de alterar o balangco entre promotores e inibidores
favorecendo a germinagdo. Porém, a retirada das sementes dos frutos recém colhidos e
posterior armazenamento reduz a viabilidade das sementes de araticum-de-terra-fria a
partir de 60 dias, ou seja, € possivel armazenar essas sementes por 60 dias a 5°C sem ter
que aplicar reguladores vegetais ou a 15°C, sendo necessdria a aplicacdo dos
reguladores vegetais para promover a germinacao (tabela 4).

No tempo médio de germinacdo as diferencas foram apenas para as sementes
armazenadas a 25°C por 120 dias e embebidas em 800 mg L' de GA 47 +
N(fenilmetil)-aminopurina, sendo este o menor tempo médio de germinagdo, mas
também a menor porcentagem de germinacdo do experimento, desconsiderando-se as
sementes que ndo germinaram (tabela 4).

O indice de velocidade das sementes armazenadas a 5°C por 30 dias e
embebidas em reguladores vegetais foi maior do que a testemunha. Nao houve diferenca
para a porcentagem de plantulas normais entre a testemunha e os demais tratamentos
enquanto para o comprimento médio de raiz na maioria dos tratamentos o comprimento
médio de raiz foi menor que o da testemunha exceto para as sementes armazenadas por
60 dias a 15°C e 25°C embebidas em dgua, 25°C por 30 dias e embebidas em 4gua;

sementes armazenadas a 25°C por 90 dias e embebidas em dgua (tabela 4).
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A andlise do fatorial condi¢do de armazenamento x tempo de armazenamento
mostrou que a porcentagem de germinacdo das sementes de araticum de terra fria é
reduzida quanto maior for o tempo de armazenamento dessas sementes, independente da
temperatura em que foram armazenadas, sendo as redugdes para esta varidvel,
observadas a partir de 90 dias com 5°C e 25°C e a partir de 120 dias de armazenamento
para as sementes armazenadas a 15°C (tabela 5).

Analisando-se a temperatura em que as sementes foram armazenadas, pode-se
observar que em todos os tempos as menores porcentagens de germinagdo foram
encontradas para as sementes armazenadas a 25°C. Aos 150 dias de armazenamento
apesar de todas as temperaturas apresentarem baixas porcentagens de germinagdo, as
sementes armazenadas a 25°C perderam completamente a capacidade de germinacdo
(tabela 5).

O tempo médio de germinacdo foi reduzido na temperatura de 25°C quando as
sementes foram armazenadas por 120 e nulo ap6s 150 dias, porém apesar da reducao no
tempo médio de germinacdo vale ressaltar que as germinacdes nesses tratamentos foram
baixas ou nulas, 4% e 0% respectivamente (tabela 5).

A tabela 5 mostra que o indice de velocidade de germinacdo (IVG) das sementes
de araticum de terra fria armazenadas a 5°C e 15°C foi reduzido significativamente apOs
90 dias de armazenamento enquanto que nas sementes armazenadas a 25°C estes
indices mantém-se baixo desde o inicio do armazenamento.

Apesar da reducdo na porcentagem e no indice de velocidade de germinacao
apOs as sementes permanecerem armazenadas, ao final do experimento houve reducio
na porcentagem de plantulas normais apenas para as sementes que permaneceram
armazenadas por 120 dias a 25°C. J4 o comprimento médio de raiz dessas plantulas
reduziu quando as sementes passaram pelo armazenamento de 120 e 150 dias a 15°C,
apresentando 0,75 cm e 0,87 cm respectivamente (tabela 5).

O comprimento médio da parte aérea mostrou que apds 120 dias de
armazenamento as plantulas normais provenientes de sementes armazenadas a 15°C e
25°C apresentaram os menores valores para esta varidvel, 3,12 cm e 0,25cm
respectivamente (tabela 5). Além disso, para 0s mesmos tempos de armazenamento 0s
menores valores foram encontrados nas sementes armazenadas a 25°C (3,12 cm e 0,25
cm).

A interacdo entre o tempo de armazenamento X tipo de embebi¢do das sementes

(tabela 7) demonstrou que a germinacao das sementes embebidas em dgua destilada foi
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reduzida apdés 120 dias de armazenamento e das sementes embebidas em GA4y7 +
N(fenilmetil)-aminopurina a reducio ocorreu apds 90 dias de armazenamento.

Para o tempo médio de germinacdo a aplicacdo de reguladores vegetais nao
proporcionou diferencas significativas, exceto aos 90 dias de armazenamento, sendo os
menores valores encontrados para as sementes embebidas em 4gua e em reguladores
vegetais apOs 150 dias de armazenamento, porém a porcentagem de germinacdo para
estes tratamentos foi menor se comparada com os demais (tabela 7).

Apenas para as sementes armazenadas por 30 dias a germinacdo e o indice de
velocidade com aplicacdo de 800 mg L' de GA 4,7 + N(fenilmetil)-aminopurina foram
maiores, quando comparados com as sementes embebidas em dgua destilada, ndo
havendo diferengas entre sementes tratadas ou nao com os reguladores vegetais em cada
um dos periodos de armazenamento. Porém verificou-se que sem a aplicacdo dos
reguladores ndo ha diferenca entre os tempos de armazenamento e o indice de
velocidade de germinagdo enquanto que as sementes tratadas com reguladores a redugdo
na velocidade de germinacdo a medida que aumenta o tempo de armazenamento (tabela
7).

A porcentagem de plantulas normais das sementes germinadas apds 30, 60 e 90
dias de armazenamento foi maior para as sementes embebidas em dgua destilada, porém
ap6s 120 e 150 dias ndo se observa diferencas. Para as sementes embebidas em GA 4.7
+ N(fenilmetil)-aminopurina nao houve alteragdes na porcentagem de plantulas normais
ao longo do periodo de armazenamento, enquanto com reguladores vegetais o aumento
no tempo de armazenamento das sementes reduz a porcentagem de plantulas normais
(tabela 7).

O comprimento médio de raiz apds 30, 60 e 90 dias de armazenamento foi
menor para as sementes embebidas em GA 4.7 + N(fenilmetil)-aminopurina. Para as
sementes embebidas em dgua houve reducdo significativa no comprimento médio de
raiz ap6s 120 e 150 dias de armazenamento. O maior comprimento médio da parte aérea
para as sementes embebidas em 4gua destilada foi apés 90 dias de armazenamento e
reducdo aos 120 e 150 dias. As sementes embebidas em reguladores vegetais nao
apresentaram diferenca significativa entre os tempos de armazenamento (tabela 7).

Quanto a andlise da interac@o entre a condi¢do de armazenamento e o tipo de
embebicdo das sementes (tabela 8), observa-se que a germinagdo e o indice de
velocidade de germinagdo das sementes armazenadas a 25°C € menor independente se

estas foram embebidas em dgua destilada ou nos reguladores vegetais.
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Os maiores indices de velocidade de germinacdo foram observados para as
sementes armazenadas a 5°C e a aplicacdo de reguladores vegetais ndo auxilia o
aumento dessa varidvel. Ja a porcentagem de plantulas normais, o comprimento médio
de raiz e de parte aérea sdo maiores para as sementes que passaram pela embebicdo em
dgua destilada (tabela 8).

Quanto ao conteudo de acucares soliveis totais verifica-se que os valores
obtidos na testemunha (sementes que ndo foram armazenadas e embebidas em 4dgua
destilada) foi maiores do que para as sementes armazenadas por 60, 120 e 150 dias em
todas as temperaturas de armazenamento. Ja para o conteiido de acucares redutores
totais houve pouca variagdo entre os tratamentos de armazenamento e tipos de
embebicdo em relacdo a testemunha (sementes que nao foram armazenadas e embebidas
em agua destilada), apenas as sementes armazenadas por 30 e 60 dias a 5°C; 120 e 150
dias a 15°C e 25°C aumentaram o contetido de desses acticares (tabela 6).

A andlise dos carboidratos soluveis totais mostra que as sementes armazenadas a
5°C reduziram o conteudo de agucar solivel total quanto maior o tempo de
armazenamento (60, 90, 120 e 150 dias). Sementes armazenadas a 15°C aumentaram o
conteddo desses acguicares aos 60 e 90 dias de armazenamento e voltou a diminuir aos
120 e 150 dias. O armazenamento das sementes a 25 °C reduziu o contetido de aguicares
soluveis totais em relacdo as demais temperaturas aplicadas, porém dentro da
temperatura de 25 °C ndo houve modificacdo dos teores de aguicares ao longo do
periodo de armazenamento (tabela 9).

O conteddo de agucares redutores nas sementes armazenadas a 25°C foram os
maiores encontrados apds 30, 60, 120 e 150 dias de armazenamento. Em todas as
temperaturas houve reducdo no conteido de acucares redutores aos 90 dias de
armazenamento, no entanto esses compostos voltam a aumentar apés 120 e 150 dias

(tabela 9).

4. DISCUSSAO

4.1. Experimento I: Repouso Poés-Colheita dos Frutos de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer

Segundo Melo et al. (2007) sementes da familia Annonaceae possuem

dorméncia embriondria devido a presenga de embrido pouco diferenciado descrito como

rudimentar, o que justifica a baixa porcentagem, elevado tempo médio e baixo indice de
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velocidade de germinacdo dessas sementes quando recém extraidas dos frutos. Assim, é
comum relatos de que a germinagdo dessas espécies € lenta e desuniforme dificultando a
producdo de mudas ao longo do ano (Rizzini, 1973).

Desta forma, sementes que apresentam embrides rudimentares, como € o caso do
araticum-de-terra-fria, necessitam de um processo de pds-maturacido para completar seu
desenvolvimento. Dias (2001) e Silva et al. (2009) relatam que sementes mantidas nos
frutos apds a colheita podem ser favorecidas por um periodo de repouso o qual permite
a conclusao do processo de maturacdo. Neste caso, sementes imaturas presentes no fruto
mesmo desligado da planta mie completam seu desenvolvimento resultando em
aumento do potencial germinativo da espécie e superagdo da dorméncia como no caso
do mamdo e das sementes de araticum-de-terra-fria deste experimento, cujo
armazenamento por 1 a 21 dias favoreceram a germinacao (tabela 1).

As espécies de frutos carnosos tém sido bons exemplos dos beneficios do
repouso pos-colheita quando se procura melhorar o rendimento das sementes, pois este
processo reduz os riscos no campo além de proporcionar superagdo da dorméncia como
ocorre nas sementes de mamao, que quando recém extraidas possuem germinagdo por
volta de 45% (Martins et al., 2006) e apds armazenamento dos frutos a 25°C por 12 dias
aumentam o seu potencial germinativo (Aroucha, et al., 2004).

O tempo e as condi¢cdes de permanéncia dos frutos no repouso pés-colheita
variam com a espécie (Silva et al., 2009). Martins et al. (2006) verificaram que
armazenar sementes de mamao a 10°C aumentam a germinagdo dessa espécie de 45%
(germinagdo inicial) para 86%, concluindo que a baixa temperatura pode ter contribuido
para a superacdo da dorméncia dessas sementes. Comportamento semelhante foi
observado para as sementes de araticum de terra fria, onde a temperatura de 5°C
aumentou a germinagdo, quando o armazenamento foi por sete,14 e 21 dias.

Tal efeito positivo do armazenamento dos frutos a baixa temperatura na
germinagdo das sementes que apresentam dorméncia estd relacionado com modificacdes
internas no balango entre promotores e inibidores da germinacdo (Carvalho &
Nakagawa, 2000). Com a manutencao das sementes de araticum-de-terra-fria no interior
dos frutos a umidade manteve-se elevada e com a temperatura baixa pode havida
alteracdo no balanco hormonal das sementes (Cuquel, 1994), com aumento de
promotores da germinacdo. Além do armazenamento dos frutos a baixa temperatura,

cabe ressaltar o efeito do GA4y; N-(fenilmetil)-aminopurina na germinacdo das
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sementes, principalmente com os frutos armazenados por 14 dias, quando a germinacdo
foi maior do que com sementes sem os reguladores (tabela 1).

Dessa forma, a aplicagdo exdgena dos reguladores teve efeito aditivo as
concentracdes enddgenas de promotores, favorecendo a germinacdo, o que confirma
relatos de que espécies com embrides rudimentares respondem a aplicacdo de
reguladores como as giberelinas e citocininas (Zaidan & Barbedo, 2004), conforme
observado em diversas espécies do género Annona (Jubes et al., 1975; Pawshe et al.,
1997, Ferreira et al., 2002; Stenzel et al., 2003; Silva et al., 2007).

O aumento no potencial germinativo das sementes também pode estar
relacionado com o incremento na massa seca das mesmas (Vidigal, et al., 2006). No
caso das sementes de araticum-de-terra-fria a elevada germinagdo encontrada para as
sementes que permaneceram 14 dias em repouso pds-colheita coincidiram com os
maiores conteidos de acticares soluveis totais

Os agucares soluveis sdo um dos primeiros compostos mobilizados durante a
germinacdo das sementes, com a finalidade de fornecer matéria e energia para que este
processo ocorra. Neste contexto, a presenca de compostos fornecedores de energia
imediata nas sementes permite aumento no vigor, resultando em maior porcentagem de
germinacdo e de plantulas normais formadas (Buckeridge et al., 2004).

Durante a reidratacdo dos tecidos das sementes ocorre reparo de estruturas que
podem ter sido danificadas, assim as reservas como a sacarose e alguns oligossacarideos
sdo utilizadas como energia imediata para realizar esses reparos. De maneira geral, estes
compostos estdo distribuidos nos vactolos da maioria das células ndo havendo a
necessidade de mobilizag¢do, resultando em ampla eficiéncia energética no inicio da
germinagdo (Buckeridge et al., 2004).

Segundo Vidigal et al. (2006) o repouso pds-colheita dos frutos também pode
levar a deteriorac@o das sementes e conseqiiente reducio da porcentagem de germinacgdo
apés as sementes terem adquirido o maximo potencial germinativo (maturacdo
excessiva), como aconteceu aos 28 dias de armazenamento dos frutos de araticum de
terra fria.

A deterioracdo das sementes leva a liberagdo de compostos celulares durante a
embebicdo devido aos danos ocasionados nas membranas celulares (Barbedo & Cicero,
1998). A condutividade elétrica representa a quantidade de substancias lixiviadas
durante o processo de embebicdo das sementes, partindo desses resultados € possivel

inferir o quanto as membranas celulares foram danificadas (Pina-Rodrigues et al.,
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2004). Assim a redu¢do na porcentagem de germinagdo das sementes de araticum-de-
terra-fria estd relacionada com a perda de material vegetal durante a embebicdo das
sementes (Barbedo & Cicero, 1998), refletindo que o repouso pos-colheita dos frutos
por periodos elevados levou a danos nas membranas celulares.

Observa-se, portanto que o repouso pds-colheita dos frutos de araticum-de-terra-
fria por periodo de sete a 21 dias favoreceu o desenvolvimento do embrido, que pode
estar relacionado com alteragdes no balangco entre promotores e inibidores da
germinacdo, e resultou em aumento da germinacdo quando o armazenamento for
realizado por 14 dias. O uso de promotores da germinagdo como GA4,7 + N(fenilmetil)-
aminopurina, também leva hd um estimulo a germinagdo com respostas ainda mais

significativas.

4.2. Experimento II: Armazenamento das Sementes de Annona emarginata
(Schitdl.) H. Rainer

Entre as espécies da familia Annonaceae hd diversidade quanto ao
comportamento das sementes no armazenamento. Machado & Parente (1986) relatam
que sementes de anondceas devem permanecer em meio umido apds a extracdo dos
frutos, caso contrdrio a viabilidade das sementes pode ser reduzida, influenciando na
porcentagem final de germinagdo. Bernardes et al. (2007) verificaram que sementes de
Annona crassiflora Mart. ndo permitem armazenamento por longos periodos, sendo
necessdrio que a semeadura seja realizada logo apds a extracdo dos frutos (Bernardes et
al., 2007) o que concentra a germinacao e a producao de mudas em um unico periodo do
ano, desde que as condi¢cdes ambientais sejam favoraveis.

Por outro lado, Carvalho et al. (2001) relatam que sementes de Annona glabra L.
suportam redu¢do no teor de dgua e congelamento, com germinagdo acima de 90%
apds 365 dias de armazenamento. Porém o trabalho nio investigou qualquer relacio
entre o comportamento tolerante ao armazenamento € o conteido de acucares que
podem auxiliar na manutencao da viabilidade das sementes.

Segundo Tokunaga (2000) a viabilidade das sementes de araticum de terra fria
armazenadas € considerada baixa e em razdo disso é recomenddvel que a semeadura
seja realizada logo apds a colheita, restringindo a produgdo em apenas uma €poca do
ano. Neste experimento, os baixos valores de porcentagem de germinacdo sem o
armazenamento das sementes sejam com o sem a aplicagdo de reguladores (46 e 42%),

comprovaram a dorméncia da espécie, conforme relatado por diversos autores para o
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género Annona (Jubes et al., 1975; Pawshe et al., 1997; Ferreira et al., 2002; Stenzel et
al., 2003; Silva et al., 2007) e até pela propria espécie (Costa, 2009).

Vale ressaltar que todas as sementes foram extraidas de frutos sem repouso, o
que significa que as sementes nao haviam terminado o seu desenvolvimento, conforme
observado no experimento anterior, o que justifica a baixa germinac¢ao inicial.

Além disso, as sementes ndo foram submetidas a secagem, mantendo elevado
teor de agua (30%) durante todo o periodo de armazenamento. Deste modo justificam-
se as baixas porcentagens de germinagdo obtidas apds o armazenamento independente
da temperatura e o uso dos reguladores, pois sementes armazenadas com teores de dgua
elevados (acima de 15%) sofrem danos maiores durante o armazenamento do que
aquelas submetidas a secagem prévia (Carvalho, 2005), reduzindo a viabilidade (Rosa,
2004) devido a ocorréncia de reacdes quimicas que levam ao esgotamento das reservas
destinadas ao embrido (Vertucci & Ross, 1993; Villela & Peres, 2004; Veiga et al.,
2007).

Outro fator que interfere a manutencdo da viabilidade das sementes é a
temperatura de armazenamento (Carvalho, 2005). Temperaturas elevadas aumentam o
metabolismo, pois permite a ocorréncia de reacdes quimicas (Vertucci & Roos, 1993)
enquanto temperaturas baixas associadas a embalagens impermedveis reduzem o
metabolismo das sementes, refletindo no prolongamento da longevidade do material
vegetal (Figliolia et al., 1993). Este fato pode ser verificado nas sementes de araticum-
de-terra-fria, pois neste experimento o armazenamento a baixas temperaturas permitiu
maior tempo de armazenamento enquanto temperaturas elevadas reduziram
significativamente a germinacdo das sementes.

Para algumas espécies como Dovyalis caffra o ambiente de armazenamento é
indiferente para a manutencido da viabilidade do lote de sementes, sendo significativo
apenas o tempo em que a sementes permanecem armazenadas (Oliveira et al., 2006). Ja
sementes de uvaia (Eugenia uvalha) apresentam maior porcentagem de germinagdo e
indice de velocidade de emergéncia de plantulas ao serem armazenadas em geladeira
(13°C) quando comparado com o armazenamento em ambiente (30°C) (Scalon et al.,
2004).

Apesar da considerdvel quantidade de carboidratos soliveis presentes nas
sementes de araticum-de-terra-fria, observa-se que eles ndo foram suficientes para evitar
a perda na viabilidade nas sementes durante o armazenamento. Buitink et al., (2000)

relatam que esses aglcares aumentam a viscosidade citoplasmdtica e reduzem a
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temperatura de congelamento do citoplasma, permitindo que as sementes suportem
armazenamentos a baixas temperaturas, o que ndo ocorreu nas sementes de araticum-de-
terra-fria pois mesmo as sementes armazenadas a 5°C e 15°C perderam a viabilidade
ap6s 90 dias. Neste contexto, Hoekstra et al., (2001) e Leopold et al. (2004) sugerem
que além desses agticares € necessdrio a adicdo de outras substancias que irdo auxiliar
na preven¢do das membranas aos danos por baixa temperatura de armazenamento.

Além disso, quanto maior a temperatura de armazenamento menor a quantidade
de actucares soliveis nas sementes de araticum-de-terra-fria indicando que o
armazenamento das sementes com dgua do tipo III (30%) em maiores temperaturas
como a de 25°C, favoreceram a metabolizacio dos acucares soluveis liberando
mondmeros redutores como a glicose e a frutose, além de reduzir a viabilidade das
sementes durante o armazenamento (Villela & Peres, 2004)

Assim, o comportamento das sementes perante O armazenamento estd
relacionado com vdrios fatores genéticos, intrinsecos da propria semente e do ambiente
em que elas se encontram, sendo que quanto mais adequadas as condigdes de
armazenamento maior serd o tempo em que o material vegetal serd mantido com boa
qualidade (Hong & Ellis, 2003).

Neste contexto, as sementes de araticum de terra fria permitem armazenamento
por um tempo relativamente baixo (90 dias) quando as sementes sdo armazenadas com
teor de dgua elevado, o que ndo foi adequado para a espécie. Cabe ressaltar também que
as menores temperaturas (5°C e 15°C) contribuem para manter a germinacao por maior
tempo, mas as aplicagdes dos reguladores vegetais ndo foram suficientes para manter a

germinagdo dessas sementes elevada apds armazenamento.

CONCLUSAO

O repouso pos-colheita de frutos de araticum por 21 dias auxilia germinagdo das
sementes.

As sementes recém extraidas com teor de dgua de 30% devem ser armazenadas a

baixas temperaturas (5°C e 15°C) por no mdximo 90 dias.
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Tabela 1: Germinagdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG) das sementes de araticum de terra fria (Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer) apds diferentes periodos de Repouso Pds-Colheita dos
frutos (RPCF) e tratamentos das sementes com GA4,7 + N(fenilmetil)-aminopurina.

RPCF GA47 + N-(fenilmetil)-aminopurina (mg L'l) Médias
(dias) 0 800
G (%)
0 46 ab A 42b A 44 b
7 62aA 67aA 64,5 a
14 57aB 72a A 64,5 a
21 49 a A 41b A 45b
28 28b A 23b A 25,5¢
Médias 48,4 A 49 A
C.V. (%) 20,71
TMG (dias)
0 2592 c A 26,09 a A 26 ¢
7 35,31ab A 28,86 a B 32,25 ab
14 39,22 a A 29,21 a B 3437 a
21 32,85b A 24,10a B 28,37 be
28 31,30bc A 23,67aB 27,62 c
Médias 33A 26,45 B
C.V. (%) 10,39
IVG
0 6,58a A 7,15a A 6,87b
7 6,62a A 11,2aA 8,91 ab
14 7,48 a A 8,86 a A 8,17 ab
21 10,55a A 15,09 a A 12,82 a
28 6,21a A 7,56 a A 6,89 b
Médias 7,49 A 9,97 A
C.V. (%) 45,19

Meédias seguidas da mesma letra mintdscula na coluna e maitiscula na linha ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 2: Condutividade elétrica C.E (pScmz/g) das sementes de araticum de terra fria
(Annona emarginata (Schldlt.) H. Rainer), apés diferentes periodos de repouso pds-
colheita dos frutos (RPCF).

RPCF (dias) C.E (uScm’/g)
0 0,003 c
7 0,002 c
14 0,006 be
21 0,01 b
28 0,017 a
C.V (%) 28,25

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Tabela 3: Plantulas Normais (%), comprimento médio de raiz (cm) e comprimento
médio da parte aérea (cm) do araticum de terra fria (Annona emarginata (Schldt.) H.



Rainer) ap6s diferentes periodos de repouso pds-colheita dos frutos e tratamentos das

sementes com GA4,7 + N(fenilmetil)-aminopurina.

RPCF GA47 + N-(fenilmetil)-aminopurina (mg LY Médias
(dias) 0 800
Plantulas Normais (%)
0 37ab A 21¢cB 29 be
7 47a A 47b A 47 a
14 48 aB 69aA 58,5a
21 38ab A 24c¢B 31b
28 24b A 8cB 16 ¢
Médias 38,8 A 33,8 A
C.V. (%) 26,13
Comprimento Médio de Raiz (cm)
0 5,05aA 321aB 425a
7 445a A 3,82aA 425a
14 3,51aA 3,62aA 3,62a
21 449a A 2,85aB 3,75 a
28 4,15a A 2,69aB 3,50 a
Médias 4,40 A 3,35A
C.V. (%) 25,26
Comprimento Médio de Parte Aérea (cm)
0 8,42a A 10,32 ab A 9,62 ab
7 11,00 a A 12,72 a A 12,0 a
14 7,81a A 10,38 ab A 9,25 ab
21 8,49a A 11,04 ab A 9,87 ab
28 8,11aA 7,07b A 7,75b
Médias 8,95B 10,45 A
C.V. (%) 23,73

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum de terra fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) apds diferentes periodos de repouso pds-
colheita dos frutos e tipo de embebicdo: A: O dias de repouso pos-colheita dos
frutos/sementes embebidas em dgua destilada; B: 0 dias de repouso pos-colheita dos
frutos/ sementes embebidas em 800 mg L' de GA4.r N-(fenilmetil)-aminopurina; C: 7
dias de repouso pds-colheita dos frutos/sementes embebidas em dgua destilada; D: 0
dias de repouso pods-colheita dos frutos/ sementes embebidas em 800 mg L' de GA47
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N-(fenilmetil)-aminopurina; E: 14 dias de repouso pds-colheita dos frutos/sementes
embebidas em dgua destilada; F: 14 dias de repouso pds-colheita dos frutos/ sementes
embebidas em 800 mg L' de GA4,7 N-(fenilmetil)-aminopurina; G: 21 dias de repouso
pos-colheita dos frutos/sementes embebidas em dgua destilada; H: 21 dias de repouso
pos-colheita dos frutos/ sementes embebidas em 800 mg L' de GA4;7 N-(fenilmetil)-
aminopurina; I: 28 dias de repouso pds-colheita dos frutos/sementes embebidas em
agua destilada; J: 28 dias de repouso pos-colheita dos frutos/ sementes embebidas em
800 mg L' de GA4+7 N-(fenilmetil)-aminopurina;

200 A
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Figura 2: Contetddo de acticares soliveis totais (A) e aguicares redutores totais (B), das
sementes de araticum de terra fria (Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) apds
diferentes periodos de repouso pds-colheita dos frutos.
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Tabela 4: Germinagdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG), plantulas normais [PN (%)], comprimento médio de
raiz [CMR (cm)] e comprimento médio da parte aérea [CMPA (cm)] das sementes de
araticum de terra fria (Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer) ap6s diferentes periodos,
temperaturas de armazenamento e tipos de embebicao.

Temperatura ~ Tempo Embebicdo G (%) TMG IVG PN CMR CMPA
- - OmgL" 46 25,92 6,59 37,00 5,05 8,43
- - 800 mg L 42 26,09 7,15 21,00 3,21 10,33
5°C 30 OmgL’ 25%* 24,39 8,18 38,66 2,75%* 5,90
5°C 30 800 mg L-1 30%* 20,57 17,20%* 0,00%* 0,00%** 0,00%**
5°C 60 0 mg L-1 34 25,01 6,00 55,90 2,07%* 6,07
5°C 60 800 mg L-1 23 %% 21,75 8,66 12,50 0,51** 2,72
5°C 90 OmgL-1 1874 21,04 6,51 43,45 2,69%* 8,81
5°C 90 800 mg L-1 214 19,60 7,05 24,40 1,38%%* 7,69
5°C 120 OmgL-1 127%% 23,00 4,79 25,00 1,47%* 4,50
5°C 120 800 mg L-1 1274 24,99 3,27 17,50 1,25%%* 5,75
5°C 150 0O mgL-1 11 20,98 6,40 35,42 2,00%* 5,06
5°C 150 800 mg L-1 ko 10,83 3,09 6,25 0,50+ 2,75
15°C 30 0O mgL-1 25%%* 21,06 10,67 36,96 2,29%* 5,82
15°C 30 800 mg L-1 27%% 20,86 11,48 29,76 1,15%%* 4,61
15°C 60 OmgL-1 234 24,78 5,40 84,38 3,29 7,76
15°C 60 800 mg L-1 31 19,94 11,81 22,87 1,75%%* 7,67
15°C 90 OmgL-1 1874 25,25 4,44 61,67 2,56%* 8,53
15°C 90 800 mg L-1 204 17,95 6,96 38,54 1,77%* 8,88
15°C 120 0OmgL-1 goHk 13,00 3,61 37,50 1,04 4,75
15°C 120 800 mg L-1 10** 23,40 3,05 25,00 0,38** 1,50
15°C 150 OmgL-1 ko 22,50 2,80 50,00 1,11 3,81
15°C 150 800 mg L-1 3k 20,00 1,75 50,00 0,50%** 4,38
25°C 30 0 mg L-1 9F* 26,23 3,19 52,50 3,50 8,31
25°C 30 800 mg L-1 19%* 16,41 9,38 12,50 0,67+* 2,04
25°C 60 0 mgL-1 16%%* 27,58 4,50 75,00 4,20 7,88
25°C 60 800 mg L-1 13%%* 22,19 4,43 42,50 1,08%*%* 6,76
25°C 90 OmgL-1 147 32,42 3,19 54,17 3,21 6,06
25°C 90 800 mg L-1 4 14,88 3,66 0,00%** 0,00%** 0,00%**
25°C 120 OmgL-1 4 19,13 2,15 25,00 0,25 0,50
25°C 120 800 mg L-1 3k 9,88%* 2,21 0,00%** 0,00%** 0,00%**
25°C 150 0O mgL-1 0** 0,00%* 0,00%* 0,00%* 0,00%* 0,00%*
25°C 150 800 mg L-1 0** 0,00%* 0,00%* 0,00%* 0,00%* 0,00%*

Médias seguidas de ** diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Dunnett & 5% de

probabilidade.
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Tabela 5: Germinacdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG), plantulas normais (%), comprimento médio de raiz
(cm) e comprimento médio da parte aérea (cm) das sementes de araticum de terra fria
(Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer) apds diferentes periodos e temperaturas de
armazenamento.

Tempo de Armazenamento Temperatura de Armazenamento (°C)
(dias) 5°C 15°C 25°C
G (%)
30 28a A 26 a A 14aB
60 29a A 27a A 15aB
90 20 ab A 19aA 9ab B
120 12bc A 9b AB 4bB
150 9cA 5b AB -
C.V. (%) 46,61
TMG (dias)
30 23a A 21 a A 2l a A
60 23a A 22aA 25a A
90 2la A 22aA 24 a A
120 24 a A 18 a AB 15aB
150 16a A 2la A -
C.V. (%) 38,37
IVG
30 13aA 11 a AB 6aB
60 7ab A 9ab A SabA
90 7b A 6 abc A 3ab A
120 4b A 3bc A 2ab A
150 S5bA 2cA -
C.V. (%) 77,61

Plantulas Normais (%)

30 19aA 33aA 33aA
60 34aA 54aA 59aA
90 34a A 50a A 27aA
120 21a A 3l1aA I3bA
150 21 a AB 50a A -
C.V. (%) 94,1
CMR (cm)
30 I,5aA 1,75 ab A 2,12a A
60 1,62a A 2,62aA 1,75a A
90 2,12aA 2,37aA 1,62a A
120 1,37a A 0,75b A 0,12b A
150 1,37aA 0,87 b AB -
C.V. (%) 69.94
CMPA (cm)
30 3aA 5,12ab A 5,12ab A

60 5,12a A 7,62 ab A 737 aA



81

90 837aA 875aA 3,12abB

120 5,12a A 3,12b AB 0,25b B

150 4aA 425ab A -
C.V. (%) 83,79

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.

Tabela 6: Conteudo de acucares soldveis totais (mg/g massa seca) e acucares redutores
totais (mg/g massa seca), das sementes de araticum de terra fria (Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer) apds diferentes periodos e temperaturas de armazenamento.

Tempo (dias) Temperatura (°C) Soluvel Redutor
- - 67,74 0,221
- - 68,31 0,319
30 5 71,27 0,349
30 15 62,82 0,360
30 25 49,13 0,221
60 5 31,38%%* 0,397**
60 15 33,53%** 0,338
60 25 32,01%** 0,333
90 5 53,34 0,142
90 15 61,63 0,171
90 25 45,78 0,208
120 5 3,60%* 0,315
120 15 3,40%* 0,428
120 25 3,55%:* 0,493
150 5 4,30%* 0,277
150 15 423%* 0,390%**
150 25 3,97%* 0,383%**

N

Médias seguidas de ** diferem estatisticamente da testemunha pelo teste de Dunnett & 5% de

probabilidade.

Tabela 7: Germinacdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG), plantulas normais (%), comprimento médio de raiz
(cm) e comprimento médio da parte aérea (cm) das sementes de araticum de terra fria
(Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer) apds diferentes periodos de armazenamento e
tipos de embebi¢do das sementes.

Tempo de Armazenamento

GA 447 + N(fenil)metil-aminopurina (mg Lh

(dias) 0 800
G (%)
30 20aB 25aA
60 24 a A 22 ab A
90 17a A 15bc A
120 8b A 8cd A
150 6bA 3dA
C.V. (%) 46,61
TMG (dias)
30 24 a A 19a A
60 26 a A 2la A
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90 26a A 18 abB
120 19ab A 19aA
150 I5b A 10b A
C.V. (%) 38,37
IVG
30 7aB 13aA
60 5aA 8ab A
90 5aA 6bc A
120 4aA 3cA
150 3aA 2cA
C.V. (%) 77,61
Plantulas Normais (%)
30 43 ab A 14aB
60 72aA 26 aB
90 53ab A 21aB
120 29b A 14aA
150 29b A 19aA
C.V. (%) 94,1
CMR (cm)
30 291 aA 0,66 aB
60 34laA 1,25aB
90 291 aA 1,16 aB
120 091b A 0,58aA
150 1,16b A 0,33a A
C.V. (%) 69.94
CMPA (cm)
30 6,66 abc A 2,16 aB
60 7,66 ab A 5,75aA
90 8,00 a A 5,50a A
120 3,25bc A 241 aA
150 3,08c A 241 aA
C.V. (%) 83,79

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha néo diferem entre si pelo teste

de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 8: Germinacdo [G (%)], tempo médio de germinacdo [TMG (dias)] e indice de
velocidade de germinacdo (IVG), plantulas normais (%), comprimento médio de raiz
(cm) e comprimento médio da parte aérea (cm) das sementes de araticum de terra fria
(Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer) apdés armazenamento em diferentes
temperaturas e tipos de embebi¢do das sementes.

Temperatura de

Armazenamento GA 4+7 + N(fenil)metil-aminopurina (mg L'l)
°O) 0 800
G (%)
5 20a A 19aA
15 16a A 18a A
25 9b A 8b A
C.V (%) 46,61
TMG (dias)
5 23a A 20a A
15 2l1a A 20a A
25 2la A 13bB
C.V (%) 38,37
IVG
5 6aA 8aA
15 S5ab A 7 ab A
25 3bA 4b A
C.V (%) 77,61

Plantulas Normais (%)

5 40a A 12aB
15 54aA 33aB
25 4la A 11aB
C.V (%) 94,1
CMR (cm)
5 245aA 0,75abB
15 2,1aA 1,25aB
25 225aA 04bB
C.V (%) 69.94
CMPA (cm)
5 6,45aA 3,8abB
15 6,15a A 54aA
25 46aA 1,75b B
C.V (%) 83,79

Médias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maidscula na linha nao diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Conteudo de actcares soldveis totais (mg/g massa seca) e acucares redutores
totais (mg/g massa seca), das sementes de araticum de terra fria (Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer) apds diferentes periodos e temperaturas de armazenamento.

Tempo de Armazenamento Temperatura de Armazenamento (°C)
(dias) 5°C 15°C 25°C

Actcares soliiveis totais (mg/g massa seca)

30 7125a A 3225bB 3,00aC

60 62,75 ab A 53,25a A 3,50aB

90 49,00 bc A 61,50 a A 425aB

120 31,25c A 45,00 ab A 4,00aB

150 33,75¢c A 3,50cB 425aB
C.V. (%) 32,05

Acucares redutores totais (mg/g massa seca)

30 0,352 AB 033aB 042aA

60 0,36aB 0,14¢cC 0,49 a A

90 0,22 b AB 0,17¢cB 027b A

120 039aA 02bcB 038aA

150 033aA 031 ab A 038aA
C.V. (%) 17,10

Meédias seguidas da mesma letra mindscula na coluna e maitdscula na linha néo diferem entre si pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Considerando a expansdo nas dareas de cultivo de espécies da familia
Annonaceae e a necessidade de implantacdo de dreas cada vez mais produtivas, o estudo
de espécies potenciais para uso como porta-enxerto ¢ de grande importancia. Neste
contexto, pesquisas voltadas a compreender os mecanismos envolvidos na manuten¢do
da viabilidade das sementes apds secagem, armazenamento € germinagdo auxiliam os
produtores na manutencdo dessas dreas de cultivo.

As sementes de araticum-de-terra-fria possuem dorméncia devido a presenca de
um embrido rudimentar, que pode ser superada pela aplicacdo exdgena de reguladores
vegetais promotores da germinacdo e também pelo repouso pds-colheita dos frutos,
como verificado neste trabalho. A espécie ndo apresenta problemas quanto a secagem,
pois germinaram bem mesmo apds reducdo de dgua para 12%, porém ainda ha
necessidade de verificar se quando secas a viabilidade dessas sementes se mantém ao
longo do tempo, pois quando armazenadas com teor de dgua inicial (30%) a germinagdo
foi reduzida.

O fato das sementes ndo apresentarem elevada germinacio quando estavam com
5% de é4gua pode estar relacionado com o balanco hormonal entre inibidores e
promotores da geminacdo. Assim, verificar qual a relacdo hormonal nessas sementes
durante a maturacdo e apds secagem das sementes pode confirmar se o processo de
secagem levou a um aumento na concentracdo do 4cido abscisico nas sementes de
araticum-de-terra-fria, prejudicando a germinagdo desta espécie.

Apesar dos resultados com agucares soliveis demonstrarem que a sacarose esta
diretamente relacionada a tolerancia a dessecagdo nessas sementes, ainda ha
necessidade de investigar outros mecanismos envolvidos nesse processo, dentre eles a

presenca de proteinas LEA e complexos enzimaticos.
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6. CONCLUSOES

» As sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer sao tolerantes a
secagem até niveis de 12% de 4gua e a sacarose € o aclcar envolvido na
aquisicdo da tolerancia a dessecacao.

» A aplicagdo de GA47+CK ¢é adequada para superar a dorméncia dessa espécie e
quanto maior o nivel de secagem das sementes, maior a concentracao necessaria
para a germinacao.

» O repouso pos-colheita de frutos de araticum-de-terra-fria por 21 dias auxilia na
supera¢do da dorméncia das sementes.

» As sementes recém extraidas devem ser armazenadas a baixas temperaturas (5°C

e 15°C) por no médximo 90 dias.
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