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CORSATO, J.M. 2014. MATURACAO E AQUISICAO DE TOLERANCIA A
DESSECACAO DE SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLTDL.) H.
RAINER. 185p. Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias, UNESP - Universidade
Estadual Paulista, Botucatu.

Resumo: A espécie Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria) é
utilizada como portaenxerto para espécies da familia Annonaceae. Sugere-se que a
semeadura dessa espécie seja realizada logo apos a extracdo das sementes, indicando
que essas ndo toleram a dessecagdo. O objetivo do trabalho foi estudar a maturacdo e a
aquisicdo de tolerdncia a dessecagdo de sementes de Annona emarginata
correlacionando as fases do desenvolvimento das sementes, niveis de secagem e o
armazenamento com o balanco hormonal, agucares soluveis, lipideos, proteinas
soluveis, proteinas LEA e a atividade de enzimas de estresse. Os experimentos foram
realizados no Laboratorio de Fisiologia da Germinag¢dao de Sementes do Departamento
de Botanica do Instituto de Biociéncias — IB, da Universidade Estadual Paulista “Julio
de Mesquita Filho” (UNESP), Campus de Botucatu-SP. Foram realizadas cinco coletas
e para cada uma delas os frutos foram analisados quanto ao tamanho, coloragdo,
porcentagem de solidos soluveis totais (°Brix), textura, peso, nimero e tamanho das
sementes. As sementes provenientes desses frutos em diferentes estadios de maturagdo
foram submetidas as andlises anatomicas, determinacdo do teor de 4gua inicial, curva de
secagem, teste de germinacdo, armazenamento a baixa temperatura (-5°C) e andlises
bioquimicas (agucares soluveis totais e agucares redutores totais; proteinas totais;
proteinas LEA; lipideos totais; atividade da peroxidase; atividade da superdxido
dismutase; quantificagdo dos teores de lipoperoxidos e quantificagdo hormonal). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade. Observamos que sementes de Annona
emarginata adquirem tolerancia a dessecag@o aos 116 DAF, quando o embrido ja esta
desenvolvido com acimulo de sacarose, proteinas LEA além de baixa atividade de
enzimas de estresse (SOD, POD e teores de lipoperoxido). Porém, estas sementes
apresentam baixa longevidade, perdendo completamente a viabilidade aos 180 dias de
armazenamento, independente do teor de 4gua que apresentavam, devido a danos

provocados pela baixa temperatura os quais levaram a deterioracao das sementes.

Palavras-chave: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, matura¢do e desenvolvimento das

sementes, balango hormonal, agucares soluveis, proteinas LEA, sistemas antioxidantes.



CORSATO, J. M. 2014. MATURATION AND TOLERANCE ACQUISITION TO
DESICCATION OF SEEDS OF Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER.
186p. Tese (Doutorado) — Instituto de Biociéncias, UNESP - Universidade Estadual
Paulista, Botucatu.

Abstract: The species Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria)
is used as rootstock to Annonaceae family species. Suggest that the sowing of this
species is carried out right after the seeds extraction, indicating that those are not
tolerate to desiccation. The objective of the study was the maturation and the tolerance
acquisition to desiccation of seeds of Annona emarginata correlating to the phases of
seeds development, drying levels and storage with hormonal balance, soluble sugars,
lipids, soluble proteins, LEA proteins and stress enzyme activity. The experiments were
performed at the Laboratory of Physiology of Seed Germination of the Department of
Botany, Institute of Biosciences - IB, Universidade Estadual Paulista "Julio de Mesquita
Filho" (UNESP), Botucatu-SP. Were performed five collections and for each one of
them the fruits at different stages were analyzed for size, coloring, total soluble solids
percentage (° Brix), texture, weight, number and size of seeds. The seeds from those
fruits at different stages of maturation were subjected to anatomical analyzes,
determination of initial water content, drying curve, germination test, storage at low
temperature (-5°C) and biochemical analyzes (total soluble sugars and total reducing
sugars; total proteins; LEA proteins; total lipids; peroxidase activity; superoxide
dismutase activity; lipoperoxide content quantification and hormone quantification).
Tha data were submitted to the ANOVA (F test) and the averages compared by the
Tukey test at 5% probability. We observed that seeds of Annona emarginata acquire
tolerance to desiccation at 116 DAF, when the embryo is already developed with
sucrose accumulation, LEA proteins, beyond low activity of stress enzymes (SOD, POD
and Lipoperoxide levels). However, these seeds have reduced longevity, completely
losing viability after 180 days of storage, regardless of the water content showed that,

due to the damage caused by low temperature, which led to the deterioration of seeds.

Key words: Annonaceae, araticum-de-terra-fria, maturation and seed development,

hormonal balance, soluble sugars, LEA proteins, antioxidant systems.



1. INTRODUCAO

Com a expansao do cultivo de espécies da familia Anonaceas no mundo, surge a
necessidade do conhecimento dos processos fisioldgicos que envolvem desde o
desenvolvimento das sementes até a pos-colheita dos frutos, a fim de dar subsidios tanto
a cultivos produtivos, como a programas de melhoramento genético e até orientacdes
para escolha de espécies a serem usadas em areas de recuperagdo ambiental (SAO
JOSE, 1997). Neste contexto, o araticum-de-terra-fria, espécie nativa do territorio
brasileiro ¢ de grande importancia devido as suas caracteristicas como portaenxerto para
espécies como a atemoia, graviola e fruta-do-conde. No entanto, existem dificuldades
quanto a germinacao e armazenamento dessas sementes (KAVATI, 2013), o que tem
sido contornado com a aplicacdo de reguladores vegetais para a superagao da dorméncia
e incremento no processo germinativo (FERREIRA et al., 2013).

O desenvolvimento das sementes representa um estadio critico no ciclo de vida
das plantas o qual ¢ controlado geneticamente e pela agdo hormonal (auxinas,
giberelinas, citocininas ¢ ABA), envolvendo uma sequéncia ordenada de alteragdes
morfologicas, fisicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem a partir da fecundagdo do
ovulo até o desligamento da semente madura da planta mde (BELTRANI & PAOLI,
2003; WATERWORTH & BRAY, 2007).

Basicamente, o desenvolvimento e a maturacdo das sementes sao divididos em
trés fases. A primeira, chamada de crescimento inicial, ¢ caracterizada pelo elevado teor
de 4gua, inimeras divisdes celulares, além da histodiferenciacio e morfogénese do
plano basico do embrido (CASTRO et al., 2004). Apds este crescimento inicial, ocorre
uma fase intermedidria, na qual as sementes aumentam de tamanho devido a expansao
celular e deposicao de reservas. Com a deposicao de reservas a massa seca das sementes
aumenta e as sementes iniciam a perda de agua (BEWLEY et al., 2013).

Ao longo das fases iniciais do desenvolvimento, as sementes ainda ndo possuem
completa capacidade de germinacao e tolerancia a dessecagdo (GRUWEZ et al., 2013).
Por fim, na terceira fase do desenvolvimento e maturagdo, pode-se verificar dois tipos
de comportamentos em relagdo a perda de 4gua. Sementes que passam por um periodo
pré-programado de secagem, classificadas inicialmente por Roberts (1973) como
ortodoxas, que apresentam reducdo na quantidade de agua durante a fase final do
processo de maturagao (WEBER et al., 2005), e sementes intolerantes a dessecacdo, que
sdo dispersas com teores de agua elevados e completa capacidade de germinagdo, sendo

chamadas de recalcitrantes (WALTERS, 2000).



A reducdo no contetido de d4gua em sementes tolerantes a dessecacao, resulta em
redugdo da atividade metabdlica, o que possibilita manter a capacidade de germinagao
por periodos consideraveis (RAJJOU & DEBEAUJON, 2008). Assim, o contetdo de
agua das sementes e a tolerancia a dessecagdo estdo relacionados com o periodo de
armazenamento suportado pela espécie (VILLELA & PERES, 2004).

Enquanto sdo armazenadas, as sementes passam por um processo de
deterioragdo, perdendo vigor, tornando-se mais sensiveis a estresse durante a
germinagdo e consequentemente a longevidade da espécie ¢ reduzida (RAJIOU &
DEBEAUJON, 2008). Esse processo de envelhecimento que ocorre ao longo do
armazenamento ¢ influenciado pela genética da espécie e também pelas condicdes
ambientais em que essas encontram-se (NAGEL & BONER, 2010). Assim, a
manutencdo da qualidade e longevidade das sementes entre o beneficiamento dos frutos
até a semeadura ¢ obtida através do emprego de técnicas adequadas, as quais procuram
controlar fatores como a temperatura e umidade (ROBERTS, 1973; OLIVEIRA et al.,
20006).

Considerando-se a importancia da espécie, que apresenta estabelecimento de
dorméncia e necessidade de semeadura logo apods a dispersdo, o que dificulta o
estabelecimento de bancos de sementes bem como o manejo em viveiros, surge a
necessidade da compreensdo dos mecanismos envolvidos com o desenvolvimento das
sementes, desde o inicio da floracdo até o armazenamento apds a dispersao.

Desta forma, o objetivo do trabalho foi estudar a maturagdo e a aquisicao de
tolerancia a dessecagdo de sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer
correlacionando as fases do desenvolvimento das sementes, niveis de secagem e o
armazenamento com o balanco hormonal, aglcares soluveis, lipideos, proteinas

soluveis, proteinas LEA e a atividade de enzimas de estresse.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. A familia Annonaceae e a dorméncia de sementes

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

Para o cultivo comercial de anonaceas utiliza-se propaga¢do clonal por enxertia
e dentre as espécies utilizadas como portaenxerto destacam-se o araticum-do-brejo
(Annona glabra), o araticum (Annona montana), o araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schiltdl.) H. Rainer), a Annona coriacea, a Annona dioica e a Annona
sylvatica (SAO JOSE, 1997; TOKUNAGA, 2000; KAVATI, 2013).

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 germinagdo lenta e desuniforme (Rizzini,
1973). Pawshe et al. (1997) e Smet et al. (1999) sugerem ainda que a germinagao ¢
afetada pela presenca de acido abscisico no embrido, impermeabilidade e resisténcia do
tegumento, embora Ferreira et al. (2006) tenham verificado a aquisi¢ao de agua pelas
sementes ndo ¢ impedida pelo tegumento.

Neste contexto, pesquisas tém sido desenvolvidas ao longo do tempo com o uso
de reguladores vegetais com o propdsito de promover a germinagao de espécies usadas
principalmente como porta-enxerto. Dentre os trabalhos relata-se o de Campbell &
Popenoe (1968) que obtiveram 77% de germinagio com uso de 350 mg L™ de GA3 em
sementes de Annona diversifolia Saff. ¢ o de Jubes et al. (1975) que observaram 77,32
% de germinagdo 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) ¢ de A. crassiflora Mart. (SILVA et al., 2007), e também de atemoia
(Annona cherimola Mill. x A. esquamosa L.) quando o interesse é o de produzir porta-
enxertos compativeis consigo mesma, para ser usado em dareas sem historico de
patogenos no solo. Stenzel et al. (2003) observaram germinacao de 67,5% empregando-

se sementes da cv. ‘Gefner’, 36,25% da cv. ‘PR-1’ ¢ 61,25% da cv.  PR-3’. Da mesma



forma, Oliveira (2004) e Braga (2010) também obtiveram incremento na germinacao de
sementes de atemodia com o uso de reguladores vegetais.

Além da dorméncia embrionaria, ha relatos de que as sementes de espécies como
a Annona crassiflora Mart. ndo permitem armazenamento por longos periodos, sendo
necessario que a semeadura seja realizada logo apds a extragdo dos frutos
(BERNARDES et al., 2007) o que concentra a germinagdo ¢ a produ¢ao 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
reduc¢do no teor de 4gua e congelamento, com germinagdo elevada apds 365 dias de

armazenamento.

2.2. Annona emarginata (Schitdl.) H.Rainer

A espécie Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, sinonimia da espécie
Rollinia sp. pertence a familia Annonaceae ¢ popularmente conhecida como araticum-
de-terra-fria € nativa do territorio brasileiro e tem sido encontrada desde o estado do Rio
Grande do Sul at¢ 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 atemoia (Annona
cherimola Mill. X Annona squamosa L.) e cherimoéia (Annona cherimola Mill.),
proporciona maior compatibilidade entre enxerto e portaenxerto, vigor a copa €
resisténcia a fungos, podriddo de raizes e brocas que atacam o colo das plantas
(KAVATI et al., 1997; BONAVENTURE, 1999; TOKUNAGA, 2000).

Esta espécie apresenta os frutos maduros nos meses de margo e abril. Apos a
colheita dos frutos as sementes sdo extraidas, tratadas com solucao fungicida e deixadas
secar em local arejado. Depois da triagem das sementes estas podem ser semeadas em
até seis meses (BONAVENTURE, 1999). No entanto, Tokunaga (2000) sugere que a
semeadura seja feita rapidamente apds a extracdo das sementes, devido a baixa
porcentagem de germinagdo observada apds armazenamento.

Neste contexto, Corsato et al. 2012 observou que essas sementes podem ser
secas até 12% de dgua, porém ha necessidade da aplicacdo de reguladores vegetais para

aumentar a germinagdo e que a sacarose ¢ o agucar mais envolvido na tolerancia a



dessecagdo. Quanto ao armazenamento, 0 mesmo autor concluiu que as sementes recém
extraidas (teor de agua 30%) devem ser armazenadas a baixas temperaturas (5°C e
15°C) por no méaximo 90 dias. No entanto, a literatura ndo esclarece os mecanismos de
tolerancia a dessecagdo da espécie e nem o momento durante o desenvolvimento no

qual a tolerancia ¢ adquirida.

2.3. Desenvolvimento das sementes

O desenvolvimento das sementes representa um estagio critico no ciclo de vida
das plantas o qual ¢ controlado geneticamente e envolve uma seqiiéncia ordenada de
alteragdes morfoldgicas, fisicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem a partir da
fecundagdo do ovulo até o desligamento da semente madura da planta mdae (BELTRANI
& PAOLL, 2003; WATERWORTH & BRAY, 2007).

Basicamente o desenvolvimento e a maturagao das sementes sdo divididos em
trés fases. A primeira fase, chamada de crescimento inicial, € caracterizada pelo elevado
teor de 4gua, inimeras divisdes celulares, além da histodiferenciacdo e morfogénese do
plano basico do embrido (CASTRO et al., 2004; GRUWEZ et al., 2013).

ApoOs o crescimento inicial, ocorre uma fase intermedidria onde as sementes
aumentam de tamanho devido a expansao celular e deposi¢do de reservas, as quais serao
utilizadas durante o processo de germinagdo para que o embrido obtenha energia
necessaria 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 agua
(BEWLEY & BLACK, 1994; BEWLEY et al., 2013).

Ao longo das fases iniciais do desenvolvimento, as sementes ainda ndo possuem
completa capacidade de germinagdo, tolerancia a dessecagdo, vigor e longevidade,
sendo essas caracteristicas adquiridas ao longo da maturagdo (WEBER et al; 2005).
Segundo Bewley et al. (2013) o processo de maturacao das sementes tem inicio com a
deposicao das reservas, sendo considerado que a semente adquire a maturidade
fisioloégica ao atingir o maximo de peso seco. Sabe-se que essa correlagdo pode ser
verdadeira para algumas espécies, porém ndo deve ser levada como um consenso geral
para determinar o ponto de maturidade fisiologica.

Samarah et al. (2010) verificaram que sementes de trigo adquirem tolerancia a
dessecagdo em estadios precoces da maturagdo, demonstrando que a correlagdo com o
teor de dgua das sementes ¢ um dos melhores indicadores de maturidade fisioldgica para

a espécie. Kundu & Sett (2011) também verificaram que a aquisicdo da completa



germinacdo em sementes de Holoptelia integrifolia ocorre em estadios iniciais do
desenvolvimento, porém os autores explicam que este fato pode estar associado com o
curto periodo de maturagdo que as sementes apresenta, sendo que o maximo de
qualidade fisioldgica ndo coincidiu com o acimulo méximo de matéria seca.

A determinacdo do ponto de maturidade fisiologica das sementes ¢ importante
para o estabelecimento de programas de conservagdo adequados para as espécies. Assim
a colheita precoce ou tardia da espécie pode induzir perda de viabilidade e
envelhecimento do lote (COPELAND & MACDONALD, 1995; KUNDU & SETT,
2011).

Por fim, na terceira fase do desenvolvimento e maturacao das sementes pode-se
verificar dois tipos de comportamentos em relacio a perda de agua. Sementes que
passam por um periodo pré-programado de secagem foram classificadas inicialmente
por Roberts (1973) como ortodoxas. Estas sementes podem ser secas a niveis inferiores
a 10% de agua e quando reidratadas retomam seu desenvolvimento (CASTRO et al;
2004).

As sementes ortodoxas apresentam, portanto, reducdo na quantidade de agua
durante a fase final do processo de matura¢do, sendo que ao serem reidratadas ndo
sofrem danos graves em seu metabolismo permitindo o armazenamento por longos
periodos (CASTRO et al., 2004; MARCOS FILHO, 2005).

Em contrapartida as sementes que apresentam comportamento intolerante a
dessecacdo ndo passam pela secagem pré-progamada ao final de seu desenvolvimento,
sendo dispersas com teores de agua elevados e completa capacidade de germinagao,
sendo chamadas de recalcitrantes (WALTERS, 2000). Normalmente, sementes
intolerantes a dessecacdo ndo apresentam dorméncia € podem germinar antes de serem
dispersas, quando ainda estdo ligadas a planta mae, caracterizando a viviparidade
(PAMENTER & BERJAK, 2000).

Além de todas as alteracdes fisioldgicas e bioquimicas ja descritas, ¢ importante
ressaltar que essas sdo acompanhadas de modificacdes anatdmicas nas diferentes
estruturas das sementes. Assim, o estudo da morfologia e anatomia do desenvolvimento
embriondrio pode auxiliar o entendimento de alteracdes fisiologicas e bioquimicas que
ocorrem o longo desse processo (PAOLI & SARTI, 2008).

Ha relatos de que em anondceas a germinagdo em geral ¢ lenta ¢ desuniforme
(RIZZINI, 1973; TOKUNAGA, 2000). Segundo Stten & Koek-Noorman (1992) e Melo

(2007) a germinacdo lenta se deve, ao fato de que as sementes de anondceas sdo



dispersas com o embrido cujo desenvolvimento ainda estd incompleto, sendo
considerado como embrido pequeno e pouco desenvolvido.

Nao sdo todas as espécies de anonaceas que apresentam embrido nao
diferenciado quando dispersas, Hayat & Canright (1965) descreveram que o embrido de
Annona squamosa apresenta epiderme e procdmbio diferenciados. Esquinca também
verificou que embrides de A. diversifolia também sdo completos no momento da
dispersao. Porém o trabalho de Galastri (2008) reforca que a familia apresenta embrido
pouco diferenciado como demonstrado para as espécies Dioica furfuracea, Annona
didica e Xylopia emarginata as quais possuem embrido pequeno reto € com eixo
embrionario pouco diferenciado.

Dessa forma, observa-se que as sementes de anonaceas na sua maioria quando
dispersas ainda ndo terminaram o desenvolvimento embrionario, sendo necessario um
tempo para o crescimento apos a dispersdo, como ocorre com espécies de algumas
curcubitaceas e solandceas (VIDIGAL et al. 2006).

Sementes de Annonaceae apresentam embrides que ja estdo diferenciados,
porém muito pequenos se comparados com o tamanho da semente inteira e assim,
necessitam de um tempo para completar seu desenvolvimento apos serem desligadas da
planta mae (LINKIES et al. 2010). Este fato ¢ conhecido como dorméncia morfologica
e segundo Baskin & Baskin (2004) essas sementes atrasam a germinagdo porque ainda
precisam completar seu crescimento dentro da semente.

Uma das formas de acelerar o desenvolvimento embriondrio para que as
sementes que apresentam dorméncia morfologica possam germinar ou para a superagao
da dormé6encia fisiologica, ¢ através da aplicacao exdgena de reguladores vegetais do
grupo das giberelinas e citocininas (LINKIES et al. 2010). Estes reguladores permitem
que o embrido complete seu desenvolvimento por agirem em sinergismo, promovendo o
alongamento e a divisao celular, resultando em maiores valores de germinacdo em um
menor espaco de tempo, como ja foi demonstrado em varios estudos com anonaceas
(STENZEL et al., 2003; FERREIRA et al., 2006; COSTA, 2009; SOCOLOWSKI &
CICERO, 2011).

Este comportamento também foi observado por Yang et al. (2011) onde
sementes de Ardisia virens quando colocadas para germinar com teor de agua inicial
apresentam baixa porcentagem de germinagdo devido a dorméncia que estas sementes

possuem, no entanto a aplicagdo exogena de GA; aumentou a porcentagem e
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sincronizagdo da germinacdo dessas sementes, demonstrando ser um tratamento

eficiente para promover o processo.

2.4 Tolerancia a Dessecacao

As sementes de um modo geral apresentam distintos comportamentos quanto a
perda de dgua no final da maturagdo das sementes.

Sementes que passam por um periodo pré-programado de secagem foram
classificadas primeiramente por Roberts (1973), como ortodoxas, as quais podem secar
a niveis inferiores a 10% de 4dgua e provavelmente dependem dessa reducdo na
quantidade de agua dos seus tecidos para redirecionar seu metabolismo tendo como
finalidade a germinacdo (NEDEVA & NIKOLOVA, 1997; BARBEDO et al., 2002;
CASTRO et al; 2004).

J& 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 esse grupo de sementes como
recalcitrantes. Porém, varios estudos relacionados a tolerancia a dessecacdo foram
desenvolvidos e foi verificado que este processo ndo € tdo simples e envolve uma série
de mecanismos que permitem ou nao que as sementes sejam secas (HOEKSTRA et al.,
1994).

Com o avango das pesquisas nesta area, além desses dois comportamentos bem
distintos, foi verificado que hd um grupo de sementes que sdo relativamente mais
tolerantes a dessecacao do que as espécies recalcitrantes e menos tolerantes do que as
sementes ortodoxas. Essas sementes podem ser sensiveis a refrigeracdo, e podem ser
armazenadas em temperaturas abaixo de zero, porém por periodos mais curtos que as
espécies ortodoxas (ELLIS et al., 1990; HONG et al., 1996).

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 classificagio menos estanque para as sementes
que toleram e aquelas que ndo toleram a dessecacdo durante as fases finais da
maturacdo, sugerindo o uso de niveis de tolerdncia a dessecagao.

Cabe salientar que para que uma semente possa ser classificada quanto a
tolerancia a retirada de dgua € necessaria a compreensdo de diversos pré-requisitos
como prote¢do a proteinas e enzimas, sistemas de protecdo as membranas, redug¢do do

movimento de moléculas no interior celular, sistemas de protecdo ao ataque de radicais
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livres, redugdo das atividades metabolicas e reparo dessas mesmas atividades durante o
processo de embebicao (MARCOS FILHO, 2005).

As sementes ortodoxas ao serem dispersas normalmente apresentam teores de
agua inferiores a 10%, ou seja, 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).

Conhecer o teor de 4agua das sementes torna-se importante para o
desenvolvimento de estratégias eficazes visando a manutengdo da viabilidade e o
desenvolvimento de estratégias para a conservacdo e restauragao de areas degradadas
(BERJAK & PAMMENTER, 2007; JOSE et al. 2011).

Com a perda da 4gua, que auxilia na manutengao das estruturas celulares, ocorre
a exposi¢do de sitios macromoleculares que podem ser atacados por radicais livres e
promover conseqiientemente a perda de fungdo ou desestruturacao das macromoléculas
e membranas celulares (WALTERS, 2000). Dessa forma, o balanco entre geragdo e
remoc¢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 agua pelas células pode induzir danos as membranas, alterando sua
integridade funcional e estrutural. Estudos ultra-estruturais de tecidos submetidos a
dessecagdo revelam que a membrana plasmatica € o principal sitio de lesdo imposto pela
perda de agua. Estudos com embrides de Phaseolus vulgaris L. demonstram que com a
aquisicdo da tolerancia a dessecagdo os danos nas membranas celulares sdo
minimizados com a perda de 4gua (LEPRINCE et al., 1993).

Outro fator que deve ser levado em considera¢do ao se estudar a tolerancia a
dessecagdo das sementes ¢ a velocidade de perda de agua pelas sementes durante o
processo de secagem. Samarah et al. (2010) demonstraram que a secagem lenta nas
sementes de trigo pode estar associada a manutengdao da umidade em niveis que permite
mudancas quimicas associadas com a tolerancia a desseca¢do, da mesma forma como
verificado por José et al. (2011) trabalhando com sementes de Magnolia ovata.

Para que as células dos tecidos das sementes que toleram a retirada de agua
durante a fase final da maturacdo nao sofram danos devido ao metabolismo desordenado
durante a secagem o que pode inviabilizar ou impedir a ocorréncia do processo de

germinagdo, sdo necessarios mecanismos que permitam a sobrevivéncia em estado
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anidro (PAMMENTER & BERJAK, 2000; WALTERS, 2000; BERJAK &
PAMMENTER, 2007).

Na terceira fase do desenvolvimento das sementes tolerantes a dessecagdo
quando ocorre rapida retirada da agua a nivel celular, as células podem sofrer varios
danos e a reativacdo do metabolismo pode ser comprometida durante a primeira fase do
processo de germinacdo (embebicdo). 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).

Durante a fase final da maturagao das sementes, 0 ABA ¢ um dos responsaveis
pela aquisi¢ao da tolerancia a dessecagdo. Normalmente o contetido de ABA durante o
inicio da embriogénese ¢ baixo, atingindo niveis mais elevados na fase intermediaria
desse processo, sendo que entre as fases intermediérias e tardias do desenvolvimento da
semente ocorre o acumulo de RNA’s mensageiros especificos em resposta a
concentracdo do ABA (NAMBARA et al., 2010).

Andrade et al. (2009) demonstraram que o ABA se acumula no pericarpo e no
eixo embriondrio de sementes de girassol tolerantes a seca, no entanto esse acimulo
varia ao longo do desenvolvimento e maturacao das sementes, indicando que o acimulo
desse hormonio vegetal nas sementes ndo depende apenas da rota de biossintese mais
também da conjugag¢do e do catabolismo dessa substancia.

Um exemplo pratico da influéncia indireta do acido abscisico na tolerancia a
dessecacao foi demonstrado por lida et al. (1992) ao tratar embrides somaticos de
cenoura com acido abscisico, 0 que permitiu a germinagdo apos o processo de secagem
e reidratacdo, entretanto quando ndo aplicado o regulador vegetal os embrides ndo
resistem a dessecacao.

Assim, os trabalhos demonstram cada vez mais que o acido abscisico ¢ o
hormonio envolvido no processo de aquisi¢ao da tolerancia a dessecacdo das sementes,
com evidéncias de que sua acdo impede a germinagdo ou influencia o contetido de
carboidratos soluveis ¢ a regulacdo de transcrigio do gene lea (BRAY 1993,
TETTEROO et al., 1994) o colocam como fator ligado a aquisi¢cdo da tolerancia a
dessecacao.

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
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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 soluveis pode atuar
como reservas de utiliza¢do rapida 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 agua estdo a sacarose, rafinose e trealose. A trealose
ocorre em varios organismos tolerantes a dessecagdo, porém sua ocorréncia em
sementes de espécies angiospermas ndo foi observada. No caso da sacarose ja foi
comprovada sua capacidade de prote¢do em sistemas de membranas artificiais
(KOSTER & LEOPOLD, 1988; HINCHA et al., 2006).

A sacarose ¢ um agucar abundante em sementes tolerantes a dessecacdo e em
estudos de estresse hidrico em plantas onde seu conteido aumenta em resposta a
dessecacao dos tecidos (ILING et al., 2005). Porém, a sacarose, quando concentrada nao
¢ uma molécula estavel e tende a se cristalizar. A forma de atenuar esta cristalizag¢do ¢ a
presenga de oligossacarideos da série rafindsica, os quais previnem a cristalizacdo da
sacarose fornecendo melhor prote¢do as células (LEPRINCE et al., 1993; KIGEL &
GALILI, 1995; JOSE et al., 2006). Segundo Nishigawa et al. (2008) além de evitar a
cristalizacdo da sacarose os oligossacarideos da série rafindsica junto com o galactinol
atuam como compostos protetores a radicais livres, impedindo que ocorra danos
oxidativos as membranas celulares.

Quando nas propor¢des corretas os agucares soltveis formam nas células um
estado viscoso, caracterizado como uma solugdo 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 é capaz de
atenuar 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).

O estado viscoso ¢ descrito pela producdo de so6lidos amorfos nas quais as
moléculas celulares encontram-se interligadas de modo que a mobilidade passa a ser
limitada no interior da matriz citoplasmatica (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
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a compreensdo da tolerancia a dessecacdo 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 metabolicas entre
carboidratos, lipideos e proteinas.

Mello et al. (2011) estudando espécies modelos demonstraram que mesmo
sementes recalcitrantes como o Inga vera pode acumular agticares solaveis ao longo de
um processo de secagem induzida, no entanto a quantidade e a composi¢do desse
acucares ndo foram suficientes para a formagao do estado vitreo que poderia contribuir
para a manutencao da longevidade dessas sementes.

Em contraste sementes de Caesalpinia echinata e E. speciosa apresentaram-se
mais eficientes em tolerar a perda de agua, sendo considerado que a interacdo dos
acucares do grupo dos ciclitéis para as sementes de Caesalpinia echinata e rafinose e
estaquiose para as sementes de E. speciosa seriam os aglicares potenciais para manter a
estabilidade das membranas ao longo da secagem (MELLO et al., 2011).

Os agticares que podem estar envolvidos na tolerancia a dessecacdo de sementes
ortodoxas sdo acumulados durante o processo de maturacdo das sementes e a
concentragdo destes compostos comec¢a a diminuir com o inicio da embebicao, sendo
que para as sementes de soja a perda da tolerancia a dessecacao coincide com a redugao
significativa de oligossacarideos e sacarose (KOSTER & LEOPOLD, 1988).

Hoekstra et al. (1994) afirmam que durante a desidratagcdo os agucares soluveis,
dentre eles a sacarose, pode prevenir os efeitos danosos da dessecagdo sobre as
membranas celulares. Estes agucares formam ligagdes de hidrogénio, substituindo a
agua associada a superficie das membranas mantendo assim o espagamento dos grupos
lipidicos, evitando a transi¢do da fase liquida cristalina para a fase gel. Estes autores
também relatam que as sementes intolerantes a dessecagdo apresentam esses agucares
em sua constituicdo, no entanto, as formas como eles se depositam durante a
desidratag@o ndo garante protecao.

Pukacka & Wojkiewicz (2002) ao estimarem a tolerancia a dessecagdo das
espécies Acer platonoides e Acer pseudoplatanus, verificaram que as sementes de Acer
platonoides sdo tolerantes a dessecagdo e que a concentragdo de rafinose e estaquiose
aumentam significativamente durante a maturagdo. Para as sementes de Acer
pseudoplatanus, foi observado que as concentragdes desses carboidratos sdo reduzidas

com a maturacdo e as sementes sdo intolerantes a secagem, estabelecendo uma relagao
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entre a concentragdo desses oligossacarideos e o estabelecimento da tolerancia a
dessecacao nestas espécies.

O actimulo 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
acumularem sacarose, elas ndo apresentam tolerancia a secagem em ambiente natural,
onde normalmente as sementes recalcitrantes perdem a viabilidade antes que ocorra a
formagao do estado viscoso no interior das células (BERJAK & PAMMENTER, 2007).

No caso das sementes recalcitrantes a hipdtese ¢ de que a hidrolise da sacarose
forme substratos necessarios 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 dessecacdo (BERJAK &
PAMMENTER, 2007).

Além dos carboidratos, Blackman et al. (1991), Walters et al., (2001) e Rosa et
al. (2005) sugerem que a tolerancia a dessecacao pode estar relacionada com a produgao
de um grupo de proteinas denominadas LEA (Late Embryogenesis Abundant). As
proteinas desse grupo sdo acumuladas nas Ultimas fases da maturagdo em sementes
ortodoxas e desempenham papel protetor as células no estado seco, contribuindo para a
tolerdncia a dessecacao, apesar de seu modo de acao ainda nao 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 esta relacionada com a tolerancia a dessecagao.

Ao serem isoladas em solugdo as proteinas do grupo LEA apresentam forma de
bobina, no entanto ao passarem por um processo de secagem (rapido ou lento) estas
proteinas assumem uma conformac¢do 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 dessecagdo, assim

como alguns agucares (rafinose, trealose, sacarose e outros oligossacarideos)
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encontrados nas sementes. Em trabalho com sementes de soja estes autores
demonstraram que conforme ocorre o desenvolvimento dessas sementes ha um acumulo
de proteinas do tipo LEA no tecido embrionario, confirmando a hipotese de que este
grupo de proteinas € um dos responsaveis pela aquisicao da tolerancia a dessecagdo em
sementes que apresentam comportamento ortodoxo.

Por outro lado, acredita-se que as sementes intolerantes a dessecagcdo nao
apresentam ou, os mecanismos que podem garantir sobrevivéncia apos 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 concentracdo 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 dessecagdo,
normalmente estas proteinas agem sinergicamente com a sacarose na formacao do
estado viscoso da matriz citoplasmatica garantindo a estabilidade celular em organismos
tolerantes a dessecacao (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 dessecacdao (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
dessecacao também apresentam tais proteinas sugerindo que a tolerancia a dessecagao
corresponde a um complexo mecanismo o qual envolve um sinergismo entre varias
substancias, dentre elas proteinas, complexos enzimaticos e carboidratos (WALTERS,
2000).

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

A producdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio ¢ natural em
organismos que vivem em meio aerobico. O oxigénio em espécies eucariontes esta
diretamente envolvido em processos como a divisdo e diferenciacdo celular além de
funcionar como 6timo receptor de elétrons em varias reagcdes 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 deterioracao das mesmas. Em sementes,
este fato ¢ evidente se levarmos em consideracdo que a perda da viabilidade durante a
secagem e ou armazenamento ¢ explicado em termos pela deterioragdo das membranas.

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

Vérios danos celulares causados pela peroxidagao 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 forma¢dao do estado viscoso da
matriz citoplasmatica 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 expoe 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 superdxido dismutase e
ascorbico peroxidase, enquanto a atividade da catalase e glutationa redutase ¢ reduzida.

Ao tornarem-se tolerantes a dessecagao, foi observado que as sementes de feijao
apresentam aumento na atividade das enzimas catalase e glutationa redutase ao invés da
superoxido dismutase e ascorbico peroxidase, sendo este fato relacionado com a
regulacdo dos genes para a catalase pela perda de agua 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 ¢

inevitavel a formagdo de radicais livres, principalmente o perdéxido 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 indetectavel em
sementes secas.

A enzima ascorbato redutase auxilia a catalase na eliminacdo do peroxido 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 agdo do 4cido ascorbico enquanto a atividade do sistema ascorbato redutase
¢ nula, sendo um novo sistema produzido apdés 6 — 20 horas de germinagdo 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 freqlientemente encontrados antes do processo de secagem, sementes
recalcitrantes ndo 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 dessecacao ¢ reativado, no entanto sdo poucos os trabalhos que buscam investigar a
presenga e eficacia desses mecanismos em sementes tolerantes e intolerantes a
dessecacdo, porém ha comprovagdo de que eles estdo presentes em sementes ortodoxas
(PAMMENTER & BERJAK, 2000).

Embora a maioria das espécies recalcitrantes apresente metabolismo
desordenado durante a desidratacdo levando a formacdo de radicais livres ¢
conseqiientes danos oxidativos, devido a suposta ineficiéncia dos mecanismos
antioxidativos, Greggains et al. (2000) ao estudarem a tolerancia a dessecacdo das
sementes de Acer platonoides e Acer pseudoplatonoides verificaram que apesar das
sementes de Acer pseudoplatonoides apresentarem redugdo na germinagdo com a perda
de dgua 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

maturacao, comportamento tipico em sementes ortodoxas. Neste estudo os autores
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verificaram que as Unicas diferengas entre Acer pseudoplatonoides e Acer platonoides
além do comportamento fisiologico perante a reducdo da perda de 4agua, esta
relacionado com os teores de carboidratos e proteinas LEA, onde havia maior
concentragdo destes compostos nas sementes de Acer platonoides que apresenta

tolerancia a dessecagao (GREGGAINS et al. 2000).

2.5 Armazenamento das sementes

O teor de agua das sementes ¢ 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 manuten¢do da qualidade das sementes entre o beneficiamento dos frutos até a
semeadura ¢ 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 ¢ umidade (ROBERTS, 1973; OLIVEIRA
et al., 2006).

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 ¢ sementes de uvaia (Eugenia uvalha) que
apresentam maior porcentagem de germinacdo 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 agua 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 dgua podem ser armazenadas a baixas temperaturas, pois podem resistir a
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condigdes de adversidades durante o periodo de laténcia sendo que ao serem expostas a
condigdes de temperatura e umidade adequadas retomam seu desenvolvimento e
completam o processo de germinacgao.

Durante o armazenamento das sementes ocorrem alteragdes que resultam na
deterioragdo das sementes, como o esgotamento das reservas destinadas a fornecer
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.), que foi possivel observar maior atividade da enzima endo beta mananase durante o
armazenamento dessas sementes.

A enzima endo beta mananase esta relacionada com a degradagdo 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
mobiliza¢do de substancias 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
germinagdo dessas sementes, sendo este pardmetro quase nulo apds um ano de
armazenamento.

Segundo Machado & Parente (1986) as sementes de anonaceas devem
permanecer em meio Umido apds a extragcdo dos frutos, caso contrario a viabilidade das
sementes pode ser reduzida, influenciando na porcentagem final de germinagao.

A taxa de atividade celular durante o armazenamento das sementes varia em
funcdo do teor de agua, pois a energia livre da agua descreve a tendéncia para que uma
reagdo 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 4gua de suas células, requerem
alternativas de armazenamento para a manutencdo da viabilidade (HONG & ELLIS,

2003).
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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, permeéveis, semipermeaveis e impermeaveis (ROSA, 2004).

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

o armazenamento do material (HONG & ELLIS, 2003).
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Resumo: O desenvolvimento das sementes representa um estadio critico no ciclo de
vida das plantas o qual ¢ controlado geneticamente e pela agdo hormonal. A espécie
Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria) é utilizada como
portaenxerto principalmente para a atemodia (Annona cherimolla Mill. x Annona
squamosa L.), porém, suas sementes t€ém apresentado dorméncia que varia entre os
ciclos de produgdo de sementes. O objetivo do trabalho foi descrever o desenvolvimento
das sementes de A. emarginata com vistas a maturacdo fisiologica. Foram realizadas
coletas aos 49, 91, 116 e 133 DAF. Os frutos foram analisados quanto a massa (mg),
diametro (mm), comprimento (mm), pH, solidos soluveis totais (°Brix) e massa seca das
sementes (mg). As sementes em diferentes estaddios de desenvolvimento foram
submetidas as andlises anatomicas, determinagdo do teor de agua inicial, teste de
germinagdo e analises bioquimicas (acgtcares soliveis totais; proteinas LEA; atividade
da peroxidase e superoxido dismutase; teores de lipoperdxido, perfil hormonal). Os
dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo
teste de Tukey a 5%. Observamos aos 49 DAF que as sementes sdo caracterizadas pela
elevada divisdo celular no embrido, aos 91 DAF elas adquirem capacidade germinativa,
seguida de méaximo acumulo de massa seca aos 116 DAF, sendo dispersas aos 133
DAF. Concluimos que o a maturidade fisiologica das sementes de A. emarginata é

alcancada aos 116 DAF e quando dispersas aos 133 DAF ndo apresentam dorméncia.

Palavras-chave: araticum-de-terra-fria, anatomia, acimulo de massa seca, sistemas

antioxidantes, niveis hormonais.
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Introducéo

O desenvolvimento das sementes representa um estadio critico no ciclo de vida
das plantas o qual ¢ controlado geneticamente e pela agdo hormonal (auxinas,
giberelinas, citocininas ¢ ABA), envolvendo uma sequéncia ordenada de alteragdes
morfologicas, fisicas, fisiologicas e bioquimicas que ocorrem a partir da fecundagdo do
ovulo até o desligamento da semente madura da planta mae (Waterworth e Bray, 2007).

A primeira fase do desenvolvimento chamada de crescimento inicial, ¢
caracterizada pelo elevado teor de 4gua, inumeras divisdes celulares, além da
histodiferenciacdo e morfogénese do plano basico do embrido (Waterworth e Bray,
2007). Nesta fase as sementes ainda ndo possuem capacidade de germinar (Gruwez et
al., 2013). Apods este crescimento inicial, ocorre uma fase intermediaria, na qual as
sementes aumentam de tamanho devido a expansdo celular e deposicdo de reservas,
principalmente agucares, lipideos e proteinas, cujas propor¢des variam entre as espécies
(Weber et al., 2005).

Com a deposicao de reservas a massa seca das sementes aumenta, se estabiliza
enquanto o teor de dgua nas sementes ¢ reduzido (Bewley et al., 2013). Nesta terceira
fase, também conhecida como maturagdo, um grupo de sementes passa por periodo pré-
programado de secagem (ortodoxas ou tolerantes a dessecacao), enquanto outro grupo,
apresenta sementes que sao dispersas com teores de agua elevados e completa
capacidade de germinagdo, sendo chamadas de recalcitrantes ou intolerantes a
dessecacao (Walters, 2000).

Nas sementes que toleram secagem os agucares, tais como a glicose, frutose,
sacarose, rafinose e estaquiose, além de serem fonte de energia para o crescimento do
embrido durante a germinacdo, também podem proteger o sistema de membranas
celulares dos danos gerados pela perda de 4gua durante a dessecagdo, devido a formagao
de um estado viscoso, o qual auxilia na redugao da atividade metabolica celular (Hincha
et al., 2006).

Além dos acucares, a tolerancia a desseca¢do pode estar relacionada com a
produgdo de um grupo de proteinas LEA (Late Embryogenesis Abundant), acumuladas
nas ultimas fases da maturagdo em resposta ao acumulo de ABA nas sementes
ortodoxas, e que desempenham papel protetor as células no estado seco (Blackman et
al., 1991; Walters et al., 2001; Rosa et al., 2005; Pammenter ¢ Berjak, 2000).

Todo o processo de desenvolvimento das sementes promove a formagdo de

radicais livres, os quais podem reagir com o sistema de membranas celulares, levando a
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danos irreversiveis e até mesmo a morte celular durante a redugao natural do contetido
de dgua. Sendo assim, ha necessidade de um sistema antioxidante eficiente ao longo de
todo o processo, com destaque para as enzimas como a peroxidase e superdxido
dismutase, a fim de evitar danos celulares (Buitink e Leprince, 2008; Rajjou e
Debeaujon, 2008).

De modo geral, as sementes completam seu desenvolvimento antes do méximo
desenvolvimento dos frutos e podem ser dispersas dormentes ou quiescentes (Bewley et
al., 2013). As sementes de Annonaceae sdo conhecidas por apresentarem dorméncia
morfologica com presenga de embrides indiferenciados e/ou rudimentares observados
em A. crassiflora (Rizzini, 1973) ¢ dorméncia fisiologica em Annona diversifolia
(Ferreira, 2011).

Em sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-
fria), importante espécie para ser utilizada em programas de melhoramento genético,
para a recuperagao de areas degradadas e como portaenxerto principalmente para a
atemoia (Annona cherimolla Mill. x Annona squamosa L.) (Bonaventure, 1999;
Tokunaga, 2000; Kavati, 2013), também tem sido observada dorméncia (Costa et al.,
2011). No entanto, a cada ano este comportamento ndo tem sido padrdo (Costa et al.,
2011; Corsato et al., 2012), o que nos levou a hipotese de que a baixa porcentagem de
germinagdo pode estar relacionada a imaturidade dessas sementes no momento da coleta
€ ndo necessariamente ao estabelecimento de dorméncia.

Deste modo, o objetivo do trabalho foi descrever as fases do desenvolvimento
das sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer com vistas a maturagio

fisiologica.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Fisiologia da Germinagao e
Dorméncia de Sementes do Departamento de Botanica da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de Botucatu — SP.

Durante o periodo de floracdo das plantas de araticum-de-terra-fria foram
marcadas matrizes no Nucleo de Produgao de Mudas da CATI, localizado em Sao Bento
do Sapucai — SP (22° 41'20" sul e a uma longitude 45° 43' 51" oeste, altitude de 886
metros), em dois ciclos (outubro de 2010 e outubro de 2011). Foram determinadas cinco
épocas de coleta: 49, 91, 116 e 133 DAF (Dias Apo6s a Floragdo), as quais abrangeram

do inicio do desenvolvimento, até a dispersdo dos frutos, resultando em dois ciclos de
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avaliacdo, 2010/2011 e 2011/2012. Para cada época de coleta, os frutos foram
analisados quanto a massa, didmetro, comprimento, porcentagem de sélidos soluveis
totais (°Brix), pH e massa seca das sementes.

A determinagdo do teor de agua inicial das sementes de A. emarginata foi
realizada utilizando quatro repeti¢des de 25 sementes por parcela. As sementes foram
acondicionadas em estufa de secagem com circulagdo for¢ada de ar a temperatura de
103°C durante 17 horas (Ista, 2004). Os resultados do teor de 4gua das sementes foram
expressos em porcentagem (%), com base no peso umido das sementes conforme a

metodologia descrita pela Ista (2004).

Teste de Germinacéo

As sementes extraidas dos frutos foram submetidas ao teste de germinagdo em
delineamento inteiramente casualizado, sendo considerado como tratamentos cada
época de desenvolvimento dos frutos (49, 91, 116 e 133 DAF) com quatro repetigdes de
15 sementes por parcela. Sementes apresentando teor de 4gua inicial, foram colocadas
para germinar em papel de filtro (Germitest) umedecido com agua destilada na
proporc¢ao de duas vezes e meia o peso do papel seco (Brasil, 2009) e acondicionados
em camara de germinacao com temperatura e fotoperiodo alternados, 20°C durante 18
horas de escuro e 30°C por seis horas de claro (Costa, 2009).

As avaliagdes quanto a germinagdo foram constituidas de contagem do nimero
de sementes germinadas a cada dois dias, sendo considerado como germinada aquela
que apresentou pelo menos 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976). Foram calculadas as
porcentagens, tempo médio (Edmond e Drapala, 1958), indice de velocidade (Silva e
Nakagawa, 1995), frequéncia e sincroniza¢do da germinacgdo (Laboriau e Agudo, 1987)

e a porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).

Analise Anatdmica

A analise foi realizada em sementes aos 49, 91, 116 ¢ 133 DAF. A fixagao das 3
sementes por tratamento foi realizada em FAA 50 (Johansen, 1940) por 48 horas,
conservando-se as amostras em etanol 70% (Jensen, 1962). Para os estudos anatdmicos,
as amostras fixadas foram desidratadas em série etilica e incluidas em metacrilato
(Leica®), sendo seccionadas em micrétomo rotativo com cerca de 8um de espessura,

obtendo-se séries transversais e longitudinais. As laminas foram coradas com Azul de
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Toluidina a 0,05% em tampao acetato pH 4,7 (O’Brien et al., 1964) e montadas em
resina sintética.

Para identificar polissacarideos diversos e pectinas, foi utilizado o vermelho de
ruténio (Jensen, 1962); para evidenciar paredes lignificadas, floroglucinol em meio
acido (Sass, 1951); lugol, para a detec¢ao de amido (Johansen, 1940); cloreto férrico,
para verificar a ocorréncia de compostos fendlicos (Johansen, 1940); e, para localizar
proteinas, foi utilizado azul mercurio de bromofenol (Mazia et al., 1953). O laminario
produzido foi analisado em microscopio de luz, sendo as imagens obtidas digitalmente

em fotomicroscopio Olympus®.

Andlises Bioquimicas
Para todas as analises descritas a seguir foi utilizado delineamento experimental
inteiramente casualizado com 4 tratamentos (49, 91, 116 e 133 DAF) e trés repeticdes

por analise.

Acucares solaveis

Para a extracdo dos agucares soltveis foram utilizados 100mg de semente inteira
macerada, foi acondicionada em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL de etanol
80% na proporcao de 10:1. Os tubos foram incubados em banho a 80°C por 15 minutos
(Dubois et al., 1956). Apds incubacdo, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante transferido para tubos com capacidade de 5 mL. O mesmo
procedimento foi repetido duas vezes com o substrato restante € o volume final do
extrato foi ajustado para 3mL. A unido dos trés sobrenadantes resultou no extrato com a
fragdo de acticares soltiveis que foi analisada.

Ap6s a extragdo do material foi realizada a determinacdo dos agticares soltiveis
totais pelo método do fenol sulfurico (Dubois et al., 1956). Para a purificagdo das
amostras foi utilizado 1ml de amostra, a qual passou em resina catidnica e anionica. O
pH das amostras foi corrigido com hidroxido de amoénio e &cido cloridrico e,
posteriormente, estas foram armazenadas em freezer (Garcia et al., 2006). As amostras
foram liofilizadas e suspendidas em 1ml de 4gua deionizada. As amostras foram
aplicadas na coluna de dosagem CARBO PACI (2 x 250 mm) e, entdo, determinado o

perfil de agucares soluveis das amostras (Garcia et al., 20006).
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Proteinas LEA

Para a extragdo de proteinas LEA foi seguida a metodologia descrita por Rosa et
al. (2005). As sementes inteiras foram maceradas em tampao de extragdo 50 mM Tris-
HCI (pH = 7,5), 500 mMNacCl, 5 mM MgCl, e 1 mM do inibidor de protease PMSF na
proporcao de 1:10 (peso do material: volume do tampao). O material foi centrifugado a
12000 rpm a 4°C por 45 minutos ¢ o sobrenadante incubado em banho Maria a 85°C
por 15 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 30
minutos e o sobrenadante resultou na fragao de proteinas LEA.

80 nL de tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol, 0,46g SDS, 20mg de azul de
bromofenol, Tris-HCI pH = 7,5) foram adicionados em 20 pL de cada extrato, seguido
de uma incubagdo em banho-maria com agua em ebulicdo por cinco minutos. Foram
aplicados 10 pL de cada amostra em gel de poliacrilamida 12,5% (gel separador) e 4%
(gel de empilhamento). A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical a
temperatura ambiente e voltagem constante de 50V por cinco horas. Apds a corrida, os
géis foram corados em solucdo de Comassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e
descoradas com solu¢do de etanol a 5%, acido acético 10% e agua 85%, conforme
Alfenas (1988).

Os géis foram salvos e suas imagens digitalizadas através do Image Master VDS
e software analisador de imagens do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de
Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu - SP. O programa foi utilizado para
determinar o IOD (intensidade de densidade Optica de cada banda proteica) e os

resultados foram expressos em intensidade de bandas.

Lipideos Totais

A quantidade de lipideos presente nas sementes de A. emarginata foi obtida pela
extracdo com hexano em um aparelho extrator Soxhlet por 8 horas (método descrito
pela AOCS Bc 3-49 (AOCS, 1993)). Para 1 grama de semente inteira macerada, 130 ml
do solvente foram utilizados. Apds a extragdo, o solvente foi evaporado através de um
rotavapor. O método foi repetido mais trés vezes e a fracdo de lipideos totais

determinada pela massa de lipideos gerada.

Proteinas soluveis totais
Para a extracdo das proteinas soluveis totais foi seguida a metodologia de Kar e

Mishra (1976). Foram utilizados 600 mg de sementes inteiras, as quais foram trituradas
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em nitrogénio liquido homogeneizados com a auxilio de um almofariz em 5SmL de
tampdo de extra¢do fosfato de potassio 0,1 mol L' pH 6,8. O macerado centrifugado a
12000 rpm por 40 minutos. A determinagdao das proteinas soliveis totais foi realizada

pelo método de Bradford (1976).

Atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com as condi¢des citadas
no trabalho de Teisseire e Guy (2000). O sistema de reagdo foi composto de 100 uL de
extrato enzimatico diluido no tampao de extracdo; tampao fosfato de potassio 50 mmol
L pH 6,5; pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L"' e perdxido de hidrogénio (H,O>)
5 mmol L. A reacfo foi conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos e resulta na
formacao de purpurugalina, a qual foi medida em espectofotometro UV-visivel a 430nm
e seu coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol L™ ¢cm™) foi usado para calcular a

. s , . . - -1 ’
atividade especifica da enzima, expressa em umol de purpurugalina min~ de proteina.

Atividade da superéxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi realizada pelo método de Beauchamp e Fridovich
(1971), citados por Bor et al. (2003). O sistema de reacdo ¢ foi composto de 30uL de
extrato enzimdtico, tampao fosfato de so6dio 50 mmol L! pH 7,8, mistura
“nitrobluetetrazolium” (NBT) 33 pmol L'+ EDTA 0,66 mmol L™ (5:4) ¢ mistura L-
metionina 10 mmol L + riboflavina 3,3 mol L' (1:1), totalizando um volume de
3,0mL. Apds iluminagdo dos tubos por 5 minutos a 25°C, a redugao do NBT a “blue
formazan” foi medida em espectrofotometro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD

. -1 ’
foi expressa em U mg de proteina.

Teores de lipoperdxido

Os niveis de peroxidacao de lipideos foram avaliados utilizando a metodologia
de Heath e Packer (1968). Para isso, foram utilizados 100 mg de sementes inteiras as
quais foram maceradas em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de reagdo
constituido por 4cido tiobarbiturico (0,25%, m/v) e 4cido tricloro acético (10%, m/v). A
solucdo foi acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho-maria a
95°C por 1 hora. A solugdo resultante foi centrifugada a 12000 rpm por 40 minutos a

25°C. A leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro em dois
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comprimentos de onda 532 e 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado

foi calculado utilizando um coeficiente de extincdo de 155 mM™ cm™.

Hormonios

Para a extracdo e quantificacdo dos hormonios (ABA, GAj, GA4, [AA, 6-BA,
trans-zeatina ¢ IBA) foi adaptada a metodologia de Ma et al., 2013. Foram utilizados
100mg de material acondicionado em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL da
solu¢do contendo: 40mL de metanol: 40mL de acetonitrila : 20mL de 4gua MIlli-Q :
ImL de 4cido acético, na propor¢ao de 10:1. Os tubos foram agitados em Vortex por 2
minutos, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos € o sobrenadante
transferido para tubos com capacidade de 2mL. O mesmo procedimento foi repetido
mais uma vez com o substrato restante ¢ o volume final do extrato foi ajustado para
2mL. A unido dos dois sobrenadantes resultou no extrato com a fragdo de hormonios
que foi analisada por cromatografia de alta performance (HPLC).

A separacdo cromatografica foi feita em um HPLC Shimadzu modelo
Prominence composto dos seguintes modulos: Desgaseificador de fase movel DGU-
20A, sistema de bombeamento quaternirio composto pelas bombas LC-20AD,
autoamostrador modelo SIL-20ACHT, controlador CBM-20A e forno para colunas
modelo CTO-20AC. Foi usada uma coluna Sinergi 2.5 um Hydro RP-100A 50x4.6mm.
A coluna foi mantida a temperatura de 40°C durante as determinagdes. O efluente da
coluna foi introduzido em um Espectrometro de Massas do tipo Triploquadrupolo
(MS/MS) marca AB Sciex modelo 4500 equipado com fonte de ionizacao tipo ESI

(eletrospray) na interface.

Resultados

Os dois ciclos estudados (outubro de 2010 e outubro de 2011) apresentaram o
mesmo padrdo de resposta, por esse motivo os resultados apresentados a seguir refere-se
apenas ao ciclo referente a outubro de 2010 até fevereiro de 2011.

Os frutos de A. emarginata apresentaram o mesmo padrao de desenvolvimento
nos dois ciclos estudados (2011 e 2012). A massa fresca e o didmetro dos frutos,
aumentaram até os 116 DAF e reduziram aos 133 DAF. Foi observado que o pH dos
frutos foi reduzido aos 116 e 133 DAF e ocorreu um acumulo de so6lidos soliveis nos

frutos até 116 DAF estabilizando-se (Tabela 1).
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O teor de 4gua inicial das sementes aos 49 DAF foi de 77% e, a medida que se
desenvolveram, o teor de agua diminuiu, sendo dispersas com 27% de agua (133 DAF).
Ao mesmo tempo que ocorreu reducao no teor de agua ao longo do desenvolvimento,
observamos aumento da massa seca das sementes até 116 DAF (Figura 1).

Ao analisarmos os compostos presentes nas sementes, verificamos que os niveis
de agucares soluveis totais ¢ maior aos 49 DAF, sofre uma redugao aos 91 DAF e volta
a aumentar aos 116 DAF (Figura 2A), sendo que o contetido de ciclitois, glicose e
frutose reduzem a medida que as sementes se desenvolvem, enquanto os niveis de
sacarose sao aumentados (Figura 3). J4 os niveis de proteinas soliveis totais (Figura 2B)
e de lipideos totais (Figura 2C), aumentam a medida que a semente se desenvolve.

No inicio do desenvolvimento, aos 49 DAF, o tegumento das sementes de A.
emarginata apresenta varias camadas de células com paredes pécticas (Figura 4A)
pouco espessadas, sendo que as células da camada mais externa apresentam
espessamento parietal um pouco maior. O tegumento das sementes de A. emarginata
apresenta invaginagdes no endosperma, caracterizando um endosperma ruminado
(Figura 4B).

O endosperma aos 49 DAF apresenta células de formatos e tamanhos variados,
paredes delgadas e nucleos evidentes (Figura 4B). Observa-se que as camadas
periféricas do endosperma encontram-se ainda em celularizagdo. Os testes
histoquimicos ndo demonstraram reacdo para amido (lugol) e substincias pécticas,
sendo positivo apenas para proteinas (azul mercurio de bromofenol), mostrando o inicio
do acumulo de proteinas no tecido de reserva das sementes (Figura 4C). As sementes
apresentam em sua constituicao agtcares, proteinas e lipideos (Figura 2), com elevadas
concentragdes de glicose, frutose e ciclitdis enquanto as concentragdes de sacarose eram
baixas (Figura 3).

O embrido apresenta-se globular, formado por células de parede delgadas,
citoplasma denso e nucleos evidentes, caracterizando células em divisao celular (Figura
4D). Neste estadio de desenvolvimento observamos as maiores concentragoes de GAj,
trans-zeatina, IAA e ABA (Figura 6), assim como as maiores atividades da peroxidase
(Tabela 3). Nesta fase, as sementes de A. emarginata ainda ndo haviam adquirido
capacidade de germinar (Tabela 2 e Figura 5).

Com o decorrer do desenvolvimento das sementes observamos aos 91 DAF
aumento na espessura da parede celular no tegumento seminal (figura 4E). O

endosperma encontra-se totalmente celularizado com conteudo celular mais denso
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(Figura 4F). Os testes histoquimicos demonstraram reacdo positiva apenas para
proteinas, evidenciando a deposicao dessa reserva nas células do endosperma (Figura
4G). Além do acumulo de proteinas soluveis totais (Figura 2), observamos também
aumento no niumero de proteinas da embriogénese tardia (LEA), inclusive aquelas com
peso molecular por entre 60 a 40 KDa (Figuras 7B, &C e 7D).

Uma grande mudanga ¢ observada no embrido nesta fase, diferentemente do
inicio do desenvolvimento aos 49 DAF, nele ja se reconhece eixo embrionario e
cotilédones vascularizados (Figura 4F). E adquirida a capacidade de germinacio
(Tabela 2), enquanto a reducdo no contetido de agua das sementes de A. emarginata ¢é
acompanhada do aumento na massa seca (Figura 1).

Com a reducao da divisao celular, os hormonios GAj, trans-zeatina, IAA e
ABA tiveram o seu conteido reduzido nas sementes aos 91 DAF, enquanto foi
observado um pico de GA4, evidenciando a formacdo do sistema vascular (Figura 6).
Quanto ao sistema de enzimas antioxidantes, verificamos reducdo para a atividade da
peroxidase enquanto a peroxidagdo de lipideos € mantida baixa (Tabela 3).

Aos 116 DAF observa-se acentuada lignificagdo nas células do tegumento
seminal (figura 8I). Verificamos também nessa fase do desenvolvimento, aumento na
deposicao de proteinas no endosperma (Figura 8L), enquanto a estrutura do embrido
manteve-se, sendo observado apenas crescimento em comprimento para o embrido
(Figura 8J).

O aumento na massa seca observado aos 116 DAF (Figura 1) ¢ devido ao rdpido
crescimento da semente € do acimulo significativo de aclcares soluveis e lipideos
(Figura 2), indicando fase intermediaria do desenvolvimento. Os niveis de glicose,
frutose e ciclitéis sdo reduzidos significativamente, enquanto o contetido de sacarose
aumenta (Figura 3). A germinacdo manteve-se elevada, porém ocorrendo de modo ndo
sincronizado (Tabela 2 e Figura 5), enquanto a intensidade das proteinas LEA
aumentaram (Figura 7).

Os hormonios GAj3, GA4, trans-zeatina, ABA ¢ IAA tiveram suas concentragoes
reduzidas aos 116 DAF, sendo observado aumento significativo apenas na concentra¢ao
de 6-BA (Figura 6). Quanto a atividade da peroxidase e os niveis de peroxidagdo de
lipideos, observamos que estas varidveis mantiveram-se inalteradas (Tabela 3).

Quando dispersas, aos 133 DAF foram observadas poucas alteragdes
anatomicas, com destaque apenas para o tegumento seminal intensamente lignificado e

o endosperma apresentando evidentes graos de proteinas (Figura 8M). Nesta fase, a
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germinacdo ndo diferiu das porcentagens apresentadas nas demais fases do
desenvolvimento (91 e 116 DAF) (Tabela 2 e Figura 5) e o conteido de proteinas e
lipideos mantiveram-se elevadas (Figura 2). Apesar, da redug¢do no conteudo de
acucares soluveis totais (Figura 2), observamos que os niveis de sacarose mantiveram-
se elevados, enquanto os teores de glicose, frutose e ciclitdis continuaram a reduzir
(Figura 3).

O conteudo de todos os hormonios analisados foi reduzido aos 133 DAF (Figura
6). Nesta fase, houve uma redu¢@o no nimero de bandas de proteinas LEA (Figura 7), a
atividade da peroxidase manteve-se baixa, porém os niveis de peroxidacao de lipideos

apresentaram um aumento significativo.

Discusséo

O desenvolvimento das sementes envolve uma série de eventos anatdmicos e
fisiologicos, sendo observado trés fases distintas (Weber, 2005). A primeira fase
consiste em uma série de divisdes celulares e formagdo do plano béasico do embrido
(Waterworth e Bray, 2007), o que foi observado aos 49 DAF. Nesta fase o embrido das
sementes de A. emarginata apresentava aspecto globular e células com citoplasma
denso caracterizando uma fase de intensa divisao celular (Figura 4). Porém, o embrido
nao esta formado, e por esse motivo ndo ocorre germinacao (Tabela 2), o que coincide
com elevadas concentragdes de ABA (Figura 6), provenientes da planta mae (Kanno et
al., 2012; Finkelstein, 2013).

Aos 49 DAF as sementes apresentavam elevado teor de agua (Figura 1), o qual ¢
requerido para as divisdes celulares, assim como a interacdo entre citocinina (trans-
zeatina), auxina (IAA) e giberelinas (Lulsdorf et al., 2013), garantindo controle do
processo de divisdo e alongamento celular, nas fases de desenvolvimento inicial das
sementes (embriogénese) (Zhao, 2010), principalmente quando os tecidos do embrido
ainda ndo encontram-se totalmente diferenciados (Thomas et al., 2002; Bajguz e
Piotrowska, 2009).

Segundo Singh et al. (2010), giberelinas ativas como a GA |, GA3, GA4, e GA;
regulam o desenvolvimento do embrido e do endosperma, sendo requeridas para a
diferenciagdo e alongamento celular. Conteudo de 4agua elevado, altas taxas de divisdo
celular, inicio da formagao do plano basico do embrido e elevada concentracdo de ABA,
como verificado para as sementes de A. emarginata aos 49 DAF, sdo eventos

caracteristicos da fase I do desenvolvimento das sementes (Gruwez et al., 2013).
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Aos 91 DAF observamos que as sementes ja se encontravam na fase II do
desenvolvimento, uma vez que o embrido apresentava tecidos diferenciados em eixo e
cotilédone (Figura 4), capacidade para germinar, alcancando 77% de germinagdo
(Tabela 2) e aumento na massa seca das sementes (Figura 1), devido principalmente ao
incremento significativo das reservas proteicas, enquanto os agucares soliveis sdo
reduzidos e os lipideos inalterados (Figura 2). Por ser uma fase onde o embrido estd
formado mas ainda ha na semente aumento no numero de células por divisdo celular
(Figura 4), a redu¢do no contetido de agucares verificada (Figura 2), pode estar
relacionada com o fornecimento de energia para manter o desenvolvimento (Mello et
al., 2010).

Além disso, O balango hormonal na fase II (91 DAF) foi favoravel a
germinacdo, uma vez que se verificou redu¢do do ABA e aumento nos niveis de GA4
(figura 6), resultando na germinacao de 77% (Tabela 2), o que reforca a proposta de que
a germinagdo das sementes s6 ocorre quando os niveis de promotores da germinagao,
sao maiores do que os inibidores (ABA) (Rajjou et al., 2012).

Concomitantemente ao inicio do acimulo de reservas (Figura 2) nas sementes
aos 91 DAF observamos também inicio do acimulo de proteinas LEA (Figura 7), o que
segundo Hand et al. (2011), somente ocorreria ao final da maturagao. Aos 91 DAF esse
aumento das bandas de LEA em relacdo aos 49 DAF indica que essas sementes tem
tendéncia a serem tolerantes a dessecagdo, pois este ¢ um dos mecanismos envolvidos
com a capacidade em perder dgua sem gerar danos celulares (Berjak e Pammenter,
2007).

Quanto mais proximo a dispersao (dos 116 aos 133 DAF), maior a reducao no
conteudo de dgua e aumento da massa seca das sementes (Figura 1). O conteudo de
ABA nas sementes de A. emarginata decresce ao longo do desenvolvimento (Figura 6),
sendo observado que aos 116 DAF o maximo actimulo de massa seca nao ¢
acompanhado de um segundo pico de ABA. Este segundo pico de ABA, seria o
responsavel por induzir a sintese de proteinas LEA, actimulo de sacarose e
oligossacarideos, os quais tem fungdo de manter a integridade celular durante a reducao
de 4gua nas sementes (Rajjou et al., 2012; Finkelstein, 2013). Deste modo, em sementes
de A. emarginata a sintese de proteinas LEA e acumulo de sacarose ndo se relacionam
ao aumento de ABA.

Além disto, observamos que o inicio do acimulo de LEA e acimulo de sacarose

nas sementes de A. emarginata ocorre aos 91 DAF (figuras 3 e 7), antes mesmo da
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maxima deposi¢ao de reservas. Sendo assim, a redu¢do no contetido de dgua verificada
aos 91 DAF deve servir como indutor para a producdo e acimulo dessas substancias
osmoprotetoras, permitindo que as sementes percam mais agua, como ocorreu nas fases
seguintes (116 e 133 DAF) sem levar a perda da integridade celular (Taiz & Zeigher,
2013).

Assim, quando as sementes sdo dispersas aos 133 DAF o contetido de agua ¢
baixo (27%), se comparado com o inicio do desenvolvimento (77%) aos 49 DAF
(Figura 1) e a presenca de proteinas LEA e sacarose acumuladas desde os 91 DAF
(Figuras 6 e 7), devem proteger as membranas celulares para que a agua continue sendo
reduzida no ambiente. Além disso, a baixa concentracdo do ABA (Figura 6) aos 133
DAF indica que as sementes sdo dispersas sem dorméncia fisiologica (tabela 2).
Diferente de A. diversifolia e A. purpurea que segundo Ferreira (2011) sdo dispersas
com dorméncia devido a elevada concentracdo de ABA no momento da dispersdo.

No entanto, apesar desta reducdo de ABA até a dispersdo, a germinagdo sé
ocorre na natureza se além das condigdes do ambiente favoraveis a germinacao, as
sementes tenham a capacidade de produzir giberelinas no momento da embebigdo,
sendo, apesar da baixa concentragio de ABA nas sementes, as sementes podem
apresentar dorméncia fisioldgica pela inabilidade em produzir promotores do processo
(Baskin e Baskin, 2004; Bewley, 2013).

Vale ressaltar que todo o processo de desenvolvimento envolve uma série de
eventos, que podem levar ao estresse oxidativo, caracterizado por danos irreversiveis e
até mesmo a morte celular durante a reducao natural do conteudo de agua (Rajjou e
Debeaujon, 2008). Neste contexto, enzimas como a peroxidase e superoxido dismutase,
auxiliam na remog¢do dos radicais livres gerados evitando a peroxidagdo de lipideos e
danos celulares (Buitink e Leprince, 2008). Dessa forma, durante o desenvolvimento
das sementes de A. emarginata a baixa atividade das enzimas POD e SOD foi suficiente
para manter o estresse oxidativo controlado (Tabela 3).

Assim, o estudo do desenvolvimento das sementes de A. emarginata demonstrou
fase I (49 DAF) caracterizada pela presenga de CK, AX e GA, garantindo a divisdo
celular, a fase II (91 DAF) caracterizada pelo embrido completo, inicio da deposi¢ao de
reservas € de moléculas osmoprotetoras, e a fase Il iniciada aos 116 DAF quando
ocorre 0 maximo acumulo de massa seca, sendo seguida da dispersdo aos 133 DAF,

com o embrido completo, desenvolvido e sem dorméncia evidente devido a reducdo do

ABA.
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A partir do estudo fica evidente que as sementes de A. emarginata nao
apresentam dorméncia morfologica, uma vez que o embrido ¢ disperso completo, nem
dorméncia fisioldgica, pois as sementes apresentam elevado potencial germinativo no
momento da dispersdo (133 DAF). Desta forma, a dorméncia sazonal relatada nas
sementes de A. emarginata pode ter sido estabelecida apods a dispersao, o que seria uma
dorméncia secundaria, causada por algum nivel de estresse, ou a coleta ter sido

realizada antes das sementes atingirem maturidade fisioldgica.

Concluséo
Concluimos que o a maturidade fisiologica das sementes de A. emarginata ¢é

alcancada aos 116 DAF e quando dispersas aos 133 DAF ndo apresentam dorméncia.
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Tabela 1: Massa (mg), didmetro (mm), comprimento (mm), pH, sélidos soluveis totais
(°Brix) e massa seca das sementes (mg) dos frutos de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias ap6s a floragdo), ciclo 2010/2011 e 2011/2012.

Sélidos Massa seca
Dias Apods Soluveis Sementes
Floracéo Massa  Didmetro Comprimento pH (°Brix) (mg)
(DAF) (mg) (mm) (mm)
Ciclo 2010/2011
49 227,95 c 36,75 ¢ 3197b 5,49 a 4,71 ¢ 0,47 b
91 34447 b 41,76 b 36,04 a 5,88 a 8,08 b 0,86 b
116 487,02 a 45,37 a 38,62 a 447D 11,04 a 1,60 a
133 367,48 b 39,94 b 36,97 a 448 b 9,89 ab 1,42 a
C.V (%) 14,05 5,49 7,11 5,72 26,57 5,30
Ciclo 2011/2012
49 23795 ¢ 33,75 ¢ 30,97 b 5,40 a 4,71 ¢ 0,37 b
91 340,47 b 41,76 b 34,04 a 5,80 a 8,00b 0,76 b
116 467,02 a 46,37 a 35,62 a 442D 11,05a 1,50 a
133 327,48 b 32,94 b 36,97 a 443D 9,79 ab 1,32 a
C.V (%) 14,05 5,49 7,11 5,72 26,57 5,30

Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

100 2,0
l [ 1,8
80 - T I r 1,6
\i I 1,4
60 -
— r12
S R
~ - 1,0
40 A
r 0,8
20 A r 0,6
r 0,4
0 T T T T 0,2
49 91 116 133
DAF

EE Teor de agua
1 Germinacao
—e— Massa Seca das Sementes

Figura 1: Teor de agua (%), germinagdo (%) e massa seca das sementes de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 ¢ 133 DAF (dias apos a floracao).
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Figura 2: Acimulo de massa seca (g), A: contetido de agtcares soliveis totais (mg g'1
MS), B: proteinas soluveis totais (mg g MS) e C: lipideos totais (mg g MS) das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias
apos a floracdo).
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Figura 3: Perfil de agucares soluveis (mg g'] MS) A: glicose, B: sacarose, C: frutose e
D: ciclitois, das sementes Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer aos 49, 91, 116 e 133
DAF (dias apos a floragao).



Figura 4: Semente de Annona emarginata. Secgdes transversais (A-C, E, G-H).
Seccdes longitudinais (D, F). A-D. 49 DAF (dias apos a floragdo). A.
Tegumento seminal. B. Tegumento seminal e endosperma (,: endosperma em
celularizagdo). C. Detalhe do endosperma, submetido ao teste histoquimico
com Azul Mercurio de Bromofenol. D. Embrido. E-H. 91 DAF (dias apés a
flora¢do). E. Tegumento seminal. F. Endosperma e embrido. G. Detalhe do
endosperma, submetido ao teste histoquimico com Azul Mercurio de
Bromofenol. H. Detalhe do embrido. Barra de escala=50pum (C, D, E), 100um
(A, G, H), 150um (F), 500um (B). (seta: espessamento da parede celular das
c¢lulas do tegumento; ponta de seta: acimulo de proteina; co: cotilédone; ee:
eixo embrionario; em: embrido; en: endosperma; pr: procambio; te: tegumento
seminal).
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Tabela 2: Germinagdo (%), tempo médio de germinagdo [TMG (dias)], indice de
velocidade (IVG) e sincronizagao (U) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias ap6s a floragao).

Dias Apds
Floracao G TMG VG U
(DAF) (%) (dias)
49 0Ob 0,00 ¢ 0,00 b 0,00 ¢
91 77 a 32,58 a 16,70 a 2,22b
116 75 a 36,46 a 9,93 ab 4,28 a
133 82 a 25,27b 7,69 ab 221b
C.V (%) 14,38 10,56 64,46 14,52

Médias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 5: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria

(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) ao longo do desenvolvimento das sementes.
A: 91 DAF, B: 116 DAF e C: 133 DAF (dias ap6s a floragdo).

Tabela 3: Atividade especifica da peroxidase [POD (umol.min mg'l)], superoxido
dismutase [SOD (U mg™)] e teores de lipoperoxido (nmol MDA g MS) das sementes
de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias apds a
floragao).

Dias Ap6s Floragdo POD SOD Lipoperoxido
(DAF) (umol.min mg™) (Umg") (nmol MDA g MS)
49 0,010 a 0,372 a 5,056 b
91 0,003 b 0,144 a 3,838 b
116 0,002 b 0,204 a 5,563 b
133 0,002 b 0,167 a 9,930 a
C.V (%) 29,61 43,11 17,67

Meédias seguidas de mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 6: Perfil Homonal (ng g'1 MS) e germinacdo (%) das sementes de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer. A: GAj;, B: 6-BA, C: GA4, D: trans-zeatina, E: ABA,
F: IAA aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias ap0s a floracao).
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Figura 7: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer. A: 49 DAF (dias apés a floracao),
B: 91 DAF, C: 116 DAF e D: 133 DAF com agua inicial. Barras de desvio padrao
comparando os diferentes pesos moleculares.
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T

Figura 8: Semente de Annona emarginata. Secgdes transversais (I, K-O). Secg¢ao
longitudinal (J). I-L. 116 DAF (dias apds a floragdo). I. Tegumento seminal. J.
Endosperma e embrido. K. Detalhe do endosperma, mostrando células com citoplasma
denso. L. Detalhe do endosperma, submetido ao teste histoquimico com Azul Merctrio de
Bromofenol. M-O. 133 DAF (dias apds a floragdo). M. Tegumento seminal. N. Detalhe do
endosperma, mostrando células com citoplasma denso. O. Detalhe do endosperma,
submetido ao teste histoquimico com Azul Mercurio de Bromofenol. Barra de
escala=50um (0O), 100um (I, K, L, M, N), 500um (J). (seta: espessamento da parede
celular das células do tegumento; ponta de seta: acimulo de proteina; co: cotilédone; ee:
eixo embriondrio; em: embrido; te: tegumento seminal).
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SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLTDL.) H. RAINER TOLERAM A
DESSECACAOQ??

3 Artigo nas normas do periddico: Journal of Experimental Botany.
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Resumo: A classificagdo quanto a sensibilidade das sementes a secagem est4 dividida
entre sementes tolerantes e intolerantes ao processo. A espécie Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria) ¢ amplamente usada como portaenxerto
para atemoéia (Annona cherimola Mill. X Annona squamosa L.) e sugere-se que a
semeadura dessa espécie seja realizada logo apos a extracdo das sementes, indicando
que essas nao toleram a secagem. O objetivo do trabalho foi avaliar se as sementes de A.
emarginata toleram a desseca¢do e quais os mecanismos envolvidos no processo. O
experimento foi realizado com delineamento experimental inteiramente casualizado em
esquema fatorial duplo 5 teores de agua x 4 épocas de armazenamento. Foram
realizadas coletas aos 49, 91, 116 e 133 DAF e as sementes provenientes desses
diferentes estadios de maturagdo foram submetidas a secagem em estufa a 32°C at¢ 20,
15, 10 e 5% de agua. Apos a secagem em cada época de coleta as sementes passaram
por analises bioquimicas (aglcares soliveis totais; proteinas LEA; atividade da
peroxidase; atividade da superoxido dismutase; teores de lipoperoxido, quantificacao
hormonal). Os dados foram submetidos a analise de variancia (teste F) e as médias
comparadas pelo teste de Tukey a 5%. As sementes com 91 DAF apresentam elevada
porcentagem de germinagdo (77%) no entanto ndo toleram secagens que reduzam o teor
de agua a 10 e 5%. Essa tolerancia ¢ verificada aos 116 DAF e se mantém até a
dispersdo (133 DAF). Concluimos que as sementes de A. emarginata toleram a

dessecacdo a partir dos 116 dias apds a floracao.

Palavras-chave: araticum-de-terra-fria, protecdo a membranas, agucares soluveis,

proteinas LEA, sistemas antioxidantes, niveis hormonais.
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Introducéo

As sementes correspondem a um complexo método de reprodugdo sexuada
presentes em plantas vasculares (Linkies et al., 2010). O estudo do controle das
alteracdes fisiologicas que ocorrem ao longo do desenvolvimento, secagem e
armazenamento das sementes, sdo importantes tanto para manter a germinagao ao longo
do tempo quanto para a preservagdo das espécies em bancos de germoplasma (Barbedo
et al. 2002; Barbedo et al. 2013).

A base da classificagdo quanto a sensibilidade das sementes a secagem e ao
armazenamento foi proposta inicialmente por Roberts (1973) e estd dividida entre
sementes tolerantes e intolerantes ao processo. Quando as sementes apresentam
tolerancia a dessecacdo sao denominadas como ortodoxas, € estas sdo as sementes que
na fase final da maturagdo passam por uma secagem pré-programada e provavelmente
dependem desse processo para redirecionar seu metabolismo, tendo como finalidade a
germinagdo (Black & Pitchard, 2002). Estas sementes quando secas reduzem seu
metabolismo e permitem que sejam armazenadas a baixas temperaturas por um longo
periodo até que as condigdes do meio sejam favoraveis a germinacao (Kermode, 1990;
Walters 2000; Samarah et al., 2010).

As sementes intolerantes por sua vez, nao reduzem o contetdo de agua no final
do seu desenvolvimento, sendo dispersas com elevados teores de agua (acima de 40%),
metabolismo ativo e completa capacidade de germinagdo, podendo germinar quando
ainda estdo ligadas a planta mae (Berjak e Pammenter, 2008). Evolutivamente estas
sementes encontram-se em ambientes de agua abundante, ndo havendo a necessidade de
interrupgao no processo de estabelecimento de novas plantas (Barbedo et al., 2013).

Para que uma semente consiga tolerar a retirada de agua durante a fase final do
desenvolvimento (90% a 95%) s@o necessarios alguns pré-requisitos, os quais envolvem
mudangas na estrutura e reorganizagao celular (Pérez et al. 2012). Esta capacidade foi
adquirida com o tempo e envolve complexos mecanismos, dentre eles destaca-se a
presenca de proteinas da embriogénese tardia (LEA), actcares soliveis e um sistema
antioxidante eficiente, sendo que todos estes mecanismos agem conjuntamente na
prote¢do dos componentes celulares durante a perda de agua (Walters, 2000; Moore et
al., 2009).

As proteinas LEA e os agucares soluveis (sacarose, rafinose e estaquiose),
apresentam caracteristica hidrofilica e durante a perda de 4gua pela semente agem como

moléculas osmoprotetoras, evitando que ocorram danos a membrana durante a
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embebicdo (Pammenter e Berjak, 2000; Uemura & Steponkus, 2003; Leduc et al.,
2012).

A espécie Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer pertence a familia
Annonaceae, ¢ popularmente conhecida como araticum-de-terra-fria e ¢ nativa do
territorio brasileiro. A planta comporta-se bem em solos secos e tém resisténcia a solos
umidos (Tokunaga, 2000; Rainer, 2007). A importancia desta espécie esta relacionada
com sua rusticidade, o que justifica seu uso em programas de melhoramento genético e
como portaenxerto para espécies da familia Annonaceae. Quando utilizada como
portaecnxerto para atemoia (Annona cherimola Mill. X Annona squamosa L.) e
cherimoia (Annona cherimola Mill.), proporciona maior compatibilidade entre enxerto e
portaenxerto, vigor a copa e resisténcia aos fungos, a podridao de raizes e as brocas que
atacam o colo das plantas (Kavati, 2013; Bonaventure, 1999; Tokunaga, 2000).

Ha evidencias de que A. emarginata possam ser secas até 12% de agua, e a
sacarose parece ser o acucar mais relacionado a tolerdncia a dessecagdo apresentada
(Corsato et al., 2012). No entanto, ndo estdo claros os mecanismos de tolerancia a
dessecagdo envolvidos e nem o momento durante o desenvolvimento no qual a
tolerancia ¢ adquirida.

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar se as sementes de A. emarginata

toleram a dessecagdo e quais os mecanismos envolvido no processo.

Material e Métodos

Os experimentos foram desenvolvidos no laboratério de Fisiologia da
Germinacao e Dorméncia de Sementes do Departamento de Botanica da Universidade
Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de Botucatu — SP.

Durante o periodo de floragdo das plantas de araticum-de-terra-fria (outubro de
2010 e outubro de 2011), foram marcadas matrizes no Nucleo de Produ¢ao de Mudas da
CATI, localizado em Sao Bento do Sapucai — SP (22° 41'20" sul e a uma longitude 45°
43' 51" oeste, altitude de 886 metros). Foram determinadas cinco épocas de coleta: 49,
91, 116 e 133DAF (dias ap0s a floragdo), as quais abrangeram o desenvolvimento, até a
dispersdo das sementes.

A determina¢do do teor de agua inicial das sementes de A. emarginata
provenientes de cada época de coleta foi realizada utilizando quatro repeticoes de 25
sementes por parcela. As sementes foram acondicionadas em estufa de secagem com

circulagdo forcada de ar a temperatura de 103°C durante 17 horas (Ista, 2004). Os
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resultados do teor de dgua das sementes foram expressos em porcentagem (%), com
base no peso umido das sementes conforme a metodologia descrita pela Ista (2004).

As sementes foram submetidas a teste de germinagdo em esquema fatorial 4x5
(épocas de desenvolvimento x niveis de secagem), totalizando 20 tratamentos com
quatro repeticdes de 15 sementes por parcela. As sementes provenientes de cada época
de coleta (49, 91, 116 e 133 DAF) do desenvolvimento e apresentando teor de agua
inicial e reduzido para 20%, 15%, 10% e 5% em estufa de circulagdo forcada de ar a
temperatura de 32°C, foram colocadas para germinar em papel Germitest umedecido
com agua destilada na propor¢do de duas vezes e meia o peso do papel seco (Brasil,
2009), em camara de germinacdo com temperatura e fotoperiodo alternados, 20°C
durante 18 horas de escuro e 30°C por seis horas de claro (Costa, 2009).

As avaliagdes foram constituidas de contagem do numero de sementes
germinadas a cada dois dias, sendo considerado como germinada aquela que apresentou
pelo menos 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976). Foram calculadas as porcentagens,
tempo médio (Edmond e Drapala, 1958), indice de velocidade (Silva e Nakagawa,
1995), frequéncia e sincronizacdo da germinag¢do (Laboriau e Agudo, 1987) e a
porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).

Para as analises bioquimicas o delineamento foi em esquema fatorial 4x5
(épocas de desenvolvimento x niveis de secagem). Foram coletadas trés repetigdes de
10 sementes por parcela, as quais foram previamente maceradas em nitrogénio liquido e
armazenadas em ultra freezer a temperatura de -80°C até o momento das andlises

descritas a seguir.

Acucares solaveis

Para a extracdo dos agucares soltveis foram utilizados 100mg de semente inteira
macerada, foi acondicionada em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL de etanol
80% na proporcao de 10:1. Os tubos foram incubados em banho a 80°C por 15 minutos
(Dubois et al., 1956). Apds incubacdo, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15
minutos e o sobrenadante transferido para tubos com capacidade de 5 mL. O mesmo
procedimento foi repetido duas vezes com o substrato restante ¢ o volume final do
extrato foi ajustado para 3mL. A unido dos trés sobrenadantes resultou no extrato com a
fragdo de acucares soluveis que foi analisada.

Ap6s a extragdo do material foi realizada a determinacdo dos agtlicares soltveis

totais pelo método do fenol sulfurico (Dubois et al., 1956). Para a purificagdo das



63

amostras foi utilizado 1ml de amostra, a qual passou em resina cationica e anidnica. O
pH das amostras foi corrigido com hidréxido de amoénio e acido cloridrico e,
posteriormente, estas foram armazenadas em freezer (Garcia et al., 2006). As amostras
foram liofilizadas e suspendidas em 1ml de agua deionizada. As amostras foram
aplicadas na coluna de dosagem CARBO PACI (2 x 250 mm) e, entdo, determinado o

perfil de agucares soluveis das amostras (Garcia et al., 2006).

Proteinas LEA

Para a extragdo de proteinas LEA foi seguida a metodologia descrita por Rosa et
al. (2005). As sementes inteiras foram maceradas em tampao de extragdo 50 mM Tris-
HCI (pH = 7,5), 500 mMNaCl, 5 mM MgCl, e 1 mM do inibidor de protease PMSF na
proporcdo de 1:10 (peso do material: volume do tampao). O material foi centrifugado a
12000 rpm a 4°C por 45 minutos e o sobrenadante incubado em banho Maria a 85°C
por 15 minutos. As amostras foram novamente centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 30
minutos e o sobrenadante resultou na fragdo de proteinas LEA.

80 nL de tampdo da amostra (2,5 mL de glicerol, 0,46g SDS, 20mg de azul de
bromofenol, Tris-HCI pH = 7,5) foram adicionados em 20 pL de cada extrato, seguido
de uma incubagdo em banho-maria com agua em ebuli¢do por cinco minutos. Foram
aplicados 10 pL de cada amostra em gel de poliacrilamida 12,5% (gel separador) e 4%
(gel de empilhamento). A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical a
temperatura ambiente e voltagem constante de 50V por cinco horas. Apds a corrida, os
géis foram corados em solugdo de Comassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e
descoradas com solu¢do de etanol a 5%, acido acético 10% e agua 85%, conforme
Alfenas (1988).

Os géis foram salvos e suas imagens digitalizadas através do Image Master VDS
e software analisador de imagens do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de
Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu - SP. O programa foi utilizado para
determinar o IOD (intensidade de densidade Optica de cada banda proteica) e os

resultados foram expressos em intensidade de bandas.

Lipideos Totais
A quantidade de lipideos presente nas sementes de A. emarginata foi obtida pela

extragdo com hexano em um aparelho extrator Soxhlet por 8 horas (método descrito

pela AOCS Bc 3-49 (AOCS, 1993)). Para 1 grama de semente inteira macerada, 130 ml
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do solvente foram utilizados. Apds a extragdo, o solvente foi evaporado através de um
rotavapor. O método foi repetido mais trés vezes ¢ a fracdo de lipideos totais

determinada pela massa de lipideos gerada.

Proteinas sollveis totais

Para a extracdo das proteinas soluveis totais foi seguida a metodologia de Kar e
Mishra (1976). Foram utilizados 600 mg de sementes inteiras, as quais foram trituradas
em nitrogénio liquido homogeneizados com a auxilio de um almofariz em 5SmL de
tampdo de extragio fosfato de potassio 0,1 mol L pH 6,8. O macerado centrifugado a
12000 rpm por 40 minutos. A determinacao das proteinas soluveis totais foi realizada

pelo método de Bradford (1976).

Atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com as condi¢des citadas
no trabalho de Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto de 100 uL de
extrato enzimatico diluido no tampao de extracdo; tampao fosfato de potassio 50 mmol
L™ pH 6,5; pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L" e peréxido de hidrogénio (H,0,)
5 mmol L. A reacfo foi conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos e resulta na
formacdo de purpurugalina, a qual foi medida em espectofotometro UV-visivel a 430nm
e seu coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol L' c¢m™) foi usado para calcular a

atividade especifica da enzima, expressa em umol de purpurugalina min” de proteina.

Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi realizada pelo método de Beauchamp e Fridovich
(1971), citados por Bor et al. (2003). O sistema de reagdo ¢ foi composto de 30uL de
extrato enzimdtico, tampao fosfato de so6dio 50 mmol L! pH 7,8, mistura
“nitrobluetetrazolium” (NBT) 33 pmol L' + EDTA 0,66 mmol L' (5:4) e mistura L-
metionina 10 mmol L™ + riboflavina 3,3 mol L (1:1), totalizando um volume de
3,0mL. Ap6s iluminacdo dos tubos por 5 minutos a 25°C, a redugdo do NBT a “blue
formazan” foi medida em espectrofotometro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD

. -1 ’
foi expressa em U mg de proteina.
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Teores de lipoperoxido

Os niveis de peroxidacao de lipideos foram avaliados utilizando a metodologia
de Heath e Packer (1968). Para isso, foram utilizados 100 mg de sementes inteiras as
quais foram maceradas em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de reagdo
constituido por 4cido tiobarbiturico (0,25%, m/v) e 4cido tricloro acético (10%, m/v). A
solucao foi acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho-maria a
95°C por 1 hora. A solugdo resultante foi centrifugada a 12000 rpm por 40 minutos a
25°C. A leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro em dois
comprimentos de onda 532 e 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado

foi calculado utilizando um coeficiente de extincdo de 155 mM™ cm™.

Hormonios

Para a extracdo e quantificacdo dos hormonios (ABA, GAjz, GA4, [AA, 6-BA,
trans-zeatina ¢ IBA) foi adaptada a metodologia de Ma et al., 2013. Foram utilizados
100mg de material acondicionado em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL da
solu¢do contendo: 40mL de metanol: 40mL de acetonitrila : 20mL de 4gua MIlli-Q :
ImL de 4cido acético, na propor¢ao de 10:1. Os tubos foram agitados em Vortex por 2
minutos, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos € o sobrenadante
transferido para tubos com capacidade de 2mL. O mesmo procedimento foi repetido
mais uma vez com o substrato restante e o volume final do extrato foi ajustado para
2mL. A unido dos dois sobrenadantes resultou no extrato com a fragdo de hormonios
que foi analisada por cromatografia de alta performance (HPLC).

A separacdo cromatografica foi feita em um HPLC Shimadzu modelo
Prominence composto dos seguintes modulos: Desgaseificador de fase movel DGU-
20A, sistema de bombeamento quaternirio composto pelas bombas LC-20AD,
autoamostrador modelo SIL-20ACHT, controlador CBM-20A e forno para colunas
modelo CTO-20AC. Foi usada uma coluna Sinergi 2.5 um Hydro RP-100A 50x4.6mm.
A coluna foi mantida a temperatura de 40°C durante as determinagdes. O efluente da
coluna foi introduzido em um Espectrometro de Massas do tipo Triploquadrupolo
(MS/MS) marca AB Sciex modelo 4500 equipado com fonte de ionizacao tipo ESI

(eletrospray) na interface.
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Resultados

Os dois ciclos estudados (outubro de 2010 e outubro de 2011) apresentaram o
mesmo padrdo de resposta, por esse motivo os resultados apresentados a seguir refere-se
apenas ao ciclo referente a outubro de 2010 até fevereiro de 2011.

A medida em que os frutos foram se desenvolvendo, as sementes de A.
emarginata foram reduzindo o teor de dgua e aumentando a massa seca até 0 momento
da dispersao dos frutos aos 133 DAF. Observamos que apos 49 dias do florescimento,
as sementes apresentavam teor de agua inicial de 77% e ndo haviam adquirido a
capacidade para germinar (Tabela 1).

Aos 91 DAF o teor de 4gua das sementes era de 59% e a germinacdo de 77%.
Aos 116 DAF o teor de 4gua era de 35% e aos 133 DAF de 27% e a porcentagem de
germinagdo ndo foi alterada, mantendo-se em 75% e 82% respectivamente.

Com a secagem, as sementes aos 91 DAF permitem reducdo no teor de agua até
15%, e as sementes aos 116 e 133 DAF permitem secagem até 5% de 4gua, mantendo
70% de germinagdo (Tabela 1).

Apesar das sementes germinarem aos 91 DAF, a secagem realizada reduziu a
porcentagem e o indice de velocidade de germinagdo. Enquanto que para as sementes
aos 133 DAF a secagem nao interfere na germinacao e reduz o tempo médio necessario
para que o processo ocorra, sendo possivel obter plantulas em um menor espago de
tempo (Tabela 1). Porém em todas as épocas de coleta, quando as sementes foram secas,
a sincronizacao da germinagdo foi reduzida, o que resultou em germinagao espalhada ao
longo do tempo, conforme verifica-se nos graficos de frequéncia (Figuras 1, 2 e 3).

Verificamos que ao longo do desenvolvimento das sementes desta espécie,
houve acimulo de reservas (proteinas soluveis, acucares soluveis e lipideos) e que a
secagem artificial até 5% de 4gua, levou a uma reducdo no contetido de proteinas
soluveis aos 91 DAF e reducao de agucares soluveis totais aos 49 DAF, enquanto o
conteudo de lipideos nao foi alterado (Tabela 2).

O perfil de agucares soluveis totais demonstrou auséncia de rafinose e estaquiose
em todas as fases do desenvolvimento. Os niveis de ciclitois e glicose reduzem,
enquanto os niveis de sacarose aumentam até os 91 DAF e se estabilizam entre 116 e
133 DAF (Figuras 4, 5, 6 ¢ 7).

Apds a secagem artificial das sementes aos 49, 91, 116 e 133 DAF, observamos
que a sacarose ¢ mais elevada quando as sementes sdo secas até 20 e 15% de agua,

enquanto os niveis de glicose e frutose sdo reduzidos, o que demonstra a conversao
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entre esses acucares (Figuras, 4, 5, 6 e 7). Os niveis de ciclitdis apresentam tendéncia de
redugdo apos a secagem das sementes.

Em relacdo a presenga de proteinas da embriogénese tardia (LEA), verificamos
que, ao longo do desenvolvimento ocorreu um aumento no numero de bandas e também
na intensidade dessas proteinas até aos 116 DAF quando foi detectado a tolerancia a
dessecagdo nas sementes de A. emarginata (Figuras 8,9 10 ¢ 11).

Quanto maior o numero de bandas de proteinas LEA nas sementes recém
colhidas (teor de agua inicial) (Figuras, 8, 9, 10 e 11 A), maior a capacidade dessas
sementes permitirem a secagem, como verificado aos 116 DAF (Figura 10). Apds esse
periodo, as sementes sao dispersas com um menor numero de bandas (Figura 11) e com
a secagem também ha um aumento no nimero e na intensidade de bandas, mantendo a
elevada porcentagem de germinagao.

Nao foram observadas variagdes na atividade das enzimas antioxidantes (POD e
SOD) com a secagem das sementes. No entanto, sdo observadas variagdes nos teores de
lipoperoxido durante o desenvolvimento, sendo que nas fases iniciais do
desenvolvimento (49 DAF) os danos celulares sdo maiores (Tabela 3).

No inicio do desenvolvimento, a presenca de GAj;, GA4, IAA e trans-zeatina
estao relacionadas com a divisdo celular das sementes, uma vez que essas ainda ndo
estao completas (Figura 12). Nesta fase também verificamos que a concentragdao do
ABA ¢ elevada. A medida que as sementes atingem a tolerdncia a dessecagdo (116
DAF) o ABA ¢ reduzido e observa-se a presenca de GAj, GA4 e as citocininas, trans-

zeatina e 6-BA (Figura 12).

Discusséo

A redugdo natural no teor de agua das sementes de A. emarginata ao longo do
desenvolvimento e em especial na proximidade da dispersao, indica um preparo dessas
sementes para as possiveis condi¢des adversas no ambiente o que sugere que essas
sementes sejam ortodoxas (Roberts, 1973; Walters, 2000). Além do que, essa reducdo
natural do teor de agua tem por objetivo, reduzir o metabolismo para que essas sementes
sejam dispersas com dorméncia ou quiescéncia (Barbedo et al., 2013).

Apesar da redugdo no contetdo de agua, sementes aos 133 DAF sdo dispersas
com 27% de agua, o que ¢ elevado se compararmos com sementes classificadas
tradicionalmente como ortodoxas (soja, milho, feijao), que sdo dispersas com cerca de

12% de dgua. Ao mesmo tempo, o teor de d4gua observado no momento da dispersao
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também ndo se assemelha as sementes recalcitrantes, que sdo dispersas com teor de
agua ao redor de 70% (Roberts, 1973; Walters, 2013).

Além da capacidade natural em reduzir o teor de agua até o momento da
dispersdo, para ser considerada tolerante a dessecagdo, ha necessidade de que as
sementes mantenham a sua capacidade germinativa depois de serem secas até reduzidos
teores de agua (5%) (Roberts, 1973). A capacidade dessas sementes em reduzir
naturalmente o teor de dgua e/ou permitir secagem ap6s a dispersdo, esta relacionada
com complexos mecanismos (Hoekstra e Buitink, 2001) que envolvem o actimulo de
acucares soluveis, proteinas da embriogénese tardia e sistemas antioxidantes, regulados
direta ou indiretamente pelo balanco hormonal (Walters, 2000; Pammenter e Berjak,
2007).

A tolerancia a dessecacdo das sementes de A. emarginata ¢ verificada aos 116
DAF, momento em que as sementes podem ter o contetido de dgua reduzido até 5%,
enquanto a germinagdo ¢ mantida em 70%, ndo diferindo da testemunha (sementes com
teor de agua inicial 35%). Tal tolerancia ¢ mantida aos 133 DAF quando o fruto ¢
disperso.

Dessa forma, parece padrdo para a espécie a capacidade de tolerar redugdes no
teor de agua até cerca de 10-5%, dependendo do estddio de desenvolvimento das
sementes, uma vez que em experimento anterior foi observado a possibilidade de
reducdo no teor de agua das sementes de A. emarginata até 12%, com porcentagem de
germinagdo de 57,5% (Corsato et al., 2012). Outra espécie que também suporta a
retirada de agua é a Annona glabra L., a qual apresenta comportamento tipico de
sementes ortodoxas, com 90% de germinagdo em teores de agua reduzidos para 5%
(Carvalho et al., 2001).

Os agucares soliveis apresentaram papel importante na tolerdncia a dessecagao
das sementes de A. emarginata, uma vez que atuam como moléculas osmoprotetoras,
podendo substituir a camada de hidratagdo das membranas quando estas sdao perdidas
pela secagem, evitando assim danos estruturais (Blackman et al., 1992). Nesse caso,
foram observados para as sementes de A. emarginata aumento nos niveis de sacarose
até os 91 DAF e estes se estabilizam entre 116 e 133 DAF, assim como aos 49, 91, 116
e 133 DAF, observamos que a sacarose € o agucar mais elevado quando as sementes sao
secas até 20 e 15% de agua, indicando assim que esse agucar esta envolvido na

tolerancia a dessecagdo apresentada pela espécie.
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Além da sacarose, os oligossacarideos rafinose e estaquiose, sao
corriqueiramente relacionados com a tolerancia a dessecagdo em sementes ortodoxas
(Leduc et al., 2012), porém, as sementes em estudo ndo apresentam esses agucares em
sua constituicdo e nem por isso deixaram de tolerar a secagem até 5% de dgua aos 116 ¢
133 DAF, indicando que a auséncia desses agucares ndo impede que as sementes
tolerem a dessecacao.

A tolerancia a dessecacdo nas sementes de A. emarginata também pode ser
relacionada a participagdo das proteinas LEA (Wise e Tunnaclife, 2004; Moore et al.,
2009). Um aspecto que chama a atencdo nos resultados ¢ que as sementes ao longo do
desenvolvimento, ao apresentarem reducdo natural do teor de 4gua, tiveram a
quantidade de proteinas LEA aumentadas em numero e intensidade de proteinas com
pesos moleculares por volta de 60 a 25 KDa, sendo que o declinio da d4gua nas sementes
poderia levar a producdo dessas proteinas (Hu et al., 2009), aspecto esse comprovado,
uma vez que em todos os estadios de desenvolvimento a secagem artificial das sementes
também levou a esse aumento das LEA (Figuras 9, 10 e 11).

Garnczarska et al. (2008), trabalhando com sementes de ervilha, demonstraram
que proteinas de peso molecular de 35, 30 e 29 KDa foram identificadas a medida que
as sementes se desenvolvem. Estas proteinas, segundo Gay et al. (2005), nao
apresentam atividade catalitica e, assim, assumem um papel de protecao as células a
medida que estas vao perdendo agua.

Porém a produgdo dessas proteinas nas sementes ndo ¢ regulada apenas pela
redu¢do no conteudo de dgua nas sementes. O ABA, hormoénio vegetal presente ao
longo de todo o desenvolvimento das sementes de A. emarginata (Figura 12), também
estd relacionado a regulagdo da sintese das proteinas da embriogénese tardia (Taiz e
Zeiger, 2013).

Normalmente ao longo do desenvolvimento das sementes ¢ comum verificar
dois picos de ABA (Liu et al., 2010). O segundo pico de ABA esta relacionado com a
sintese e acimulo de substincias que permitem a semente reduzir 4gua no final do
desenvolvimento sem gerar danos ao sistema de membranas (sacarose, rafinose,
estaquiose e proteinas LEA) (Rajjou et al, 2012; Finkelstein, 2013). Porém em
sementes de A. emarginata observamos que o conteudo de ABA ¢ reduzido ao longo do
desenvolvimento, mas mesmo sem um segundo pico de ABA, ha acumulo de proteinas
LEA e sacarose. Assim, verificamos nao houve a necessidade de um aumento no

conteido de ABA para que as sementes adquirissem tolerancia a dessecacao aos 116
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DAF, apenas o contetido presente nas sementes, associado a redu¢do no contetido de
agua foi suficiente para desencadear o processo.

Um outro mecanismo relacionado a capacidade das sementes tolerarem a
secagem ¢ a capacidade dos sistemas antioxidantes eliminarem radicais livres gerados
pelo metabolismo celular evitando danos as membranas (Pamplona, 2008). As proteinas
e os lipideos constituintes da membrana, de um modo geral, parecem ser os principais
alvos para o ataque de radicais livres. Normalmente, os radicais livres sdo formados
durante a respiragdo celular e eliminados por sistemas antioxidantes, que evitam que
esses reajam com proteinas e lipideos, gerando danos celulares (Pukacka et al., 2011).

Nas sementes de A. emarginata, as analises de sistemas antioxidantes
demonstraram que a secagem ndo levou a aumentos na atividade das enzimas POD e
SOD (Tabela 3), o que sugere auséncia de estresse adicional durante a secagem, uma
vez que o sistema antioxidante estava ativo exercendo sua func¢do protetora em evitar
danos ao sistema de membranas (Rajjou e Debeaujon, 2008), o que permitiu a
manuten¢do da sua integridade aos 116 e 133 DAF até 5% de agua e consequente

germinacdo quando as sementes foram reidratadas (Tabela 1).

Concluséo
A presenca de sacarose e proteinas LEA comprovam que as sementes de A.

emarginata sao tolerantes a dessecagao a partir dos 116 dias apo6s a floragao.
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Tabela 1: Germinagido (%), tempo médio de germinagdo [TMG (dias)], indice de
velocidade de germinagdo (IVG) e sincronizacao (U) das sementes de Annona
emarginata (Schitdl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias apos a floragao)
submetidas a niveis de secagem a 32°C.

49 91 116 133
G (%)

Inicial 0aB 77 aA 75 abA 82 aA
20% 0aC 70 aAB 58 bB 88 aA
15% 0aB 73 aA 80 aA 72 aA
10% 0aC 15bC 80 aA 50 bB
5% 0aC 25bB 70 abA 70 abA

C.V (%) 21,25
TMG (dias)

Inicial 0,00 aC 32,58 aAB 36,46 aA 25,27 aB
20% 0,00 aC 21,57 bB 35,85 aA 13,65 bcB
15% 0,00 aC 26,72 abAB 32,54 aA 18,67 abB
10% 0,00 aD 2425 abB 3492 aA 11,73 beC
5% 0,00 aB 27,66 abA 31,04 aA 7,45 cB

C.V (%) 23,16
IVG

Inicial 0,00 aB 16,70 bcA 9,93 aAB 7,69 aAB
20% 0,00 aB 37,01 aA 9,88 aB 10,88 aB
15% 0,00 aB 21,95 bA 19,20 aA 4,64 aB
10% 0,00 aB 6,88 cAB 15,76 aA 2,65 aB
5% 0,00 aB 10,94 bcAB 19,78 aA 5,51 aB

C.V (%) 61,67
U

Inicial 0,00 aC 2,22 aB 4,28 aA 2,21 aB
20% 0,00 aC 1,49 abAB 1,95 bA 1,08 bB
15% 0,00 aC 2,14 aA 2,07 bA 0,93 bB
10% 0,00 aB 0,71 bB 2,20 bA 0,46 bB
5% 0,00 aC 1,06 bB 1,91 bA 0,48 bBC

C.V (%) 31,52

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Contetido de proteinas soliveis totais (mg g MS), agucares soliveis totais
(mg g MS) e lipideos totais (mg g MS) das sementes de Annona emarginata (Schldt.)
H. Rainer aos 49, 91, 116 e 133 DAF (dias apds a floragdo) submetidas a niveis de

secagem a 32°C.

49 91 116 133
Proteina Solavel Total (mg g MS)

Inicial 139,025 aC 677,735 aA 415,461 aB 484,004 aAB
20% 58,303 aB 301,488 bA 364,046 aA 336,252 aA
15% 72,355 aB 313,926 bA 293,322 aAB 346,027 aA
10% 113,684 aB 388,459 bA 301,732 aAB 343,128 aAB
5% 117,633 aA 323,756 bA 298,003 aA 258,580 aA

C.V (%) 28,93

Acgticares Solaveis Total (mg g"' MS)

Inicial 44,607 aA 13,490 cC 29,493 aB 14,001 aC
20% 15,637 beB 17,893 beB 29,921 aA 18,521 aAB
15% 25,4455 bA 24,838 abcA 27,293 aA 16,359 aA
10% 21,725 beBC 37,061 aA 29,397 aAB 12,061 aC
5% 11,954 cB 29,211 abA 18,554 aAB 14,091 aB

C.V (%) 18,98

Lipideos Totais (mg g MS)

Inicial 75,313 aB 95,753 aB 263,094 aA 271,370 aA
20% 17,939 aB 98,702 aB 230,965 aA 266,810 aA
15% 25,186 aB 95,637 aB 239,701 aA 275,035 aA
10% 12,163 aC 146,439 aB 178,235 aAB 269,401 aA
5% 18,364 aB 104,477 aB 204,810 aA 293,088 aA

C.V (%) 22,24

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 1: Freqiiéncia relativa de germinag¢ao das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) aos 91 DAF (dias apds a floragao)
submetidas a niveis de secagem a 32°C. A: 59% agua, B: 20% de agua, C: 15% de agua,
D: 10% de agua e E: 5% de agua.
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Figura 2: Freqiiéncia relativa de germinag¢do das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) aos 116 DAF (dias apds a floragao)
submetidas a niveis de secagem a 32°C. A: 35% agua, B: 20% de agua, C: 15% de 4gua,
D: 10% de 4gua e E: 5% de agua.



80

60

a0

20

80

60

40

20

80

60

a0

20

0 4

2

-]

C

G 82
TMG: 25,27
U:2,21

e

10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58

%G: 72
TMG: 18,67
U:0,93

A

2

[

10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58

%G: 70

E TMG: 7,45
U:0,47

2 6 10 14 18 22 16 30 34 38 42 46 50 54 58

100

80

&0

40

20

a0 -

60

a0

20

2

6

D

78

%l B8
TMG: 13,64
U: 1,08

10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58

2

[0

10 14 18 22 26

30 24 38 42 46

;50
TMG: 11,73
U:0,45

50 54 58

Figura 3: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) aos 133 DAF (dias apo6s a floragdo)
submetidas a niveis de secagem a 32°C. A: 27% agua, B: 20% de agua, C: 15% de agua,
D: 10% de 4gua e E: 5% de agua.
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Figura 4: Perfil de agucares soluveis (mg g'] MS) das sementes Annona emarginata
(Schldt.) H. Rainer aos 49 DAF (dias apds a floracao) submetidas a secagem artificial
em estufa a 32°C. A: glicose, B: sacarose, C: frutose e D: ciclitois.
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Figura 5: Perfil de agtlicares soluveis (mg g'1 MS) das sementes Annona emarginata
(Schldt.) H. Rainer aos 91 DAF (dias ap6s a floragdo) submetidas a secagem artificial
em estufa a 32°C. A: glicose, B: sacarose, C: frutose e D: ciclitois.
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Figura 6: Perfil de agtlicares soluveis (mg g'1 MS) das sementes Annona emarginata
(Schldt.) H. Rainer aos 116 DAF (dias apos a floracao) submetidas a secagem artificial
em estufa a 32°C. A: glicose, B: sacarose, C: frutose e D: ciclitois.
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Figura 7: Perfil de agtlicares soluveis (mg g'1 MS) das sementes Annona emarginata
(Schldt.) H. Rainer aos 133 DAF (dias apos a floracao) submetidas a secagem artificial
em estufa a 32°C. A: glicose, B: sacarose, C: frutose e D: ciclitois.
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Figura 8: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 49 DAF (dias apos a
floragdao). A: 77% agua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de 4gua e E: 5% de
agua. Barras de desvio padrdo comparando os diferentes pesos moleculares.
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Figura 9: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 91 DAF (dias apos a
floragdo). A: 59% agua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Figura 10: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, aos 116 DAF (dias apds a
floragdo). A: 35% dagua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Figura 11: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apés corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, aos 133 DAF (dias apds a
floracdo). A: 27% agua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Tabela 3: Atividade especifica da peroxidase [POD (umol.min mg")], superéxido
dismutase [SOD (U mg™)] e teores de lipoperdxido [MDA (nmol g )] das sementes de
Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 ¢ 133 DAF (dias apés a
floragao) submetidas a niveis de secagem a 32°C.

49 91 116 133
POD (umol.min mg™)

Inicial 0,010 aA 0,003 aB 0,002 aB 0,002 aB
20% 0,002 bA 0,002 aA 0,001 aA 0,002 aA
15% 0,002 bA 0,002 aA 0,002 aA 0,002 aA
10% 0,002 bA 0,003 aA 0,002 aA 0,001 aA
5% 0,002 bA 0,002 aA 0,001 aA 0,001 aA

C.V (%) 28,70
SOD (U mg™)

Inicial 0,372 aA 0,144 aB 0,204 aB 0,167 aB
20% 0,344 abA 0,208 aAB 0,153 aB 0,152 aB
15% 0,264 abA 0,193 aA 0,178 aA 0,125 aA
10% 0,205 bA 0,137 aA 0,157 aA 0,174 aA
5% 0,208 bA 0,167 aA 0,166 aA 0,164 aA

C.V (%) 27,92
MDA (nmol g)

Inicial 21,983 aA 9,362 aBC 8,559 aC 13,610 abB
20% 13,248 bA 7,983 aB 8,496 aB 15,725 aA
15% 13,624 bA 4,781 aB 7,401 aB 15,483 aA
10% 11,541 bcA 6,165 aB 7,721 aAB 9,701 bAB
5% 8,190 cA 8,352 aA 5,566 aAB 2,264 cB

C.V (%) 24,10

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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6. CAPITULO3

ARMAZENAMENTO DAS SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLTDL.) H.
RAINER®
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Resumo: A espécie Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer (araticum-de-terra-fria) é
utilizada como portaenxerto para espécies da familia Annonaceae. Sugere-se que a
semeadura dessa espécie seja realizada logo apos a extracdo das sementes, indicando
que essas ndo toleram o armazenamento. Assim, o objetivo foi avaliar a capacidade de
armazenamento das sementes de A. emarginata (araticum-de-terra-fria). O experimento
foi realizado com delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema
fatorial duplo 5 teores de dgua x 4 épocas de armazenamento. Foram realizadas coletas
aos 49, 91, 116 e 133 DAF e as sementes provenientes desses diferentes estadios de
matura¢do foram submetidas ao teste de germinacdo e secagem. As sementes foram
armazenadas com o teor de dgua inicial e reduzido para 20%, 15%, 10% e 5% de agua,
durante dois, quatro e seis meses a temperatura de -5°C. Apds cada periodo de
armazenamento as sementes passaram por analises bioquimicas (agUcares soluveis
totais; proteinas LEA; atividade da peroxidase; atividade da superdxido dismutase;
teores de lipoperdxido, quantificagdo hormonal). Os dados foram submetidos a analise
de variancia (teste F) e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5%. Concluimos
que as sementes de A. emarginata apresentam baixa capacidade de armazenamento,
podendo ser armazenadas a -5°C por até 60 dias apos a dispersdo (133 DAF), com teor

de umidade de 10%.

Palavras-chave:  araticum-de-terra-fria,  longevidade,  viabilidade, sistemas

antioxidantes, agucares soluveis, niveis hormonais.
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Introducéo

A reducao no conteudo de d4gua em sementes tolerantes a dessecagdo, resulta em
decréscimo da atividade metabolica, o que possibilita manter a capacidade de
germinagdo por periodos consideraveis (Rajjou e Debeaujon, 2008). Assim, a tolerancia
a dessecacdo esta relacionada com o periodo de armazenamento suportado pela espécie,
cujo objetivo ¢ manter a qualidade e a viabilidade por longos (Villela & Peres, 2004).

Enquanto sdo armazenadas, as sementes passam por um processo de
deterioracdo, perdendo vigor, tornando-se mais sensiveis a estresse durante a
germinagdo e consequentemente a longevidade da espécie ¢ reduzida (Rajjou e
Debeaujon, 2008). Esse processo de envelhecimento que ocorre ao longo do
armazenamento ¢ caracterizado por fatores genéticos da espécie e também pelas
condi¢gdes ambientais em que essas encontram-se (Vertucci € Ross 1993; Nguyen et al.
2012). Assim, a manutencdo da capacidade germinativa das sementes no periodo
compreendido entre o beneficiamento dos frutos até a semeadura ¢ obtida através do
emprego de técnicas adequadas de armazenamento, as quais controlam fatores como a
temperatura e a umidade (Roberts, 1973; Oliveira et al., 2006).

Dentre as alteragdes observadas ao longo do armazenamento das sementes, o
esgotamento das reservas, destinadas a fornecer energia para o crescimento do embrido,
parece ser a mais comum (Villela & Peres, 2004). No entanto, Rajjou e Debeaujon
(2008) demonstraram que ao longo da evolucdo, surgiram varios sistemas de protegao,
desintoxicacdo e reparo, os quais otimizam a vida util das sementes, permitindo a
manutengdo da longevidade desse material, tais como as proteinas da embriogénese
tardia (LEA), sacarose, oligossacarideos e a atividade de enzimas antioxidantes.

Mesmo em estado seco (10-5% de agua), sementes armazenadas podem sofrer
estresse oxidativo através da auto oxidacdo de lipideos de membrana e de reserva, ou
mesmo pela agdo de espécies reativas do metabolismo do oxigénio (EROS) (Bailly
2004; Rajjou e Debeaujon, 2008).

Uma forma de reduzir os danos causados pelo estresse oxidativo ¢ através da
formacdo do estado celular viscoso (vitreo), pela deposicdo de aglicares soluveis,
principalmente a sacarose e oligossacarideos como a rafinose e estaquiose, além das
proteinas que surgem na embriogénese tardia (LEA), que também auxiliam nesse
processo (Buitink e Leprince, 2008). Tanto os agucares citados como as LEA aumentam
a viscosidade citoplasmatica e auxiliam na captura de espécies reativas do metabolismo

do oxigénio, atenuando os danos celulares ao longo do armazenamento das sementes
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(Rajjou e Debeaujon, 2008). Assim, sabendo que a longevidade das sementes pode ser
afetada pela viscosidade do citoplasma, fica evidente a necessidade de um grau de
umidade adequado para o armazenamento das sementes (Buitink e Leprince, 2008).

As sementes também apresentam varios mecanismos para a remoc¢dao dos
radicais livres. Estes mecanismos envolvem principalmente a atividade de enzimas
como a superoxido dismutase (SOD) e a peroxidase (POD), comumente encontradas
nas sementes maduras em estado seco e especializadas em atenuar a atividade dos
radicais superoxido e perdxido de hidrogénio respectivamente (Rajjou e Debeaujon,
2008).

As sementes de Annonaceae sdo conhecidas por apresentarem diferentes
mecanismos de dorméncia (Ferreira et al., 2013), pela necessidade de que a semeadura
seja realizada logo apds a extracdo dos frutos ou por ndo suportar o armazenamento
(Tokunaga, 2000). Segundo Machado & Parente (1986) as sementes de anonaceas
devem permanecer em meio umido apds a extragdo dos frutos, caso contrario a
viabilidade das sementes pode ser reduzida, influenciando na porcentagem final de
germinagdo. 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 germinacao dessas sementes, sendo este parametro
quase nulo apds um ano de armazenamento.

A espécie A. emarginata, tem sido empregada com frequéncia como
portaenxerto para atemodia (Annona cherimola x Annona squamosa) e cheromoia
(Annona cherimola Mill.) devido a sua rusticidade, no entanto, viveiristas relatam a
incapacidade de armazenar tais sementes. Deste modo, formulou-se a hipétese de que
sementes de A. emarginata nao toleram o armazenamento a baixas temperaturas devido
a auséncia de agucares soluveis, de proteinas LEA e de sistemas de enzimas
antioxidantes (POD, SOD e Lipoperoxido), além da degradacdo de reservas proteicas,
lipidicas e de agucares.

O objetivo foi avaliar a capacidade de armazenamento das sementes de A.

emarginata (araticum-de-terra-fria).

Material e Métodos
O experimento foi desenvolvido no laboratorio de Fisiologia da Germinagao e

Dorméncia de Sementes do Departamento de Botinica pertencente ao Instituto de
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Biociéncias da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP,
Campus de Botucatu — SP.

Em outubro de 2010 e outubro de 2011 foram marcadas flores de matrizes no
Nucleo de Produgdo de Mudas da CATI localizado em Sao Bento do Sapucai — SP (22°
41'20" sul e a uma longitude 45° 43' 51" oeste, altitude de 886 metros). A partir da data
de marcacao das flores foram determinadas quatro épocas de coleta (49, 91, 116 e 133
Dias Apos a Floragdao — DAF) as quais abrangeram a formacgao, o desenvolvimento e a
maturagdo dos frutos e sementes dessa espécie.

A determinagdo do teor de agua inicial das sementes de A. emarginata foi
realizada utilizando quatro repetigdes de 25 sementes por parcela. As sementes foram
acondicionadas em estufa de secagem com circulagdo forcada de ar a temperatura de
103°C durante 17 horas (Ista, 2004). Os resultados do teor de dgua das sementes foram
expressos em porcentagem (%), com base no peso umido das sementes conforme a
metodologia descrita pela Ista (2004).

As sementes extraidas dos frutos em cada época de coleta (91, 116 e 133 DAF)
foram submetidas ao teste de germinacdo e andlises bioquimicas (agucares soliveis
totais, proteinas LEA, lipideos totais, proteinas soliveis totais, atividade da peroxidase,
atividade da superoxido dismutase, teores de lipoperdxido e conteudo hormonal) com
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial duplo 5 teores
de agua x 4 épocas de armazenamento, totalizando 20 tratamentos com 4 repeticdes de
15 sementes por parcela.

ApOs os respectivos tratamentos, as sementes foram colocadas para germinar em
papel de filtro (Germitest) umedecido com dgua destilada na propor¢do de duas vezes e
meia o peso do papel seco (Brasil, 2009) e acondicionados em camara de germinagdo
com temperatura e fotoperiodo alternados, 20°C durante 18 horas de escuro e 30°C por
seis horas de claro (Costa, 2009).

As avaliagdes quanto a germinacao foram constituidas de contagem do nimero
de sementes germinadas a cada dois dias, sendo considerado como germinada aquela
que apresentou pelo menos 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976). Foram calculadas as
porcentagens, tempo médio (Edmond e Drapala, 1958), indice de velocidade (Silva e
Nakagawa, 1995), frequéncia e sincronizacdo da germinacgdo (Laboriau e Agudo, 1987)

e a porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).
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Acucares soluveis

Para a extragdo dos agucares soluveis foram utilizados 100mg da semente
inteira, foi acondicionada em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL de etanol 80%
na propor¢do de 10:1. Os tubos foram incubados em banho a 80°C por 15 minutos
(Dubois et al., 1956). Apos incubacao, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15
minutos € o sobrenadante transferido para tubos com capacidade de 5 mL. O mesmo
procedimento foi repetido duas vezes com o substrato restante e o volume final do
extrato foi ajustado para 3mL. A unido dos trés sobrenadantes resultou no extrato com a
fracdo de acticares soluveis que foi analisada.

Apos a extragdo do material foi realizada a determinagdo dos agucares soluveis
totais pelo método do fenol sulfurico (Dubois et al., 1956). Para a purificacdo das
amostras foi utilizado 1ml de amostra, a qual passou em resina cationica e anidnica. O
pH das amostras foi corrigido com hidréxido de amoénio e acido cloridrico e,
posteriormente, estas foram armazenadas em freezer (Garcia et al., 2006). As amostras
foram liofilizadas e suspendidas em 1ml de agua deionizada. As amostras foram
aplicadas na coluna de dosagem CARBO PACI (2 x 250 mm) e, entdo, determinado o

perfil de agucares soluveis das amostras (Garcia et al., 2006).

Proteinas LEA

Para a extragdo de proteinas LEA foi seguida a metodologia descrita por Rosa et
al. (2005). As sementes inteiras foram maceradas em tampao de extragdo 50 mM Tris-
HCI (pH = 7,5), 500 mMNaCl, 5 mM MgCl, e 1 mM do inibidor de protease PMSF na
proporcdo de 1:10 (peso do material: volume do tampao). O material foi centrifugado a
12000 rpm a 4°C por 45 minutos e o sobrenadante incubado em banho Maria a 85°C
por 15 minutos.

As amostras foram novamente centrifugadas a 12000 rpm a 4°C por 30 minutos
e o sobrenadante resultou na fracao de proteinas LEA. 80 puL de tampdo da amostra (2,5
mL de glicerol, 0,46g SDS, 20mg de azul de bromofenol, Tris-HCI pH = 7,5) foram
adicionados em 20 pL de cada extrato, seguido de uma incuba¢do em banho-maria com
agua em ebulicao por cinco minutos. Foram aplicados 10 uL de cada amostra em gel de
poliacrilamida 12,5% (gel separador) e 4% (gel de empilhamento). A corrida
eletroforética foi realizada em sistema vertical & temperatura ambiente e voltagem

constante de 50V por cinco horas. Apds a corrida, os géis foram corados em solugdo de
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Comassie Brilliant Blue a 0,05% por 24 horas e descoradas com solucdo de etanol a 5%,
acido acético 10% e agua 85%, conforme Alfenas (1988).

Os géis foram salvos e suas imagens digitalizadas através do Image Master VDS
e software analisador de imagens do Departamento de Fisica e Biofisica do Instituto de
Biociéncias da UNESP, campus de Botucatu - SP. O programa foi utilizado para
determinar o IOD (intensidade de densidade Optica de cada banda proteica) e os

resultados foram expressos em intensidade de bandas.

Lipideos Totais

A quantidade de lipideos presente nas sementes de A. emarginata foi obtida pela
extracdo com hexano em um aparelho extrator Soxhlet por 8 horas (método descrito
pela AOCS Bc 3-49 (AOCS, 1993)). Para 1 grama de semente inteira macerada, 130 ml
do solvente foram utilizados. Apds a extracdo, o solvente foi evaporado através de um
rotavapor. O método foi repetido mais trés vezes ¢ a fracdo de lipideos totais

determinada pela massa de lipideos gerada.

Proteinas solUveis totais

Para a extracdo das proteinas soluveis totais foi seguida a metodologia de Kar e
Mishra (1976). Foram utilizados 600 mg de sementes inteiras, as quais foram trituradas
em nitrogénio liquido homogeneizados com a auxilio de um almofariz em 5SmL de
tampdo de extragio fosfato de potassio 0,1 mol L pH 6,8. O macerado centrifugado a
12000 rpm por 40 minutos. A determinacao das proteinas soluveis totais foi realizada

pelo método de Bradford (1976).

Atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com as condi¢des citadas
no trabalho de Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto de 100 uL de
extrato enzimatico diluido no tampao de extracdo; tampao fosfato de potassio 50 mmol
L™ pH 6,5; pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L"' e peréxido de hidrogénio (H,0,)
5 mmol L. A reacdo foi conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos e resulta na
formacdo de purpurugalina, a qual foi medida em espectofotometro UV-visivel a 430nm
e seu coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol L' ¢cm™) foi usado para calcular a

atividade especifica da enzima, expressa em umol de purpurugalina min” de proteina.
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Atividade da superdxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi realizada pelo método de Beauchamp e Fridovich
(1971), citados por Bor et al. (2003). O sistema de reacdo ¢ foi composto de 30uL de
extrato enzimatico, tampdo fosfato de sodio 50 mmol L' pH 7,8, mistura
“nitrobluetetrazolium” (NBT) 33 pmol L'+ EDTA 0,66 mmol L™ (5:4) ¢ mistura L-
metionina 10 mmol L'+ riboflavina 3,3 mol L' (1:1), totalizando um volume de
3,0mL. Apds iluminagdo dos tubos por 5 minutos a 25°C, a redu¢do do NBT a “blue
formazan” foi medida em espectrofotdmetro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD

. -1 ’
foi expressa em U mg de proteina.

Teores de lipoperdxido

Os niveis de peroxidacdo de lipideos foram avaliados utilizando a metodologia
de Heath e Packer (1968). Para isso, foram utilizados 100 mg de sementes inteiras as
quais foram maceradas em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de reagdo
constituido por acido tiobarbittrico (0,25%, m/v) e acido tricloro acético (10%, m/v). A
solucdo foi acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho-maria a
95°C por 1 hora. A solugdo resultante foi centrifugada a 12000 rpm por 40 minutos a
25°C. A leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotometro em dois
comprimentos de onda 532 e 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado

foi calculado utilizando um coeficiente de extingdo de 155 mM™ ecm™.

Hormonios

Para a extracdo e quantificagdo dos hormdnios (ABA, GAj, GA4, TAA, 6-BA,
trans-zeatina e IBA) foi adaptada a metodologia de Ma et al., 2013. Foram utilizados
100mg de material acondicionado em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1 mL da
solucdo contendo: 40mL de metanol: 40mL de acetonitrila : 20mL de agua MIlli-Q :
ImL de acido acético, na proporcao de 10:1. Os tubos foram agitados em Vortex por 2
minutos, o material foi centrifugado a 12000 rpm por 15 minutos ¢ o sobrenadante
transferido para tubos com capacidade de 2mL. O mesmo procedimento foi repetido
mais uma vez com o substrato restante ¢ o volume final do extrato foi ajustado para
2mL. A unido dos dois sobrenadantes resultou no extrato com a fragdo de hormonios
que foi analisada por cromatografia de alta performance (HPLC).

A separagdo cromatografica foi feita em um HPLC Shimadzu modelo

Prominence composto dos seguintes modulos: Desgaseificador de fase mével DGU-
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20A, sistema de bombeamento quaternario composto pelas bombas LC-20AD,
autoamostrador modelo SIL-20ACHT, controlador CBM-20A e forno para colunas
modelo CTO-20AC. Foi usada uma coluna Sinergi 2.5 um Hydro RP-100A 50x4.6mm.
A coluna foi mantida a temperatura de 40°C durante as determinagdes. O efluente da
coluna foi introduzido em um Espectrometro de Massas do tipo Triploquadrupolo
(MS/MS) marca AB Sciex modelo 4500 equipado com fonte de ionizacao tipo ESI

(eletrospray) na interface.

Resultados

Os dois ciclos estudados (outubro de 2010 e outubro de 2011) apresentaram o
mesmo padrdo de resposta, por esse motivo os resultados apresentados a seguir refere-se
apenas ao ciclo referente a outubro de 2010 até fevereiro de 2011.

Sementes que ainda ndo alcangcaram a maturidade fisiologica (91 DAF) nao
permitem secagem nem o armazenamento. Estas sementes quando apresentavam teor de
agua inicial (59%) e reduzido para 20 e 15% ndo germinaram apds o armazenamento
por 60, 120 e 180 dias. J& as sementes que com teores de dgua de 10 e 5% apresentaram
germinagdo, embora reduzidas, apos 60 e 120 dias de armazenamento para sementes
com 10% de 4gua e aos 60 dias para sementes com 5% de adgua (Tabela 1).

Aos 116 DAF, as sementes ja apresentavam maturidade, porém a germinagdo so
ocorreu apos 60 dias de armazenamento, se submetidas a 15, 10 e 5% de secagem. No
entanto, estas porcentagens de germinacdo 58,33%, 50% e 30 % (respectivamente) ¢
significativamente menor em relagdo as sementes recém extraidas 80%, 80% e 70%
(Tabela 1). Quando as sementes sdo dispersas aos 133 DAF, observa-se a maxima
germinagdo (61,66%) quando as sementes foram secas até¢ 10% de agua e armazenadas
por 60 dias (Tabela 1).

Verificamos que a o armazenamento das sementes quando imaturas (91 DAF) e
apoés atingirem a maturidade fisioldgica (116 e 133 DAF), leva a redugao significativa
das proteinas soliveis nas sementes de A. emarginata (Tabela 2). Além das proteinas,
os acucares soluveis, que também servem como reserva nas sementes (glicose, frutose e
sacarose) também foram reduzidos ao longo do armazenamento (Tabelas 3, 4 e 5).
Observamos também que, o armazenamento levou a um actimulo de rafinose para as
sementes aos 91 DAF com teor de dgua inicial (59%), armazenadas por 120 dias e
também para sementes com 10% armazenadas por 180 dias, sendo esse actimulo

também verificado nas sementes armazenadas aos 116 ¢ 133 DAF (Tabelas 3, 4 ¢ 5).
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A andlise dos lipideos totais demonstrou heterogeneidade no armazenamento a -
5°C, sendo que em determinados momentos detecta-se aumento e em outros reducao no
conteudo desses compostos. Sementes aos 91 DAF com teor de agua inicial (59%)
aumentam os niveis de lipideos ao longo do armazenamento, enquanto a secagem
associada do armazenamento levou a redugdo desses compostos. O armazenamento
também levou ao aumento nos lipideos para sementes aos 116 DAF com 15% de agua
ap6s 120 dias, 10% de agua apds 180 dias de armazenamento € em sementes
armazenadas com 5% de agua ap6s 60 e 180 dias (Tabela 6).

A atividade da POD aumenta apds o armazenamento para as sementes de A.
emarginata, independente do teor de agua que apresentavam aos 91, 116 e¢ 133 DAF
(Tabela 7), enquanto a atividade da SOD nao sofreu alteragdes significativas em relagao
a testemunha (Tabela 8).

Os teores de lipoperdxidos reduzem em sementes armazenadas aos 60, 120 e
180 dias que apresentavam teor de dgua reduzido (20, 15, 10 e 5%). Aos 116 DAF
sementes com 59% de dgua armazenadas por 120 dias tiveram os teores de lipoperoxido
aumentados, enquanto a redu¢do do conteido de agua das sementes seguida de
armazenamento reduziram esses compostos. Apos 60 e 180 dias de armazenamento para
sementes aos 133 DAF, com contetido de 4gua inicial (27%) e reduzido para 20 e 15%
também houve redugdo nos niveis de lipoperdxido (Tabela 9).

A anélise de proteinas LEA demonstra que, sementes aos 91, 116 e 133 DAF
quando armazenadas apresentam um aumento no niamero e intensidade dessas proteinas,
surgindo bandas de peso molecular de 75 a 50 KDa as quais mantém-se ao longo de
todo o armazenamento (Figuras 1, 2 e 3).

O perfil hormonal demonstrou que o conteudo de GA4, ABA, TAA, trans-zeatina
e 6-BA, foram reduzidos nas sementes com 59, 10 e 5% de agua aos 91 DAF (Tabela
10). Para as sementes aos 116 DAF, verificamos que o conteudo de ABA foi reduzido
apenas para as sementes com 10% de agua apds 120 dias de armazenamento e nas
sementes com 5% de 4dgua houve reducdo significativa na concentragdo do ABA apds
180 dias de armazenamento. Os demais hormonios analisados (GA4, IAA e 6-BA),
tiveram a concentracao reduzida apds o armazenamento das sementes (Tabela 11).

Diferente do observado aos 91 e 116 DAF, onde a concentracio do ABA de
maneira geral reduzia ao longo do armazenamento, em sementes aos 133 DAF o

conteudo de ABA aumentou nas sementes com teor de dgua inicial (27%) armazenadas
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por 120 e 180 dias e para aquelas com 10% de dgua armazenadas por 60, 120 e 180 dias
(Tabela 12).

Discusséo

Entre as espécies da familia Annonaceae, ha diversidade quanto ao
comportamento das sementes durante o armazenamento. Machado & Parente (1986)
relatam que sementes de anonaceas devem permanecer em meio Umido apds a extragao
dos frutos, caso contrario a viabilidade das sementes pode ser reduzida, influenciando a
porcentagem final de germinacao. Por outro lado, Carvalho et al. (2001) demonstraram
que sementes de Annona glabra L. suportam redugdo no teor de agua e congelamento,
com germinagdo acima de 90% apo6s 365 dias de armazenamento.

Quanto as sementes de A. emarginata verificamos que independente da época de
coleta das sementes, o armazenamento a -5°C nao foi favoravel para a espécie (Tabela
1), o que ja havia sido relatado por Tokunaga (2000) que recomenda que a semeadura
seja realizada logo apos a colheita, restringindo a producdo de mudas em apenas uma
época do ano.

Segundo Bonjovani e Barbedo (2008) quanto maior o teor de d4gua das sementes
durante o armazenamento, maiores sao os danos gerados, pois a atividade metabdlica
ndo ¢ reduzida e as sementes mantém o metabolismo ativo, levando ao esgotamento das
reservas energéticas destinadas a fornecerem energia para o crescimento do embrido. No
entanto, até mesmo em teores de dgua baixos (10 e 5%), observamos que as sementes de
A. emarginata perderam a capacidade germinativa e reduziram significativamente as
reservas energéticas, principalmente apos 120 e 180 dias.

Além disso, fica evidente que o estddio de desenvolvimento das sementes
interfere na manuten¢do da germinabilidade ao longo do armazenamento (Tabela 1),
pois quanto mais imaturas sao as sementes (91 DAF) menor a capacidade de germinar
apds a secagem seguida de armazenamento a -5°C (Tabela 1). Segundo Silva et al.
(2007), as sementes de Annonaceae seriam dispersas apresentando dorméncia
morfofisiologica, sendo necessario um periodo pods dispersdo para que o embrido
completasse o seu desenvolvimento. Porém sementes de A. emarginata quando
armazenadas sem completar o seu desenvolvimento ainda ligadas a planta mae (91

DAF), ndo permitiram o armazenamento (Tabela 1).
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Varios fatores podem contribuir para a redugdo da capacidade germinativa ao
longo do armazenamento, uma delas ¢ o consumo das reservas energéticas necessarias
para a retomada do crescimento embrionario durante a germinacao (Bewley et al.,
2013). Assim, sementes que ao longo do armazenamento apresentam grande reducio de
reservas energéticas (proteinas, aglcares e lipideos), podem ter a germinagdo
comprometida (Bewley et al.,, 2013), assim como ocorreu nas sementes de A.
emarginata, onde houve significativa redugdo no contetido de proteinas soluveis
independente do estaddio de desenvolvimento e contetido de dgua em que as sementes
foram armazenadas (Tabela 2).

Outra explicacdo para esta redu¢do no conteudo das proteinas verificado nas
sementes de A. emarginata, pode ser devido a glicosilagdo desses compostos com
acucares redutores, através de reacdes de Amadori e Marllori (Murthy et al. 2003).
Segundo Murthy e Sun (2000), ha sementes que ndo apresentam danos celulares devido
ao estresse oxidativo, perdem o vigor através de reacdes ndo enzimaticas, as quais
levam a ligacdo de um agucar redutor as proteinas, cujo complexo formado leva a danos
estruturais.

O aumento na atividade da enzima peroxidase, nas sementes aos 91, 116 e 133
DAF ao longo do armazenamento (Tabela 7), mostra uma tendéncia ao estresse
oxidativo devido o armazenamento, o que estd relacionado com a perda da
germinabilidade das sementes (Tabela 1), apesar dos teores de lipoperdxido terem sido
reduzidos para a espécie, indicando a existéncia de algum outro mecanismo auxiliando
na protecdo a membrana e consequente reducao de lipoperoxido (Tabela 9).

Neste contexto, sementes de A. emarginata ndo conseguem germinar apos o
armazenamento, porém apresentam alguma prote¢cdo ao sistemas de membranas
evidenciado pela reducdo dos niveis de lipoperoxido para as sementes aos 116 e 133
DAF, quando armazenadas com teor de agua de 20 e 15%. Assim, esses resultados
sugerem que além de um sistema antioxidante eficiente outras moléculas podem estar
relacionadas com a protecao celular (Fait et al., 2006; Barbedo et al., 2013).

Cabe observar que as proteinas da embriogénese tardia (LEA) além de
permitirem a tolerancia a dessecacdo em sementes ortodoxas, também podem estar
relacionadas com a manutencao da longevidade das sementes, durante o armazenamento
(Rajjou e Debeaujon 2008), sendo importante ressaltar que estas proteinas LEA estdo
presentes nas sementes de A. emarginata e apresentam sua concentragdo intensificada

durante o armazenamento.
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A associacdo das proteinas LEA com a sacarose, agicar comum ao longo das
fases do desenvolvimento e maturagdo das sementes de A. emarginata, pode estar
relacionada com a formagao do estado vitreo nas células, permitindo assim a redugdo na
mobilidade celular e sobrevivéncia das sementes a longo prazo (Buitink e Leprince,
2008). Além da sacarose, a rafinose e a estaquiose também sdo agucares diretamente
envolvidos com a formacao do estado vitreo (Rajjou e Debeaujon, 2008).

Segundo Hincha et al. (2006) e Mello et al. (2011), o armazenamento das
sementes a temperaturas negativas podem levar a sintese de acucares, como a rafinose,
que pode auxiliar na manutengdo dos componentes celulares. Desta forma, pelo fato das
sementes de A. emarginata apresentarem rafinose e proteinas LEA (Tabelas 7, 9, 10 e
11) apds o armazenamento, o estado vitreo nessa espécie, deveria ser formado pelo
sinergismo entre essas moléculas. No entanto, apesar das sementes apresentarem esses
mecanismos eles sdo ineficientes em garantir a manutengdo da germinabilidade ao
longo do armazenamento, uma vez que a germinagdo das sementes foi reduzida
significativamente (Tabela 1).

Outro aspecto que pode altear o comportamento germinativo das sementes ao
longo do armazenamento sdo as altas temperatura, as quais promovem alteragdes
degenerativas como a desestabilizagdao nas atividades de enzimas e a desestruturacdo e
perda de integridade do sistema de membranas celulares, causada, principalmente, pela
peroxidagdo de lipidios (Corte et al., 2010). No entanto, o armazenamento das sementes
de A. emarginata foi realizado em temperatura negativa (-5°C) e por esse motivo era
esperado que o metabolismo da semente fosse reduzido € os danos de armazenamento
minimizados (Vertucci & Roos, 1993).

Cabe ressaltar que ha sementes sensiveis ao congelamento (Stanwood, 1981), o
que parece ser a situacdo das sementes em estudo, pois Corsato (2010) ao armazenar as
sementes apds a dispersdo dos frutos de A. emarginata a temperatura de 5°C verificou
que a germinacao das sementes foi mantida por at¢ 3 meses de armazenamento,
enquanto nesse trabalho, quando as sementes foram armazenadas a -5°C, verificamos
apenas germinacao semelhante a testemunha quando o material foi armazenado aos 133
DAF (dias apo6s a floragao) por 60 dias.

Desta forma, em sementes que ndo permitem o congelamento, podem ocorrer
danos devido a formacgdo de cristais de gelo, devido a ruptura mecanica, tanto da

estrutura citoplasmatica quanto da membrana celular, pela expansdo da agua congelada,
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resultando na desagregacdo celular durante o descongelamento (Bonjovani e Barbedo,
2008; Martiniere et al. 2011).

Outro aspecto que pode reduzir a viabilidade das sementes durante o
armazenamento refere-se aos lipideos depositados como reservas nas sementes de A.
emarginata, uma vez que segundo Nagel e Bomer (2010), as sementes com elevado
conteudo de 6leo em seus tecidos (Brassica oleracea ¢ Helianthus annus) apresentam
viabilidade menor ao longo do armazenamento, pois essas reservas correspondem a
locais potenciais ao ataque de radicais livres, aumentando assim o estresse oxidativo.

A germinagdo das sementes de A. emarginata ao longo do armazenamento
também pode ter sido afetada pela presenca do ABA. Verificamos que aos 91 ¢ 116
DAF o conteudo de ABA e demais hormonios analisados decresceu ao longo do
armazenamento. Porém, aos 133 DAF quando as sementes foram armazenadas com o
teor de 4gua inicial (27%), observamos um incremento significativo na concentragio de
ABA nas sementes armazenadas por 60, 120 e 180 dias (Tabela 6) coincidindo com
auséncia da germinagdo (Tabela 1). Dessa forma, acredita-se que essa elevada
concentragdo de ABA acompanhada de baixas concentragdes de giberelinas (GA; e
GA,) inibiram a germinacdo das sementes em estudo.

Desta forma, fica claro que as sementes de A. emarginata independente do
estadio de desenvolvimento, ndo permitem o armazenamento a temperaturas negativas
(-5°C) por longos periodos (180 dias), pois a germinagdo dessas sementes ¢ reduzida
significativamente. Os motivos que levam essa reducdo no potencial germinativo das
sementes, parecem estar associados intolerancia ao congelamento, mesmo com a
presenca de sacarose, rafinose e proteinas LEA em sua constitui¢do atuando na protecao

das membranas.

Concluséo
Concluimos que as sementes de A. emarginata apresentam baixa capacidade de

armazenamento, podendo ser armazenadas a -5°C por até 60 dias ap6s a dispersao (133

DAF), com teor de umidade de 10%.
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Tabela 1: Germinagdo (%) das sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91,
116 e 133 DAF (dias apos a floragdo) submetidas ao armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 ¢
180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 76,66 aA 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB
20% 70,00 aA 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB
15% 7333 aA 0,00 bB 0,00 aB 0,00 aB
10% 15,00 cA 10,00 aAB 1,66 aBC 0,00 aC
5% 24,99 bA 1,66 abB 0,00 aB 0,00 aB
C.V (%) 33,32
116 DAF
35% 75,00 abA 0,00 cB 0,00 cB 0,00 aB
20% 57,50 bA 0,00 cB 0,00 cB 0,00 aB
15% 80,00 aA 58,33 aB 16,66 abC 0,00 aC
10% 80,00 aA 50,00 aB 31,66 aC 0,00 aD
5% 70,00 abA 30,00 bB 3,33 bC 0,00 aC
C.V (%) 35,17
133 DAF
27% 81,66 abA 0,00 cB 0,00 bB 0,00 aB
20% 88,33 aA 10,00 beB 1,66 bB 0,00 aB
15% 71,66 bA 1,66 cB 0,00 bB 0,00 aB
10% 50,00 cA 61,66 aA 18,33 aB 0,00 aC
5% 70,00 abA 23,33 bB 15,00 abB 0,00 aC
C.V (%) 31,60

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Conteudo de proteinas soluveis totais (mg g' MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apods a floragdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 677,73 aA 0,321 aB 0,023 aB 0,007 aB
20% 301,48 bA 0,321 aB 0,014 aB 0,006 aB
15% 313,92 bA 0,104 aB 0,012 aB 0,005 aB
10% 388,45 bA 0,043 aB 0,007 aB 0,005 aB
5% 323,75 bA 0,025 aB 0,008 aB 0,005 aB
C.V (%) 58,91
116 DAF
35% 415,46 aA 0,007 aB 0,002 aB 0,002 aB
20% 364,04 aA 0,007 aB 0,004 aB 0,002 aB
15% 293,32 aA 0,006 aB 0,003 aB 0,002 aB
10% 301,73 aA 0,004 aB 0,003 aB 0,002 aB
5% 298,00 aA 0,002 aB 0,002 aB 0,003 aB
C.V (%) 71,86
133 DAF
27% 484,00 aA 0,003 aB 0,002 aB 0,002 aB
20% 336,25 bA 0,003 aB 0,002 aB 0,002 aB
15% 346,02 bA 0,002 aB 0,002 aB 0,002 aB
10% 343,12 bA 0,003 aB 0,002 aB 0,002 aB
5% 258,58 cA 0,002 aB 0,002 aB 0,002 aB
C.V (%) 19,24

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Contetido de agucares soluveis totais (mg g' MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91 DAF (dias apo6s a floragdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180

Glicose (mg g' MS)

59% 4,368 aA 1,649 aB 1,196 aB 0,937 aB

20% 2,951 bA 0,176 bB 0,281 aB 0,226 aB

15% 1,885 beA 0,144 bB 0,271 aB 0,169 aB

10% 0,798 cA 0,060 bA 0,093 aA 0,047 aA

5% 1,247 cA 0,095 bB 0,132 aB 0,124 aB
C.V (%) 45,04

Frutose (mg g MS)

59% 3,184 aA 1,466 aB 1,131 aB 0,880 aB

20% 2,654 aA 0,120 bB 0,236 aB 0,197 bB

15% 1,153 bA 0,108 bB 0,357 bB 0,163 bB

10% 0,855 bA 0,059 bB 0,075 bB 0,039 bB

5% 0,821 bA 0,068 bB 0,122 bB 0,132 bB
C.V (%) 32,81

Sacarose (mg g”' MS)

59% 10,431 cA 6,945 aB 2,692 aC 0,660 aC

20% 41,105 aA 1,414 bB 2,392 aB 1,996 aB

15% 44202 aA 1,987 bB 1,692 aB 2,015 aB

10% 15,804 bA 1,986 bB 1,904 aB 1,993 aB

5% 14213 bA 1,921 bB 1,740 aB 1,560 aB
C.V (%) 15,36

Rafinose (mg g"' MS)

59% 0,000 aB 0,044 aB 0,416 aA 0,199 aAB

20% 0,000 aA 0,200 aA 0,178 abA 0,000 aA

15% 0,000 aA 0,113 aA 0,185 abA 0,210 aA

10% 0,000 aB 0,194 aAB 0,107 aAB 0,239 aA

5% 0,000 aA 0,205 aA 0,222 abA 0,187 aA
C.V (%) 59,96

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintiscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 4: Contetido de agucares soluveis totais (mg g' MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 116 DAF (dias apés a floragdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180

Glicose (mg g' MS)

35% 2,479 aA 0,394 aB 0,415 aB 0,118 aB

20% 1,997 abA 0,033 aB 0,086 aB 0,117 aB

15% 1,222 bA 0,127 aB 0,033 aB 0,082 aB

10% 2,653 aA 0,075 aB 0,087 aB 0,132 aB

5% 1,758 abA 0,076 aB 0,063 aB 0,141 aB
C.V (%) 55,01

Frutose (mg g MS)

35% 0,897 aA 0,379 aB 0,360 aBC 0,128 aC

20% 0,683 abA 0,042 bB 0,096 bB 0,120 aB

15% 0,659 abA 0,141 abB 0,047 bB 0,110 aB

10% 0,836 aA 0,087 bB 0,095 bB 0,138 aB

5% 0,514 bA 0,089 bB 0,084 bB 0,099 aB
C.V (%) 30,93

Sacarose (mg g”' MS)

35% 6,291 bA 1,471 aB 1,775 aB 2,544 aB

20% 7,758 abA 0,794 aB 1,289 aB 2,081 aB

15% 8,919 aA 2,570 aB 0,908 aB 1,756 aB

10% 2,997 cA 1,607 aA 1,367 aA 2,019 aA

5% 2,327 cA 1,276 aA 0,907 aA 2,042 aA
C.V (%) 24,08

Rafinose (mg g"' MS)

35% 0,000 aC 0,279 aB 0,310 aAB 0,379 aA

20% 0,000 aB 0,305 aA 0,266 aA 0,313 abA

15% 0,000 aB 0,290 aA 0,280 aA 0,332 abA

10% 0,000 aB 0,249 aA 0,287 aA 0,297 bA

5% 0,000 aB 0,256 aA 0,246 aA 0,216 cA
C.V (%) 11,69

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintiscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 5: Contetido de agucares soluveis totais (mg g' MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 133 DAF (dias apés a floragdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180

Glicose (mg g' MS)

27% 4,545 aA 0,429 aB 0,196 abB 0,196 aB

20% 1,527 cA 0,148 aB 0,440 abB 0,201 aB

15% 1,098 cA 0,266 aB 0,598 aB 0,234 aB

10% 2,296 bA 0,157 aB 0,170 abB 0,142 aB

5% 0,461 dA 0,117 aA 0,077 bA 0,182 aA
C.V (%) 23,87

Frutose (mg g MS)

27% 1,346 aA 0,312 aB 0,124 bB 0,135 aB

20% 0,677 bA 0,099 aB 0,450 abAB 0,214 aB

15% 0,579 bA 0,249 aA 0,591 aA 0,230 aA

10% 0,742 bA 0,133 aB 0,158 abB 0,150 aB

5% 0,481 bA 0,124 aA 0,083 bA 0,160 aA
C.V (%) 42,51

Sacarose (mg g”' MS)

27% 7,295 abA 1,710 aB 2,510 aB 1,987 aB

20% 9,554 aA 2,142 aB 1,607 aB 0,854 aB

15% 9,798 aA 1,829 aB 1,539 aB 1,555 aB

10% 5,917 bA 1,740 aB 2,145 aB 1,598 aB

5% 8,585 abA 0,949 aB 0,588 aB 1,737 aB
C.V (%) 31,45

Rafinose (mg g"' MS)

27% 0,000 aB 0,203 aAB 0,284 aA 0,219 aA

20% 0,000 aA 0,187 aA 0,151 abA 0,103 aA

15% 0,000 aA 0,190 aA 0,190 abA 0,100 aA

10% 0,000 aB 0,104 aAB 0,258 abA 0,224 aA

5% 0,000 aB 0,215 aA 0,052 bAB 0,116 aAB
C.V (%) 58,67

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintiscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Contetido de lipideos (mg g MS) das sementes de Annona emarginata (Schidtl.) H.
Rainer aos 91, 116 ¢ 133 DAF (dias apos a floragdo) submetidas ao armazenamento a -5°C por
0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 95,753 aC 328,534 aA 283,640 aAB 212,082 aB
20% 98,702 aA 179,252 bA 119,491 bA 190,505 aA
15% 95,637 aA 109,045 beA 168,032 bA 145,605 abA
10% 146,439 aA 158,439 bA 98,917 bA 174,155 abA
5% 104,477 aAB 11,130 cB 167,874 bA 58,989 bB
C.V (%)
116 DAF
35% 263,095 aA 265,915 bA 254,230 abA 298,995 aA
20% 230,965 aA 239,920 bA 166,805 bA 168,155 bA
15% 239,700 aBC 189,400 bC 361,900 aA 326,580 aAB
10% 178,235 aB 186,750 bB 265,570 abAB 347,220 aA
5% 204,810 aB 382,715 aA 197,240 bB 322,220 aA
C.V (%) 14,20
133 DAF
27% 271,370 aA 199,065 bA 220,685 bA 188,420 aA
20% 266,810 aA 132,910 bB 189,930 bAB 162,400 aB
15% 275,040 aA 189,810 bA 208,910 bA 243,525 aA
10% 269,810 aA 136,315 bC 167,945 bBC 255,935 aAB
5% 293,085 aAB 367,800 aA 326,685 aA 223,045 aB
C.V (%)

Médias seguidas da mesma letra maiuscula na linha e mintiscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 7: Atividade da peroxidase [POD (umol.min mg" de proteina)] das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apos a floragdo) submetidas ao

armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 0,003 aB 2,99 bA 2,23 abA 3,34 aA
20% 0,002 aB 2,99 bA 3,43 aA 2,93 aA
15% 0,002 aC 4,39 aA 2,09 bB 2,94 aB
10% 0,002 aB 3,34 abA 2,78 abA 2,49 aA
5% 0,002 aB 3,37 abA 2,29 abA 3,50 aA
C.V (%) 19,32
116 DAF
35% 0,002 aC 4,75 aA 2,37 aB 1,99 aB
20% 0,001 aC 4,66 abA 3,01 aB 1,99 aB
15% 0,001 aC 3,17 abcA 1,76 aAB 1,43 aBC
10% 0,002 aB 3,15 beA 1,76 aA 2,30 aA
5% 0,001 aB 2,37 cA 2,77 aA 2,30 aA
C.V (%) 26,56
133 DAF
27% 0,002 aB 2,08 aA 2,33 aA 1,73 bA
20% 0,001 aC 2,25 aAB 2,51 aA 1,73 bB
15% 0,001 aC 2,14 aB 2,51 aB 3,49 aA
10% 0,001 aC 2,34 aB 2,51 aB 3,49 aA
5% 0,001 aC 2,33 aB 2,17 aB 3,49 aA
C.V (%) 12,39

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 8: Atividade da superéxido dismutase [SOD (U mg™ proteina)] das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apos a floragdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 0,143 aA 0,221 aA 0,160 aA 0,283 aA
20% 0,263 aA 0,204 aA 0,226 aA 0,166 aA
15% 0,262 aA 0,195 aAB 0,137 aB 0,254 aA
10% 0,236 aA 0,193 aA 0,226 aA 0,247 aA
5% 0,208 aA 0,213 aA 0,199 aA 0,253 aA
C.V (%) 19,36
116 DAF
35% 0,203 aA 0,250 abA 0,215 aA 0,164 aA
20% 0,181 aA 0,258 abA 0,201 aA 0,166 aA
15% 0,188 aA 0,289 aA 0,056 bB 0,179 aAB
10% 0,197 aA 0,136 bA 0,137 abA 0,224 aA
5% 0,102 aA 0,209 abA 0,139 abA 0,204 aA
C.V (%) 23,96
133 DAF
27% 0,167 aA 0,229 aA 0,145 abA 0,245 aA
20% 0,006 bB 0,163 abA 0,190 abA 0,164 aA
15% 0,149 aAB 0,172 abAB 0,074 bB 0,208 aA
10% 0,229 aA 0,078 bB 0,235 aA 0,173 aAB
5% 0,151 aA 0,168 abA 0,212 abA 0,262 aA
C.V (%) 27,11

Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Teores de lipoperoxido (nmol MDA g MS) das sementes de Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apds a floracdo) submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
59% 9,36 aC 89,01 aA 26,92 aB 14,82 aC
20% 7,98 aB 16,37 bA 8,21 bB 8,63 abB
15% 4,78 aA 6,97 cA 8,47 bA 7,19 bA
10% 6,16 aA 6,67 cA 9,20 bA 7,97 abA
5% 8,35 aA 5,34 cA 6,83 bA 7,35 bA
C.V (%) 28,15
116 DAF
35% 8,55 aB 8,01 aB 12,01 aA 4,88 aC
20% 8,49 aA 7,92 aA 3,83 aB 4,61 aB
15% 7,40 abA 6,38 aA 4,54 aB 4,15 aB
10% 7,72 aA 3,79 bB 3,01 aB 4,19 aB
5% 5,56 bA 2,97 bB 3,34 aB 5,19 aA
C.V (%) 16,33
133 DAF
27% 13,61 abA 4,80 aB 5,67 abB 6,8 aB
20% 15,72 aA 5,23 aB 4,86 abB 5,86 aB
15% 15,48 aA 491 aB 9,15 aB 7,65 aB
10% 9,70 bA 6,00 aA 8,11 abA 9,11 aA
5% 2,26 cA 5,05 aA 3,84 bA 4,84 aA
C.V (%) 33,99

Médias seguidas da mesma letra maitscula na linha e mintiscula na coluna nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10: Perfil Hormonal (ng g' MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer aos 91 DAF (dias apos a floragdo) com contedo de agua de 59, 10 e 5% apos 0, 60, 120
e 180 dias de armazenamento a -5°C.

59 10 5
GA,

0 158,79+28,20 aA 3,454+5,98 aB 2,37+4,11 aB
60 0,00+0,00 bA 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA
120 0,00+0,00 bA 0,33+0,05 aA 0,00+0,00 aA
180 3,194+5,43 bA 0,00+0,00 aA 0,00+0,00 aA

C.V(%)
ABA

0 136,56+24,71 aA 64,17+6,25 aB 56,51+16,88 aB
60 0,41+£0,05 bA 0,19+0,03 bA 0,15+0,01 bA
120 0,13+0,01 bA 0,18+0,01 bA 0,05+0,01 bA
180 0,29+0,024 bA 0,17+£0,01 bA 0,23+0,04 bA

C.V(%)
TIAA

0 413,98+34,53 aA 66,11+17,19 aB 479142521 aB
60 2,86+0,63 bA 0,70+0,20 bA 0,75+0,06 bA
120 2,92+0,28 bA 0,89+0,28 bA 11,11+£6,54 bA
180 3,854+3,42 bA 0,96+0,14 bA 1,82+1,32 bA

C.V(%)
Trans-zeatina

0 30,94+28,44 aA 12,25+6,82 aB 11,114+4,39 aB

60 0,36+0,15 bA 0,09+0,03 bA 0,03+£0,01 bA
120 0,05+0,01 bA 0,08+0,01 bA 0,06+0,01 bA
180 0,02+0,03 bA 2,88+4,89 bA 0,06+0,01 bA

C.V(%) 179,13
6-BA
0 270,12+155,67 aA 87,12+56,74 aB 98,47+66,35 aB

60 0,05+0,01 bA 0,12+0,10 bA 0,03+0,01 bA
120 0,00+0,00 bA 3,13+0,25 bA 0,01+£0,01 bA
180 0,47+0,42 bA 0,11+0,03 bA 0,09+0,02 bA

C. V(%) 134,48

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha ¢ mintiscula na coluna ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 11: Perfil Hormonal (ng g' MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer aos 116 DAF (dias apds a floragdo) com contetido de agua de 35, 10 e 5% apos 0, 60,
120 e 180 dias de armazenamento a -5°C.

35 10 5
GA,
0 14,70+1,83 aB 2712,98+45,77 aA 3,37+0,01 aB
60 0,00+0,00 bA 0,00+0,00 bA 0,05+0,01 aA
120 0,00+0,00 bA 0,04+0,01 bA 0,04+0,01 aA
180 0,00+0,00 bA 0,00+0,00 bA 0,00+0,00 aA
C.V(%) 58,64
ABA
0 84,62+13,43 abA 96,26+6,38 aA 76,18+8,70 aA
60 60,82+11,50 abA 68,14+8,71 abA 68,37+2.62 aA
120 91,64+31,85 aA 42,44+3,20 beB 49,38+21,77 aB
180 56,31+15,81 bA 17,18+1,37 ¢B 13,84+2,16 bB
C.V(%) 22,75
TIAA
0 65,03+18,25 aA 30,41+10,03 aB 29,72+13,72 aB
60 0,69+0,02 bA 0,00+0,00 bA 0,31+0,54 bA
120 2,10+0,42 bA 1,08+1,87 bA 0,33+0,57 bA
180 0,00+0,00 bA 6,82+2,04 bA 0,91+0,29 bA
C.V(%) 63,29
Trans-zeatina
0 7,13+£18,99 0,00+0,00 0,00+0,00
60 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
120 0,00+0,00 0,00+0,00 0,00+0,00
180 0,00+0,00 0,01+0,02 0,01+0,01
C.V(%)
6-BA
0 2424,55+18,99 aA 597,68+14,86 aB 231,734+26,66 aB
60 0,63+0,48 bA 0,03+0,01 bA 1,35+0,61 bA
120 0,10+0,04 bA 0,65+0,06 bA 0,29+0,02 bA
180 0,09+0,03 bA 0,00+0,00 bA 0,00+0,00 bA
C. V(%)

Meédias seguidas da mesma letra maitscula na linha ¢ mintiscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 12: Perfil Hormonal (ng g' MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer aos 133 DAF (dias apds a floragdo) com contetido de agua de 35, 10 e 5% apos 0, 60,
120 e 180 dias de armazenamento a -5°C.

27 10 5
GA4
0 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 aA
60 0,101+0,01 aA 0,085+0,04 aA 0,000+0,00 aB
120 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 aA
180 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 aA
C.V(%) 86,55
ABA
0 49,323+11,62 bA 44,735+16,53 bA 24,453+£9,26 aA
60 74,191+13,73 bA 72,865+6,98 aA 36,168+3,30 aB
120 115,091+23,04 aA 70,437+17,95 abB 28,143+4,80 aC
180 103,597+11,85 aA 52,894+3,18 abB 50,038+5,51 aB
C.V(%) 20,36
TIAA
0 432,712+26,85 aA 441,306+33,98 aA 408,757+14,24 aA
60 0,697+0,27 bA 0,000+0,00 bA 2,898+0,41 bA
120 0,347+0,33 bA 0,569+0,98 bA 2,101+1,20 bA
180 1,285+1,30 bA 3,105+0,60 bA 2,079+0,39 bA
C.V(%) 65,42
Trans-zeatina
0 0,000+0,00 0,000+0,00 0,000+0,00
60 0,000+0,00 0,000+0,00 0,000+0,00
120 0,000+0,00 0,00040,00 0,000+0,00
180 0,000+0,00 0,018+0,01 0,000+0,00
C.V(%)
6-BA
0 44,848+31,05 aA 27,005+23,89 aAB 13,274+2,92 aB
60 1,248+0,17 bA 0,809+0,35 bA 0,000+0,00 bA
120 0,050+0,05 bA 0,01740,03 bA 0,000+0,00 bA
180 0,102+0,03 bA 0,000+0,00 bA 0,000+0,00 bA
C.V(%)

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



250 Kda
142 Kda
108 Kda
58Kda
51 Kda

Peso Molecular

48 Kda
43 Kda

15 Kda

250 Kda
150 Kda
125 Kda
59 Kda
53 Kda
48 Kda

Peso Molecular

42 Kda
29Kda
14 Kda

267 Kda
57 Kda
51Kda
47 Kda

33Kda

Peso Molecular

31Kda
28 Kda
9Kda

Intensidade (%)
20 30

[=3
=
=)

il

Intensidade (%)
20 30

[=1
=
=]

Intensidade (%)
20 30

[=1
=
=]

10

40

40

50

50

50

213Kda

55 Kda

51 Kda

47 Kda

41 Kda

Peso Molecular

35 Kda

32 Kda

250Kda
131 Kda
95 Kda
55Kda
50 Kda
46 Kda
35Kda
33Kda
30Kda
27 Kda
25Kda
19 Kda

Peso Molecular

18 Kda
14 Kda
12 Kda
11 Kda
10 Kda

Figura 1: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apés corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 91 DAF (dias apos a floragao)
armazenadas por 0 e 60 dias a -5°C.

A: 59% de 4gua sem armazenamento, B: 59% de dgua armazenadas por 60 dias,

C: 20% de agua sem armazenamento, D: 20% de 4gua armazenadas por 60 dias,

E: 15% de agua sem armazenamento, F: 15% de agua armazenadas por 60 dias,

G: 10% de agua sem armazenamento, H: 10% de 4gua armazenadas por 60 dias,
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I: 5% de 4gua sem armazenamento, J: 5% de dgua armazenadas por 60 dias.
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Figura 2: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 91 DAF (dias ap6s a flora¢do)

armazenadas por 0 e 60 dias a -5°C.

A: 35% de 4gua sem armazenamento, B: 35% de agua armazenadas por 60 dias,
C: 20% de 4gua sem armazenamento, D: 20% de agua armazenadas por 60 dias,
E: 15% de agua sem armazenamento, F: 15% de agua armazenadas por 60 dias,
G: 10% de agua sem armazenamento, H: 10% de 4gua armazenadas por 60 dias,

I: 5% de 4gua sem armazenamento, J: 5% de dgua armazenadas por 60 dias.
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Figura 3: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 91 DAF (dias apds a flora¢do)

armazenadas por 0 e 60 dias a -5°C.

A: 27% de dgua sem armazenamento, B: 27% de agua armazenadas por 60 dias,
C: 20% de 4gua sem armazenamento, D: 20% de agua armazenadas por 60 dias,
E: 15% de agua sem armazenamento, F: 15% de agua armazenadas por 60 dias,
G: 10% de agua sem armazenamento, H: 10% de 4gua armazenadas por 60 dias,

I: 5% de 4gua sem armazenamento, J: 5% de dgua armazenadas por 60 dias.
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7. CAPITULO 4

GERMINABILIDADE DE SEMENTES DE Annona emarginata
(SCHLTDL.) H. RAINER APOS DIFERENTES NiVEIS DE SECAGEM E
APLICACAO DE REGULADORES VEGETAIS DURANTE O
DESENVOLVIMENTO’

7 Artigo nas normas do periddico: Journal of Experimental Botany.
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GERMINABILIDADE DE SEMENTES DE Annona emarginata (SCHLTDL.) H.
RAINER APOS DIFERENTES NIVEIS DE SECAGEM E APLICACAO DE
REGULADORES VEGETAIS DURANTE O DESENVOLVIMENTO

Jaqueline Malagutti Corsato'"; Gisela Ferreira'

lDepartamento de Botanica, Instituto de Biociéncias, UNESP, Caixa Postal 510,
Botucatu, CEP: 18608-970, Sao Paulo, Brasil. Email: gisela.unesp@yahoo.com.br
*Autor para correspondéncia. Email: jaque corsato@hotmail.com, Departamento de
Botanica, Instituto de Biociéncias, Universidade Estadual Paulista — UNESP, Caixa
Postal 510, Botucatu, CEP: 18608-970, Sao Paulo, Brasil

Resumo: A espécie A. emarginata apresenta dorméncia apds secagem o que tém
dificultado seu manejo em viveiros de produgdo de mudas. O objetivo do trabalho foi
avaliar o efeito de reguladores vegetais na germinabilidade de sementes de A.
emarginata ao longo do desenvolvimento quando submetidas a niveis de secagem. O
experimento foi instalado com delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 5 x 4 (niveis de secagem x concentracdoes do regulador) totalizando 20
tratamentos com quatro repeti¢cdes de 15 sementes por parcela. Em cada época de coleta
(49, 91, 116 e 133 DAF) sementes apresentando teor de dgua inicial e reduzido para
20%, 15%, 10% e 5%, foram colocadas para germinar com os seguintes tratamentos:
sem embebicao prévia (SEP), embebidas em agua destilada e em solugdo contendo 250
¢ 750 mg L' dos reguladores GA 4.7 + N- (fenilmetil) — aminopurina. Foram avaliados
porcentagem, tempo médio, indice de velocidade e sincronizagcdo da germinagdo; perfil
de actcares soluveis totais; atividade da peroxidase e superoxido dismutase; teores de
lipoperdxido e proteinas LEA. Verificamos que as sementes ndo apresentam dorméncia,
permitem secagem até 5% de agua e a aplicagdo dos reguladores vegetais sincroniza e
aumenta a velocidade de germinacdo. Concluimos que a germinabilidade das sementes
de A. emarginata ¢ alterada em fun¢do os niveis de secagem obtidos em casa fase do

desenvolvimento e da aplicacao dos reguladores vegetais.

Palavras-chave: desenvolvimento de sementes; tolerancia a dessecacdo, proteinas LEA,

lipoperdxido, SOD, POD.
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Introducéo

A familia Annonaceae ¢ conhecida por apresentar germinacdo lenta e
desuniforme, sendo varias as hipoteses para justificar esse comportamento germinativo
(Ferreira et al., 2013).

Rizzini (1973) sugere que a dorméncia das sementes de Annonaceae ¢
embriondria, pois as sementes seriam dispersas com o embrido imaturo. No entanto,
Smet et al. (1999) relatam que as sementes sdo dispersas com embrido imaturo ou
rudimentar, sendo necessario um periodo apds a dispersio para que o embrido termine o
seu crescimento. Por outro lado, h4 controvérsias quanto essa dorméncia morfoldgica
uma vez que Esquinca et al. (1997) verificaram que sementes de A. diversifolia sdo
dispersas com embrido completo, embora necessitem de um periodo de 6 meses de
armazenamento para que germinem, o que sugere uma dorméncia fisiologica que pode
ser superada pela aplicagdo de reguladores vegetais (Braga et al., 2010; Oliveira et al.,
2010; Costa et al., 2011; Ferreira, 2011).

Neste contexto, vale ressaltar a necessidade de caracterizar a época adequada
para as coletas de sementes pois, o estddio de desenvolvimento influencia diretamente
na qualidade e potencial germinativo das mesmas (Linkies et al., 2010; Bewley et al.,
2013). Assim, para que ocorra a germinagao, ¢ necessario que as sementes apresentem o
embrido completamente formado e sem estabelecimento de dorméncia (Dias et al.,
2011).

Ao longo do desenvolvimento das sementes hd reducdo do contetido de dgua,
sendo necessarios mecanismos de protecdo (sistemas antioxidantes, proteinas LEA e
acumulo de sacarose) para evitar os danos gerados pela a formagao de radicais livres, os
quais podem reagir com o sistema de membranas celulares, levando a danos
irreversiveis e até mesmo a morte celular (Buitink e Leprince, 2008).

Esses mecanismos, presentes em sementes ortodoxas, irdo manter a integridade
das membranas permitindo que ocorra a secagem ao final do desenvolvimento. Com a
reducdo do metabolismo devido a essa retirada de dgua, as sementes sdo dispersas em
condigdes de germinar quando em ambiente favoravel e/ou superados possiveis
mecanismos de dorméncia (Rajjou e Debeaujon, 2008).

Ha relatos de que as sementes da espécie A. emarginata (Schltdl.) H. Rainer
(araticum-de-terra-fria) também apresentam dorméncia, principalmente apds secagem o
que tém dificultado seu manejo em viveiros de producdo de mudas (Manica, 2003;

Costa et al., 2011). A espécie apresenta grande interesse devido a sua compatibilidade
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quando utilizada como portaenxerto para a atemoéia (Annona cherimola Mill. X Annona
squamosa L.) e cherimoia (Annona cherimola Mill.), além de potencial emprego em
programas de melhoramento e na recuperagdo de areas degradadas devido a sua
rusticidade (Tokunaga, 2000; Scaloppi Junior, 2007; Kavati, 2013).

Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito de reguladores vegetais na
germinabilidade de sementes de A. emarginata ao longo do desenvolvimento quando

submetidas a niveis de secagem.

Material e Métodos

O experimento foi desenvolvido no laboratério de Fisiologia da Germinagdo e
Dorméncia de Sementes do Departamento de Botanica da Universidade Estadual
Paulista “Julio de Mesquita Filho” — UNESP, campus de Botucatu — SP.

Durante o periodo de floragdo das plantas de araticum-de-terra-fria (outubro de
2010 e outubro de 2011), foram marcadas matrizes no Nucleo de Producao de Mudas da
CATI (Coordenadoria de Assisténcia Técnica Integral), localizado em S3o Bento do
Sapucai — SP (22° 4120" sul e a uma longitude 45° 43' 51" oeste, altitude de 886
metros). Foram determinadas cinco épocas de coleta: 49, 91, 116 e 133 DAF (Dias
Ap6s a Floragdo), as quais abrangeram do inicio do desenvolvimento, até a dispersao
dos frutos, resultando em dois ciclos de avaliacao, 2010/2011 ¢ 2011/2012.

A determinagdo do teor de agua inicial das sementes de A. emarginata foi
realizada utilizando quatro repeti¢cdes de 25 sementes por parcela. As sementes foram
acondicionadas em estufa de secagem com circulagdo for¢ada de ar a temperatura de
103°C durante 17 horas (Ista, 2004). Os resultados do teor de 4gua das sementes foram
expressos em porcentagem (%), com base no peso umido das sementes conforme a
metodologia descrita pela Ista (2004).

Em cada época de coleta (49, 91, 116 e 133 DAF) as sementes extraidas dos
frutos foram submetidas ao teste de germinagdo em esquema fatorial 5x4 (teores de
dgua x concentragdes dos reguladores), totalizando 20 tratamentos com quatro
repeticdes de 15 sementes por parcela. Sementes apresentando teor de dgua inicial e
reduzido para 20%, 15%, 10% e 5% em estufa de circulacdo forcada de ar a temperatura
de 32°C, foram colocadas para germinar com os seguintes tratamentos: sem embebi¢ao
prévia (SEP), embebidas em 4gua destilada e em solugdo contendo 250 e 750 mg L™ dos
reguladores GA 4.7 + N- (fenilmetil) - aminopurina (Corsato et al, 2012). A embebi¢ao

foi sob aeragdo constante por 60 horas (Costa, 2009). Posteriormente, as sementes
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foram acondicionadas em papel Germitest umedecido com agua destilada na propor¢ao
de duas vezes e meia o peso do papel seco (Brasil, 2009).

Os tratamentos foram acondicionados em camara de germinagdo com
temperatura e fotoperiodo alternados, 20°C durante 18 horas de escuro e 30°C por seis
horas de claro (Costa, 2009). As avaliagdes foram constituidas de contagem do nimero
de sementes germinadas a cada dois dias, sendo considerado como germinada aquela
que apresentou pelo menos 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976). Foram calculadas as
porcentagens, tempo médio (Edmond e Drapala, 1958), indice de velocidade (Silva e
Nakagawa, 1995), frequéncia e sincronizagdo da germinagdo (Laboriau e Agudo, 1987)
e a porcentagem de plantulas normais (Brasil, 2009).

O delineamento experimental para as analises bioquimicas em cada época de
coleta, descritas a seguir, foi em esquema fatorial 5x4 (niveis de secagem x
concentragdes do regulador). Para as andlises, foram coletadas trés repeticdes de 10
sementes por parcela, as quais foram previamente maceradas em nitrogénio liquido e

armazenadas em ultra freezer a temperatura de -80°C até o momento das analises.

Acucares soluveis

Para a extragdo dos agucares soluveis foram utilizados 100mg de material
acondicionado em tubos eppendorf, onde foi adicionado 1mL de etanol 80% na
proporcao de 10:1. Os tubos foram incubados em banho a 80°C por 15 minutos (Dubois
et al., 1956). Apos incubagdo, o material foi centrifugado a 12000rpm por 15 minutos e
o sobrenadante transferido para tubos com capacidade de SmL. O mesmo procedimento
foi repetido duas vezes com o substrato restante e o volume final do extrato foi ajustado
para 3mL. A unido dos trés sobrenadantes resultou no extrato com a fragdo de acucares
soluveis que foi analisada.

Apo6s a extragdo do material foi realizada a determinagdo dos agucares soluveis
totais pelo método do fenol sulfurico (Dubois et al., 1956). Para a purificagdo das
amostras foi utilizado 1ml de amostra, a qual passou em resina catidnica e anidnica. O
pH das amostras foi corrigido com hidroxido de amoénio e &cido cloridrico e,
posteriormente, estas foram armazenadas em freezer (Garcia et al., 2006). As amostras
foram liofilizadas e suspendidas em 1ml de 4gua deionizada.

Os acucares soluveis foram analisado através de cromatografia liquida de alta
resolugdo em cromatdgrafo DIONEX, modelo ICS3000, em coluna CarboPac PA-1. O

sistema de elui¢ao foi o isocratico com 250 mM de hidréxido de sodio (eluente B) em
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agua (eluente A), com fluxo de 0,2 mL min-1, por meio da seguinte programagao: 0-2
min, 7% eluente B; 2,1-25 min, 4% eluente B; 25,1-30 min, 80% ecluente B; 30,1-35
min, 7% eluente B (Garcia et al. 2006).

Proteinas sollUveis totais

Para a extracdao das proteinas soluveis totais foi seguida a metodologia de Kar e
Mishra (1976). Foram utilizados 600mg de material triturado em nitrogénio liquido
homogeneizados com a auxilio de um almofariz em 5SmL de tampao de extracao fosfato
de potassio 0,1 mol L' pH 6,8. O macerado centrifugado & 12000 rpm por 40 minutos.
A determinacdo das proteinas soluveis totais foi realizada pelo método de Bradford

(1976).

Atividade da enzima peroxidase (POD, EC 1.11.1.7)

A atividade da peroxidase foi determinada de acordo com as condi¢des citadas
no trabalho de Teisseire e Guy (2000). O sistema de reacdo foi composto de 100 uL de
extrato enzimatico diluido no tampao de extracdo; tampao fosfato de potassio 50 mmol
L™ pH 6,5; pirogalol (1,2,3-benzenotriol) 20 mmol.L"' e peréxido de hidrogénio (H,0,)
5 mmol L. A reacfo foi conduzida a temperatura ambiente por 5 minutos e resulta na
formacdo de purpurugalina, a qual foi medida em espectofotometro UV-visivel a 430nm
e seu coeficiente de extingdo molar (2,47 mmol L' c¢m™) foi usado para calcular a

atividade especifica da enzima, expressa em umol de purpurugalina min™ de proteina.

Atividade da superoxido dismutase (SOD, EC 1.15.1.1)

A atividade da SOD foi realizada pelo método de Beauchamp e Fridovich
(1971), citados por Bor et al. (2003). O sistema de reagdo ¢ foi composto de 30uL de
extrato enzimdtico, tampao fosfato de so6dio 50 mmol L! pH 7,8, mistura
“nitrobluetetrazolium” (NBT) 33 pmol L' + EDTA 0,66 mmol L' (5:4) e mistura L-
metionina 10 mmol L™ + riboflavina 3,3 mol L (1:1), totalizando um volume de
3,0mL. Ap6s iluminacdo dos tubos por 5 minutos a 25°C, a redugdo do NBT a “blue
formazan” foi medida em espectrofotometro UV-visivel a 560 nm. A atividade da SOD

. -1 ’
foi expressa em U mg de proteina.
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Teores de lipoperoxido

Os niveis de peroxidacao de lipideos foram avaliados utilizando a metodologia
de Heath e Packer (1968). Para isso, foram utilizados 100mg de material o qual foi
macerado em almofariz adicionando-se 2ml de um meio de reagdo constituido por acido
tiobarbitarico (0,25%, m/v) e acido tricloro acético (10%, m/v). A solucao foi
acondicionada em tubos de ensaio vedados e incubados em banho-maria a 95°C por 1
hora. A solucao resultante foi centrifugada a 12000 rpm por 40 minutos a 25°C. A
leitura do sobrenadante foi realizada em espectrofotdometro em dois comprimentos de
onda 532 e 600nm. O montante de malondialdeido (MDA) formado foi calculado

utilizando um coeficiente de extin¢do de 155 mM™ cm™.

Resultados

Os dois ciclos estudados (outubro de 2010 e outubro de 2011) apresentaram o
mesmo padrdo de resposta, por esse motivo os resultados apresentados a seguir refere-se
apenas ao ciclo referente a outubro de 2010 até fevereiro de 2011.

As sementes coletadas aos 49 DAF apresentaram elevada divisdo celular (Figura
1A), e a partir de 91 DAF observa-se embrides com cotilédones e eixo diferenciados
(Figura 1B). As sementes aos 91 DAF e sem embebicao prévia, mantém a germinagao
elevada com secagem de 20% e 15% de agua (70 e 73% respectivamente) e queda
significativa quando secas até 10 e 5% (15 e 20% de germinagdo respectivamente). Aos
91 DAF a embebicao da sementes em solugdes contendo reguladores ndo aumentou a
germinacao (Tabela 1).

Sementes com 116 DAF, permitiram secagem até 5%, mantendo a germinacao
entre 75 a 80% quando colocadas para germinar sem embebicao prévia. Nesta fase a
combinagdo entre a secagem e aplicacdo de GA47+CK permitiu incrementos na
germinagdo, conforme observado com sementes com teor de 4gua de 20% e a aplicagdo
de 250 mg L' de GA4+7+CK, resultando em 97% de germinacdo. No entanto, sementes
que tiveram o conteudo de agua reduzido para 15 e 10% seguidas de embebi¢cdo em 750
mg L de GA4:7+CK tiveram a germinagio reduzida (Tabela 1).

Aos 133 DAF, verificamos que hd reducdo na porcentagem de germinacao
quando as sdo sementes secas at¢ 5% e imersas em agua. Neste caso, o fato das
sementes estarem com baixo teor de agua (5%) e serem imersas em agua provocou

maior velocidade de embebicdo o que pode ter resultado em danos fisicos na membrana
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e consequente reducdo da germinagdo (Tabela 1). No entanto, a inclusdo dos
reguladores na solugdo de imersao evitou a redugdo da germinagao.

Observamos também que sementes com teor de agua reduzido e imersas em 750
mg L' de GA47+CK responderam de modo distinto em relagdo & seu estado de
desenvolvimento. Sementes mais jovens (91 DAF), alcangaram 15% de germinagdo
quando secas a 10% e 17% de germinacdo quando secas a 5%. J& as sementes com 133
DAF, mais maduras passam a responder a aplicacdo dos reguladores com elevadas % de
germinacgdo até quando submetidas aos menores niveis de secagem (Tabela 1).

Os resultados também mostraram que a aplicagdo exdgena de reguladores
vegetais, tendem a sincronizar e reduzir o tempo do processo de germinagdo (Tabelas 2
e 3, Figuras 2 até¢ 16). Em sementes aos 91 DAF e com teor de agua inicial (59%) a
aplicacdo dos reguladores vegetais reduziu o TMG e incrementou o IVG das sementes e
as sementes que apresentavam 10% de 4agua quando embebidas em 4agua e nos
reguladores tiveram o TMG reduzido (Tabelas 2 e 3).

Aos 116 DAF, sementes que tiveram o teor de dgua reduzido para 20, 15 ¢ 5%
de agua seguida da aplicagdo dos reguladores vegetais também reduziram o TMG e
incrementaram o IVG (Tabelas 2 e 3), fato este que auxilia na sincronizacdo da
germinagdo dessa espécie como observado com a aplicacdo dos reguladores vegetais
nas Figuras 2 até a 16.

Os maiores incrementos nas variaveis de germinacao estdo relacionados com a
degradacdo de actcares soluveis totais, tanto aos 116 DAF como aos 133 DAF até
secagem de 15% com a imersdo das sementes em agua ou nos reguladores (Tabela 4).
No entanto, quando a imerséo ¢ feita em 750 mg L' de GA4:7+CK ha um aumento nos
niveis de agucares soluveis totais, o que pode ter ocorrido devido a degradacdo de
lipideos. J& as sementes secas a 10% e 5% ndo apresentam variagdes nos niveis de
acucares independentes de serem embebidas ou ndo (Tabela 2).

A capacidade das sementes germinarem apds a instalagdo de estresses causados
pela reducdo de dgua e pela posterior embebi¢do, em agua ou nos reguladores, estd
relacionada a associa¢do de sistemas de protecdo de membranas, a fim de garantir o
processo germinativo.

A POD e a SOD nao apresentaram atividades significativas que justificassem as
reducdes nos teores de lipoperdxido observados a medida em que aumentavam os niveis
de secagem nas sementes (Tabelas 5, 6 ¢ 7). Ou seja, ao longo do desenvolvimento,

quando as sementes alcancaram 116 e 133 DAF, verificamos que a secagem reduziu os
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niveis de peroxidacdo, indicando a atuacdo de sistemas de protecdo as membranas, nao
relacionados a atividade da POD e da SOD. No entanto, apesar da redugao nos teores de
lipoperdxido a germinacdo foi reduzida, principalmente nas sementes submetidas aos
menores niveis de secagem (10 e 5%) e que ndo foram tratadas com os reguladores
(Tabela 1).

Associado ao sistema antioxidante, proteinas da embriogénese tardia (LEA) e
agucares soluveis podem ter auxiliado na protecdo das membranas, o que refletiu na
reducdo dos teores de lipoperdxido. Verificamos que a medida que as sementes foram se
desenvolvendo houve um aumento das bandas de proteinas LEA em nUmero e
intensidade assim como quando as sementes sao secas (Figuras 17, 18 ¢ 19).

Em relagdo ao perfil de actcares soluveis, verificamos que sementes proximas a
dispersdo (116 DAF) que foram secas a 15% de 4gua ¢ embebidas em 750 mg L' de
GA471tCK e aquelas secas até 10% de agua seguidas de embebicdo em agua tiveram
seus niveis de glicose aumentados. Sementes com 15% de dgua embebidas em 0 e 250
mg L' dos reguladores reduziram os niveis de frutose assim como as que apresentavam
15% de agua embebidas dgua reduziram o contetido de sacarose (Tabela 9). J& aos 133
DAF observamos que a embebicao das sementes levou a um decréscimo nos niveis de

sacarose (Tabela 10).

Discussao
A germinabilidade das sementes de A. emarginata esta relacionada com a sua
maturacao, sendo que nao foi encontrada dorméncia na espécie (Tabela 1). Embora a
familia Annonaceae seja conhecida por apresentar dorméncia definida ora como
morfoldgica (Rizzini, 1973) e ora fisiologica ou morfofisiologica (Silva et al., 2007), o
que verificamos foi que, se a coleta for realizada com sementes imaturas e com embrido
ainda indiferenciado, ndo hd como ocorrer germinacao, conforme observado aos 49
DAF (Figura 1) (Linkies et al., 2010; Dias et al., 2011)
Neste caso a presenga de células indiferenciadas nas sementes de A. emarginata aos
49 DAF esté relacionada ao estddio de desenvolvimento e ndo a dorméncia morfologica,
previamente mencionada de modo geral para as espécies da familia Annonaceae (Smet
et al., 1999; Ferreira et al., 2013).
A partir do momento que as sementes germinaram, o que foi observado aos 91
DAF, a redugdo no contetido de agua das sementes de A. emarginata poderia ter levado

a uma dorméncia secundaria, devido a possiveis aumentos na concentragdo de
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inibidores da germinagdo durante a secagem, conforme proposto por Costa et al. (2011).
No entanto, a secagem somente reduziu a germinacdo quando as sementes ainda nao
estavam totalmente desenvolvidas (91 DAF) (Tabela 1).

Verificamos que dependendo do teor de agua das sementes had diferentes
respostas a aplicacdo dos reguladores vegetais, sendo o maior efeito dos reguladores
observado quando as sementes estavam mais maduras (116 e 133 DAF) (Tabela 1). A
alteragdo do balanco entre promotores e inibidores da germinacdo pode resultar na
superacdo de dorméncia assim como, incrementar a germinacdo em sementes nao
dormentes, reduzir o tempo médio e proporcionar a sincronizacdo da germinagao,
levando a producao de mudas de alta qualidade em menor espago de tempo (Rajjou et
al., 2011).

Neste experimento, a aplicacdo dos reguladores permitiu uma maior velocidade
de germinacdo em fun¢do da sua acdo na degradagdo de reservas (Bewley et al., 2013) o
que fica claro com a redugao no contetido de agucares soltveis (Tabela 2). Da mesma
forma também foi observado incremento na germinacdo de sementes nao dormentes de
outra Annonaceae (Annona cherimolla Mill.), com a aplicagdo de acido giberélico
(Campbell e Popeone, 1969; Augustin e Alviter, 1996).

Com a secagem até niveis muito reduzidos (5%) e com o desenvolvimento das
sementes a reducdo nos teores de lipoperoxido indica que ndo ocorreram danos
oxidativos nas membranas (Tabelas 5, 6 e 7). No entanto, era esperado que quanto
maior o nivel de estresse, maior seria a concentragcdo dos teores de lipoperdxido, devido
a peroxidacao dos lipideos que ocorre em funcdo dos radicais livres. O fato das
sementes de A. emarginata terem reduzido a concentragdo do lipoperoxido significa que
ha algum outro sistema evitando a peroxidacdo (Donadon et al., 2013; Hand et al.,
2011).

Neste contexto, observamos nas sementes de A. emarginata a presenca de
proteinas LEA com pesos moleculares na faixa de 70 a 25 KDA (Figuras 17, 18 e 19),
essas proteinas podem ter sido as responsaveis por essa prote¢do, uma vez que estas
proteinas nesta faixa de peso molecular, possuem caracteristica de moléculas
osmoprotetoras (Tunacliffe e Wise, 2007), resultando na habilidade de proteger os
componentes intracelulares, assim como alguns agucares (sacarose) os quais também
sdo encontrados nas sementes de A. emarginata (Barbedo et al., 2013).

Apesar da possivel atuagdo em conjunto desses sistemas de protegdo da

membrana, nas sementes submetidas a secagem, nos menores teores de agua (5%)
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observamos reducdes da porcentagem de germinacao (Tabela 1). No entanto, quando as
sementes sdo imersas nas solugdes contendo os reguladores ndo sdo observadas
redugdes na germinagdo, o que sugere um efeito direto no processo germinativo ou uma
acdo associada desses reguladores ao sistema de prote¢do de membranas que deve ser

estudado.

Concluséo
Concluimos que a germinabilidade das sementes de A. emarginata ¢ alterada em
fungdo os niveis de secagem obtidos em casa fase do desenvolvimento e da aplicacio

dos reguladores vegetais.
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Figura 1: Semente de Annona emarginata. 49 DAF (dias apos a floragdo). A. Embrido.
116 DAF B. Endosperma e embrido. Barra de escala=50pum (A) 100pm (B)

em: embrido; em:endosperma; ee: eixo embrionario; co: cotilédone

Tabela 1: Germinagdo [G(%)] das sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer
aos 91, 116 e 133 DAF submetidas a niveis de secagem e concentragdes de GA 4.7+CK.

0 mgL” 250 mgL™" 750 mgL™!
SEP GA47+CK GA47+CK GA47+CK
91 DAF
59% 77 aA 52 aAB 48 aB 63 abAB
20% 70 aA 53 aAB 43 aB 68 aAB
15% 73 aA 50 aAB 48 aAB 40 beB
10% 15 bA 3 bA 15 bA 15 cA
5% 25 bA 10 bA 8 bA 17 cA
C.V (%) 33,87
116 DAF
35% 75 aA 72 aA 85 aA 85 aA
20% 57 aB 80 aAB 97 aA 90 aA
15% 80 aA 65 aAB 77 aA 45 bB
10% 80 aA 75 aA 75 aA 27bB
5% 70 aA 32bB 80 aA 75 aA
C.V (%) 18,34
133 DAF
27% 82 aA 80 aA 77 aA 88 aA
20% 88 aA 62 abB 78 aAB 85 aA
15% 72 aA 73 abA 75 aA 80 aA
10% 50 bB 70 abA 71 aA 68 aAB
5% 70 abA 58 bA 60 aA 72 aA
C.V (%) 14,58

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Tempo médio de germinagdo [TMG (dias)] das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 ¢ 133 DAF (dias apdés a floragao)
submetidas a niveis de secagem e concentra¢des de GA47+CK.

0 mgL™ 250 mgL™" 750 mgL™
SEP GA47+CK GA47+CK GA 4+7+CK
91 DAF
59% 32,58 aAB 38,03 aA 18,09 aC 22,46 aBC
20% 21,57 aA 24,33 bA 16,96 aA 20,10 aA
15% 26,72 aAB 31,40 abA 17,05 aB 19,28 aAB
10% 24,25 aA 9,5cB 15,50 aAB 18,12 aAB
5% 27,66 aA 22,00 bcAB 14,75 aB 15,66 aAB
C.V (%) 30,76
116 DAF
35% 36,46 aA 29,87 bA 33,84 aA 32,65 abA
20% 35,85 aA 39,33 aA 19,30 cB 25,22 ¢dB
15% 32,54 aAB 33,55 abA 25,04 bcBC 22,30 dC
10% 34,92 aA 28,52 bA 28,27 abA 35,5 aA
5% 31,04 aAB 35,75 abA 23,67 bc B 27,95 abcAB
C.V (%) 13,92
133 DAF
27% 25,27 aA 23,73 abA 22,09 abA 21,07 aA
20% 13,64 abB 31,83 aA 8,90 bB 7,58 bB
15% 18,67 abA 13,22 bA 9,28 abA 7,40 bA
10% 11,73 bA 11,33bA 9,29 abA 7,76 bA
5% 7,45 bA 11,12 bA 16,37 abA 19,31 abA
C.V (%) 44,06

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Indice de Velocidade de Germinagdo das sementes de Annona emarginata
(Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apos a floragdo) submetidas a niveis
de secagem e concentragoes de GA 4.7 +CK.

0 mgL™ 250 mgL’! 750 mgL”!
SEP GA47+CK GA47+CK GA47+CK
91 DAF
59% 16,69 beB 6,82 aB 39,56 aA 32,88 aA
20% 37,01 aA 8,63 aC 22,30 bB 25,99 aAB
15% 21,95 bA 7,86 aB 18,75 bcAB 10,42 bAB
10% 6,88 cA 2,38 aA 2,40 dA 4,34 bA
5% 10,94 bcA 4,53 aA 5,01 cdA 2,75 bA
C.V (%) 49,13
116 DAF
35% 9,93 aA 16,00 aA 7,11 bA 9,40 aA
20% 9,88 aB 6,19 aB 37,94 aA 17,57 aB
15% 19,20 aA 8,64 aA 14,14 bA 7,88 aA
10% 15,76 aA 13,54 aA 8,15 bA 3,80 aA
5% 19,77 aA 3,94 aB 12,20 bAB 8,98 aAB
C.V (%) 60,62
133 DAF
27% 7,69 aAB 6,07 aB 10,34 bAB 19,01 aA
20% 10,88 aAB 3,43 aB 9,68 abA 7,94 aA
15% 4,64 aB 2,41 aB 17,39 abA 14,02 aAB
10% 2,65 aA 3,29 aA 14,05 abA 15,19 aA
5% 5,51 aB 9,38 aB 24,15 aA 23,18 aA
C.V (%) 58,5

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Conteudo de aglicares soluveis totais (mg g MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF (dias apdés a embebigdo)

submetidas a niveis de secagem e concentra¢des de GA47+CK.

0 mgL™ 250 mgL™ 750 mgL™
SEP GA47+CK GA47+CK GA 4+7+CK
91 DAF
59% 13,48 cC 16,87 aBC 19,85 aB 24,74 aA
20% 17,89 cA 10,35 bBC 8,66 bC 13,90 cAB
15% 24,83 bA 15,05 abBC 11,33 bC 17,34 beB
10% 37,06 aA 17,68 aB 22,19 aB 19,97 abB
5% 29,21 bA 14,90 abB 17,63 aB 24,44 aA
116 DAF
35% 29,49 aA 25,13 aAB 19,99 aB 26,35 aAB
20% 29,92 aA 22,34 abB 22,25 aB 26,19 aAB
15% 27,29 aA 17,65 bB 19,66 aB 23,93 abAB
10% 29,39 aA 18,72 abB 21,59 aB 18,14 bB
5% 18,55 bA 10,24 cB 15,45 aAB 17,77 bA
133 DAF
27% 14,00 bAB 12,11 aB 16,46 aA 11,77 bB
20% 18,52 aA 8,47 abB 8,41 bB 16,86 aA
15% 16,35 abA 9,90 ab C 12,21 abBC 16,24 aAB
10% 12,06 bA 7,26 bB 11,59 bA 11,57 bA
5% 14,09 bA 11,79 aA 11,19 bA 12,92 abA

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF (dias apos a floragdo) com 59% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 3: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF (dias ap6s a floragao) com 20% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA4.7+CK.
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Figura 4: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF (dias apos a floragdo) com 15% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 5: Freqiiéncia relativa de germinagao das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF (dias ap6s a floragdo) com 10% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA4.7+CK.
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Figura 6: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF (dias apos a floragdo) com 5% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 7: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF (dias apds a flora¢ao) com 35% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 8: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF (dias apds a floragao) com 20% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 9: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF (dias apds a floragao) com 15% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 10: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF (dias apds a floragao) com 10% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 11: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF (dias apds a flora¢ao) com 5% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 12: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF (dias apds a floragéo) com 27% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA4+7+CK.
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Figura 13: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF (dias apds a floragao) com 20% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.



Freqiiéncia de Germinacao (%)

Freqiiéncia de Germinagéo (%)

145

100 %G: 72 100 5%6G: 73
TMG: 18,67 -1 TMG: 13,22
SEP U093 0 l’IlgL u:0,83
80 80 |
GA4+7+CK
60 B0
a0 an
20 20
0 /\ o 7N
2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58
100 %G: 75 100 %6: 80
250 mgL'l TMG: 9,28 750 mgL'l TMG: 7,40
u: 1,10 U: 0,89
80 GA471TCK 8 GA.-+CK
B0 B0
an an
20 20
5l PA A o N s
2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58

Avaliacdo (dias)

Figura 14: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF (dias apds a floragao) com 15% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA4+7+CK.
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Figura 15: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF (dias apds a floragao) com 10% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA47+CK.
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Figura 16: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF (dias apds a floragao) com 5% de
agua embebidas em diferentes concentragdes de GA4+7+CK.
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Tabela 5: Atividade especifica da enzima peroxidase (wmol.min mg' de proteina),
superoxido dismutase (U mg' de proteina) e teores de lipoperéxido (nmol MDA g
MS) das sementes de Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer 91 DAF (dias apods a

floragao) submetidas a niveis de secagem e concentragdes de GA4.7; + CK.

SEP 0 mgL™ 250 mgL™ 750 mgL™!
GA47+CK GA4+,1CK GA47+CK
Peroxidase
(umol.min mg™" de proteina)
59% 0,0033 0,0034 0,0018 0,0027
20% 0,0026 0,003 0,0025 0,0023
15% 0,0026 0,0038 0,0029 0,0029
10% 0,0028 0,0027 0,0017 0,0022
5% 0,0027 0,0019 0,0011 0,0015
Média 0,0028 AB 0,0030 A 0,0020 B 0,0023 AB
C.V (%) 26,46
Atividade da Superoxido Dismutase
(U mg™ proteina)
59% 0,1439 aAB 0,1230 abB 0,0819 aB 0,2596 aA
20% 0,2087 aA 0,2033 abA 0,2164 aA 0,2268 aA
15% 0,1935 aA 0,1907 abA 0,2169 aA 0,2360 aA
10% 0,1371 aAB 0,2450 aA 0,0897 aB 0,1717 aAB
5% 0,1670 aA 0,0680 bA 0,0941 aA 0,1445 aA
C.V (%) 27,78
Lipoperoxido
(nmol MDA g' MS)
59% 9,362 aA 9,125 aA 9,680 aA 9,680 aA
20% 7,985 abA 5,887 bcAB 1,895 cC 5,522 abB
15% 4,780 cA 3,225 dA 2,735 cA 3,377 cA
10% 6,165 bcA 5,160 cdA 6,237 bA 7,027 bA
5% 8,355 abA 7,640 abA 7,167 aAB 5,195 abB
C.V (%) 18,74

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 6: Atividade especifica da enzima peroxidase (wmol.min mg' de proteina),
superoxido dismutase (U mg' de proteina) e teores de lipoperéxido (nmol MDA g
MS) sementes de Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer 116 DAF (dias apos a
floragao) submetidas a niveis de secagem e concentragdes de GA4.7; + CK.

SEP 0 mgL™ 250 mgL™! 750 mgL™
GA4,+CK GA47,+CK GA,47,+CK
Peroxidase
(umol.min mg™ de proteina)
35% 0,0026 aA 0,0031 aA 0,0029 aA 0,0029 abA
20% 0,0010 aA 0,0021 aA 0,0019 aA 0,0023 bA
15% 0,0016 aB 0,0024 aB 0,0029 aAB 0,0049 aA
10% 0,0021 aA 0,0018 aA 0,0020 aA 0,0025 bA
5% 0,0008 aA 0,0018 aA 0,0018 aA 0,0023 bA
Média 0,0016 B 0,0022 AB 0,0023 AB 0,0030 A
C.V (%) 31,05
Atividade da Superoxido Dismutase
(U mg"' proteina)
35% 0,2037 aA 0,1693 aA 0,1373 aA 0,1487 aA
20% 0,1023 abA 0,0501 aA 0,1016 aA 0,1046 aA
15% 0,1286 abA 0,1189 aA 0,1809 aA 0,1541 aA
10% 0,0569 bA 0,0461 aA 0,1185 aA 0,1300 aA
5% 0,1667 abA 0,0637 aA 0,1026 aA 0,1585 aA
C.V (%) 33,79
Lipoperoxido
(nmol MDA g'1 MS)
35% 8,557 aA 7,677 abA 8,785 aA 8,940 aA
20% 8,497 aA 8,212 aA 7,412 aA 7,415 bA
15% 7,402 aA 6,650 bcAB 5,812 bB 5,950 cdB
10% 7,730 aA 6,035 cB 5,532 bB 6,507 bcAB
5% 5,567 bA 4,177 dB 4,842 bAB 5,010 dAB
Média 7,557 A 6,550 B 6,477 B 6,764 B
C.V (%) 10,10

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 7: Atividade especifica da enzima peroxidase (wmol.min mg' de proteina),
superoxido dismutase (U mg' de proteina) e teores de lipoperéxido (nmol MDA g
MS) sementes de Annona emarginata (Schldt.) H. Rainer 133 DAF (dias apods a
floragao) submetidas a niveis de secagem e concentragdes de GA4.7; + CK.

SEP 0 mgL”’ 250 mgL™ 750 mgL™
GA47+CK GA47+CK GA47+CK
Peroxidase

(umol.min mg™" de proteina)

27% 0,0026 0,0034 0,0036 0,0021

20% 0,0018 0,0021 0,0019 0,0017

15% 0,0015 0,0023 0,0015 0,0013

10% 0,0016 0,0025 0,0031 0,0021

5% 0,0015 0,0013 0,0017 0,0021
C.V (%) 39,82

Atividade da Superoxido Dismutase

(U mg"' proteina)

27% 0,1674 0,1114 0,1679 0,1596
20% 0,1516 0,1125 0,1614 0,1015
15% 0,0785 0,0451 0,0602 0,1178
10% 0,0747 0,0581 0,0621 0,1018
5% 0,1146 0,0497 0,0552 0,0575
C.V (%) 41,68
Lipoperéxido
(nmol MDA g MS)
27% 13,610 aB 11,490 bB 16,570 aA 17,237 aA
20% 15,727 aA 15,362 aA 15,040 abA 14,392 bA
15% 15,482 aA 13,965 abA 12,940 bA 13,055 bA
10% 9,700 bA 3,727 cB 4,155 cB 3,727 cB
5% 2,262 cA 4,380 cA 2,310 cA 3,870 cA
C.V (%) 13,33

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 17: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. Rainer, aos 91 DAF (dias apos a
floragdo). A: 59% agua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Figura 18: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apds corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, aos 116 DAF (dias apds a
floragdo). A: 35% dagua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Figura 19: Intensidade de bandas de proteinas LEA (%), apés corrida eletroforética, das
sementes de Annona emarginata (Schltdl.) H. Rainer, aos 133 DAF (dias apds a
floracdo). A: 27% agua, B: 20% agua, C: 15% de agua, D: 10% de agua e E: 5%de
agua. Barras de desvio padrao comparando os diferentes pesos moleculares.
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Tabela 8: Perfil de agucares soliveis totais (mg g’ MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer 91 DAF (dias ap6s a floragdo) submetidas a niveis de
secagem e concentragdes de GA447 + CK.

SEP 0 mgL™ 250 mgL™ 750 mgL™!
GA4,1CK GA4,+CK GA4;,+CK
Ciclitois
(mg g' MS)
59% 5,78 aA 6,15 aA 6,10 aA 7,61 aA
20% 5,58 aA 3,73 ab AB 2,52 bB 3,25 bB
15% 4,07 abA 2,04 bc AB 0,10 bB 0,64 cB
10% 2,26 bA 1,53 bc A 1,59 bA 0,67 cA
5% 2,22 bA 0,30 cA 0,55 bA 0,10 cA
C.V (%) 28,29
Glicose
(mg g' MS)
59% 4,36 aBC 2,70 aC 7,02 aA 5,98 aAB
20% 2,95 abA 2,92 aA 2,88 bA 2,69 bA
15% 1,88 bcA 1,71 aA 1,96 bA 3,09 bA
10% 0,79 cA 1,42 aA 1,63 bA 2,22 bA
5% 1,24 becB 2,99 aA 2,43 bAB 1,87 bAB
C.V (%) 22,02
Frutose
(mg g MS)
59% 3,18 aA 2,20 aA 2,62 aA 3,07 aA
20% 2,65 aA 1,63 abA 1,46 abA 1,41 bA
15% 1,15 bAB 1,92 abA 0,53 bB 0,83 bAB
10% 0,85 bA 0,68 bA 0,68 bA 0,68 bA
5% 0,82 bA 0,90 abA 0,80 bA 0,65 bA
C.V (%) 32,62
Sacarose
(mg g' MS)
59% 10,43 bC 28,28 aB 12,78 aC 53,97 aA
20% 41,10 aA 9,17 bB 6,24 abB 35,11 bA
15% 4420 aA 3,50 bB 1,72 bB 5,27 cB
10% 15,80 bA 5,47 bB 3,90 abB 5,04 cB
5% 14,21 bA 4,28 bB 4,63 abB 6,74 cAB
C.V (%) 21,92

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 9: Perfil de agucares soluveis totais (mg g' MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer 116 DAF (dias apds a flora¢do) submetidas a niveis de
secagem e concentra¢des de GA447 + CK.

0 mgL"' 250 mgL'"! 750 mgL™
SEP GA47,+CK GA4,1CK GA47,+CK
Ciclitois
(mg g' MS)
35% 1,12 aA 0,78 aA 0,70 abA 0,08 aA
20% 1,13 aA 0,64 aA 0,86 abA 0,05 aA
15% 0,98 aA 0,69 aA 1,63 aA 1,34 aA
10% 0,71 aA 1,28 aA 0,98 abA 1,00 aA
5% 0,54 aA 0,79 aA 0,21 bA 0,69 aA
C.V (%) 54,59
Glicose
(mg g MS)
35% 2,47 aA 1,82 bA 2,38 aA 1,51 bA
20% 1,99 aA 1,67 bA 3,45 aA 2,23 bA
15% 1,22 aC 2,48 bBC 5,29 aB 13,06 aA
10% 2,65 aB 7,32 aA 3,19 aB 0,62 bB
5% 1,75 aA 2,36 bA 2,43 aA 0,45 bA
C.V (%) 36,45
Frutose
(mg g' MS)
35% 0,89 aA 0,55 bA 0,62 aA 0,44 bA
20% 0,68 aA 0,49 bA 0,64 aA 0,77 bA
15% 0,65 aA 0,67 bB 1,53 aB 2,83 aA
10% 0,83 aB 1,85 aA 0,99 aAB 0,56 bB
5% 0,51 aA 0,76 bA 0,72 aA 0,44 bA
C.V (%) 38,07
Sacarose
(mg g' MS)
35% 6,29 abcA 3,53 aA 2,82 bA 2,73 cA
20% 7,75 abA 4,76 aA 4,84 abA 5,66 bcA
15% 8,91 aA 2,29 aB 8,19 aA 8,53 abA
10% 2,99 bc B 0,97 aB 5,02 abB 10,99 aA
5% 2,32 cB 3,78 aAB 1,40 bB 6,97 abc A
C.V (%) 31,56

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10: Perfil de aglicares soluveis totais (mg g’ MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldt.) H. Rainer 133 DAF (dias apds a flora¢do) submetidas a niveis de
secagem e concentracoes de GA447 + CK.

SEP 0 mgL 250 mgL™ 750 mgL™!
GA4,+CK GA4,1CK GA4,1CK
Ciclitois
(mg g’ MS)
27% 0,99 aA 0,47 aA 1,17 aA 1,18 abA
20% 0,94 aA 0,75 aA 0,61 aA 1,38 aA
15% 0,84 aA 0,72 aA 0,82 aA 1,07 abA
10% 1,08 aA 0,52 aA 0,97 aA 0,46 bA
5% 0,73 aA 0,64 aA 0,90 aA 0,98 abA
Média 0,92 AB 0,62 B 0,89 AB 1,02 A
C.V (%) 34,5
Glicose
(mg g' MS)
27% 4,54 aAB 1,71 aB 4,32 aAB 6,19 aA
20% 1,52 abB 2,48 aAB 2,04 aB 5,70 aA
15% 1,09 abA 2,82 aA 1,37 aA 2,71 abA
10% 2,29 abA 2,16 aA 1,14 aA 1,65 bA
5% 0,46 bA 1,34 aA 1,87 aA 2,13 bA
C.V (%) 47,81
Frutose
(mg g MS)
27% 1,34 aAB 0,58 aB 1,22 aAB 1,61 aA
20% 0,67 aA 0,77 aA 0,57 aA 1,09 abA
15% 0,57 aA 0,93 aA 0,44 aA 1,00 abA
10% 0,74 aA 0,65 aA 0,43 aA 0,46 bA
5% 0,48 aA 0,47 aA 0,57 aA 0,61 abA
C.V (%) 444
Sacarose
(mg g' MS)
27% 7,29 abA 3,48 abBC 5,10 aAB 0,28 bC
20% 9,55 aA 1,78 abB 0,92 bB 0,71 bB
15% 9,79 aA 2,24 abB 4,85 aB 5,09 aB
10% 5,91 bA 0,63 bB 4,72 aA 5,52 aA
5% 8,58 abA 4,50aB 4,00 abB 5,87 aAB
C.V (%) 25,46

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal ¢ minuscula na vertical, ndo diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Considerac0es

Com o estudo do desenvolvimento das sementes de A. emarginata pode-se
elucidar questdes de grande interesse que servirdo como marco para estudos futuros
assim como auxiliardo viveiristas na manutencdo de suas sementes apds colheita dos
frutos:

- Sementes de A. emarginata ndo apresentam dorméncia morfoldogica nem
fisiolégica no momento da dispersdo, alcangando porcentagens de germinagdo de
aproximadamente 77%.

- Observamos que as sementes apresentam tolerancia a dessecagdo, podendo ser
consideradas ortodoxas. Apos a extragao das sementes € possivel reduzir o contetido de
agua até 5% sem causar redug¢do na porcentagem de germinagdo. No entanto, deve-se
ter o cuidado de escolher o teor de 4gua adequado (10%) assim como realizar a colheita
dos frutos quando estes estiverem com aproximadamente 116 dias apds a floragao.

- As sementes apresentam em sua constituicao varios mecanismos relacionados a
tolerancia a dessecagdo (acucares soluveis, proteinas LEA) os quais devem auxiliar e
permitir que as sementes sejam secas. Além disso, a reducdo artificial do teor de agua
ndo gerou um estresse oxidativo.

- Apesar das sementes tolerarem a dessecacdo ndo foi possivel verificar a
existéncia de sistemas efetivos para que as sementes pudessem ser mantidas em estado
desidratado a -5°C por longos periodos (180 dias). A incapacidade de armazenamento
dessas sementes por longos periodos, parece estar mais relacionada a danos causados
pelo congelamento do que pela necessidade de sistemas de protecdo, uma vez que tais
sistemas como a presenca de LEA e de aclcares soliveis (sacarose e rafinose), ndo
foram suficientes para a manuten¢do da viabilidade das sementes por longos periodos.

- A aplicagdo dos reguladores teve uma fung¢ao muito maior na sincronizagao e
uniformizagdo da germinacao do que propriamente dito no aumento das germinacao das
sementes. No entanto, verificamos que com a sua aplicagdo, as sementes foram mais
uniformes nas respostas a secagem. Essas observagdes levam a imaginar a existéncia da
associacdo desses reguladores com o sistema de protecdo de membranas, o que deve ser
melhor explorado.

- Tendo em vista a aplicagdo pratica desse trabalho, podemos entdo estabelecer
que as sementes de A. emarginata podem ser coletadas por viveiristas a partir dos 116

DAF (final do més de janeiro), quando ao balangar as arvores frutos com a casca de
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coloragdo amarelada se desprendem da planta mae. Neste momento, as sementes podem
ter o conteudo de agua reduzido artificialmente, j& que apresentam tolerancia a
dessecacao a qual ¢ mantida quando os frutos sdo dispersos aos 133 DAF (meados do
més de fevereiro). No entanto, ndo aconselhamos o armazenamento dessas sementes a

temperaturas negativas, visto que a viabilidade ¢ perdida.
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Apéndices’

? Resultados referentes a Maturagio e Aquisicio da Tolerancia a Dessecacdo das sementes de Annona
emarginata (Schltdl.) Hainer: Ciclo 2011/2012.
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Experimento 1: Maturacdo e tolerancia a dessecacdo das sementes de Annona
emarginata (Schltdl.) Hainer. Ciclo 2011/2012.
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Figura 1: Teor de agua e potencial hidrico das sementes de Annona emarginata
(Schltdl.) H. Rainer ao longo do estudo da maturagao dos frutos [49, 91, 116 ¢ 133 DAF

(dias apos a floragdo)].

Tabela 1: Massa (g), didmetro (mm), comprimento (mm), pH, solidos solaveis totais
(°Brix) dos frutos e massa seca das sementes (mg) de Annona emarginata (Schitdl.) H.
Rainer 49, 91, 116 e 133 DAF (dias ap6s a floragao).

Sélidos Massa seca

Dias Apds Soluveis Sementes
Floracdo  Massa Diametro Comprimento pH (°Brix) (mg)

(DAF) (mg) (mm) (mm)

49 dias 237,95 33,75 30,97 5,40 4,71 0,37

91 dias 340,47 41,76 34,04 5,80 8,00 0,76

116 dias 467,02 46,37 35,62 4,42 11,05 1,50

133 dias 327,48 32,94 36,97 4,43 9,79 1,32
C.V (%) 14,05 5,49 7,11 5,72 26,57 5,30

Médias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal e mintscula na vertical, ndo

diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 2: Conteudo de proteina total (mg/g massa seca), atividade da enzima
peroxidase (pmol/min/mg de proteina), superoxido dismutase [SOD (U mg™)], teores de
lipoperéxido [MDA (nmol g'l)] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) aos 49 DAF (dias apos a flora¢do) submetidas a
diferentes niveis de secagem e embebicdo em diferentes concentragdes de GA 4, +CK.

SEP 0 mgL" 250 mgL™ 750 mgL™
GA47,+CK GA47,+CK GA47,+CK
Proteina Solavel Total (mg g MS)

86% 2,660 0,247 4,518 0,617

20% 1,999 0,619 0,402 0,069

15% 2,175 0,018 0,364 0,467

10% 1,770 0,411 0,443 0,157

5% 1,175 0,562 0,042 0,625
C.V (%)

POD (umol.min mg™)

86% 0,763 8,709 0,414 4,134

20% 0,447 0,651 2,718 6,594

15% 0,320 6,650 0,279 0,307

10% 0,484 0,357 0,455 3,664

5% 0,742 3,087 5,360 0,360
C.V (%)

SOD (U mg™)

86% 47,191 368,142 27,378 173,704

20% 14,697 64,116 275,785 621,365

15% 11,925 1647,907 70,956 57,117

10% 14,449 65,276 76,626 662,699

5% 492,953 492,953 497,535 34,547
C.V (%)

MDA (nmol g'l)

86% 34,618 24,784 18,883 24,980

20% 16,265 5,081 5,806 4,315

15% 13,624 5,806 5,769 6,528

10% 11,541 4,875 4,731 4,588

5% 4,349 4,992 4,550 4,380
C.V (%)

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 3: Germinagdo [G (%)], tempo médio de germinagdo [TMG (dias)], indice de
velocidade de germinagdo [IVG] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) com 91 DAF (dias apds a floragdo) submetidas a niveis
de secagem e concentragoes de GA 4.7 +CK.

SEP 0 mgL™ 250 mgL™! 750 mgL™!
GA47+CK GA47+CK GA47+CK
Germinagao
(%)
56% 23 aB 40 aAB 47 aA 43 aAB
20% 37 aA 17 bA 20 bA 17 bA
15% 28 aA 23 abA 18 bA 27 abA
10% 28 aA 18 abA 12 bA 20 bA
5% 22 aA 8 bA 22 bA 13 bA
C.V (%) 46,16
Tempo médio de Germinagao
(dias)
56% 16,11 bA 21,28 aA 17,66 aA 17,90 abA
20% 28,41 aA 26,50 aA 23,06 aA 20,08 abA
15% 23,75 abA 23,25 aA 17,70 aA 26,31 aA
10% 19,80 abA 20,46 aA 19,00 aA 18,20 abA
5% 18,60 abA 21,25 aA 18,50 aA 13,08 bA
C.V (%) 27,83
IVG
56% 12,91 aB 25,80 aAb 47,51 aA 46,54 aA
20% 13,46 aA 9,55 aA 6,08 bA 8,61 bA
15% 10,26 aA 9,98 aA 14,93 bA 25,28 abA
10% 34,62 aA 23,26 aA 19,09 bA 15,51 bA
5% 27,93 aAB 7,86 aAB 32,10 abA 6,90 bB
C.V (%) 66,51

Médias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal e mintscula na vertical, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 2: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria

(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF com 56% de agua embebidas
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 3: Freqiiéncia relativa de germinac¢do das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF com 20% de agua embebidas em

diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 4: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF com 15% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 5: Freqiiéncia relativa de germinac¢do das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF com 10% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 6: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 91 DAF com 5% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Tabela 4: Conteudo de proteina total (mg/g massa seca), atividade da enzima
peroxidase (pmol/min/mg de proteina), superoxido dismutase [SOD (U mg™)], teores de
lipoperéxido [MDA (nmol g'l)] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) aos 91 DAF submetidas a diferentes niveis de secagem e
embebi¢ao em diferentes concentragoes de GA 47, +CK.

SEP 0 mgL" 250 mgL™ 750 mgL™
GA47,+CK GA47,+CK GA47,+CK
Proteina Solavel Total (mg g MS)
56% 5,431 4,301 4,327 3,496
20% 1,948 1,995 2,813 2,331
15% 2,310 2,035 2,085 2,052
10% 2,198 1,820 2,067 2,010
5% 2,111 1,924 1,877 1,959
C.V (%)
POD (umol.min mg™)
56% 0,615 0,423 0,496 0,444
20% 1,401 0,409 0,378 0,402
15% 0,373 0,559 0,421 0,385
10% 0,413 0,316 0,426 0,405
5% 0,508 0,383 0,398 0,353
C.V (%)
SOD (U mg™)
56% 6,938 11,960 9,903 12,816
20% 20,418 10,780 10,433 11,134
15% 7,572 12,610 11,089 10,451
10% 6,468 13,164 10,422 12,811
5% 10,865 12,259 11,944 11,182
C.V (%)
MDA (nmol g'l)
56% 19,339 16,213 15,849 19,121
20% 10,789 9,798 8,911 7,984
15% 7,742 10,816 7,704 7,457
10% 6,846 5,484 7,061 6,667
5% 8,489 8,081 4211 4,890

C.V (%)
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Tabela 5: Conteudo de aglicares soluveis totais (mg g MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 49, 91, 116 e¢ 133 DAF submetidas a diferentes
niveis de secagem e embebi¢cdo em diferentes concentragdes de GA4.7+CK.

-1 B T
Glicose Frutose (mg g Sacaliose (mgg Rafinose (mg g

MS) MS) MS)
49 DAF
56% 0,311 0,123 1,174 0,181
20% 0,019 0,059 0,265 0,079
15% 0,053 0,046 0,396 0,149
10% 0,146 0,068 0,684 0,198
5% 0,010 0,029 0,004 0,186
C.V (%)
91 DAF
56% 1,352 0,935 8,260 0,227
20% 0,657 0,578 6,752 0,045
15% 0,431 0,415 4,458 0,000
10% 0,202 0,253 0,939 0,218
5% 1,261 1,044 4,722 0,104
C.V (%)
116 DAF
56% 1,053 1,247 3,536 0,000
20% 0,546 0,534 2,375 0,000
15% 0,326 0,340 1,966 0,035
10% 0,121 0,139 2,648 0,103
5% 0,980 0,859 1,620 0,036
C.V (%)
133 DAF
56% 0,659 0,506 2,792 0,195
20% 0,242 0,154 0,474 0,128
15% 1,169 1,548 0,036 0,051
10% 0,453 0,526 0,612 0,239
5% 0,204 0,243 1,162 0,175

C.V (%)
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Tabela 6: Germinagao [G (%)], tempo médio de germinagdo [TMG (dias)], indice de
velocidade de germinagdo [IVG] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) com 116 DAF submetidas a niveis de secagem e
concentragoes de GA47+CK.

-1 -1 -1
SEP 0 mgL 250 mgL 750 mgL
GA4+7+CK GA47+CK GA47+CK
Germinacgao
(%)
43% 91 aA 72 aA 65 aA 72 aA
20% 73 abA 52 abAB 40 aB 42 bB
15% 62 bA 38 bA 45 aA 50 abA
10% 83 abA 72 aAB 53 aB 53 abB
5% 58 bA 35DbA 50 aA 55 abA
C.V (%) 25,61
Tempo médio de Germinagao
(dias)
43% 24,27 aAB 28,76 abA 18,46 aB 17,38 aB
20% 30,49 aA 32,26 abA 17,53 aB 21,31 aB
15% 28,51 aA 33,66 aA 15,76 aB 16,66 aB
10% 28,68 aA 28,56 abA 18,87 aB 18,25 aB
5% 23,98 aA 24,81 bA 19,62 aA 20,51 aA
C.V (%) 16,65
IVG
43% 12,52 aB 15,46 aB 34,51 aA 39,52 aA
20% 7,94 aA 4,40 aA 18,26 aA 16,59 bA
15% 10,77 aBC 4,44 aC 27,27 aAB 30,42 abA
10% 7,57 aB 13,19 aAB 28,19 aA 22,36 abAB
5% 7,70 aA 5,00 aA 17,75 aA 12,29 bA
C.V (%) 54,21

Médias seguidas de mesma letra maitscula na horizontal e mintscula na vertical, nao
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Figura 7: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF com 43% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 8: Freqiiéncia relativa de germinac¢do das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF com 20% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 9: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF com 15% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 10: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF com 10% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 11: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 116 DAF com 5% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Tabela 7: Conteudo de proteina total (mg/g massa seca), atividade da enzima
peroxidase (pmol/min/mg de proteina), superoxido dismutase [SOD (U mg™)], teores de
lipoperéxido [MDA (nmol g'l)] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) aos 116 DAF submetidas a diferentes niveis de secagem
e embebigdo em diferentes concentracdes de GA 47+CK.

SEP 0 mgL" 250 mgL™ 750 mgL™
GA47,+CK GA47,+CK GA47,+CK
Proteina Solavel Total (mg g MS)

43% 3,579 3,388 3,382 3,481

20% 2,641 2,128 2,314 2,101

15% 2,499 2,100 2,019 2,086

10% 2,185 2,181 2,013 1,919

5% 2,044 1,821 2,046 1,968
C.V (%)

POD (umol.min mg™)

43% 0,767 0,378 0,317 0,407

20% 0,541 0,293 0,168 0,248

15% 0,332 0,265 0,242 0,336

10% 0,572 0,389 0,376 0,343

5% 0,441 0,359 0,285 0,293
C.V (%)

SOD (U mg™)

43% 63,853 58,469 52,126 50,030

20% 54,758 75,567 51,586 63,600

15% 52,907 61,863 55,477 50,872

10% 55,151 50,884 24,689 20,465

5% 30,941 14,088 26,508 12,987
C.V (%)

MDA (nmol g'l)

43% 12,982 8,309 6,363 6,259

20% 4,194 7,615 7,628 6,613

15% 8,273 6,034 6,869 7,590

10% 9,701 3,728 4,158 3,728

5% 2,535 4,380 2,309 3,871

C.V (%)
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Tabela 8: Germinagao [G (%)], tempo médio de germinagdo [TMG (dias)], indice de
velocidade de germinagdo [IVG] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) com 133 DAF submetidas a niveis de secagem e

concentragoes de GA47+CK.

SEP 0 mgL™! 250 mgL™! 750 mgL™!
GA47+CK GA47+CK GA47+CK
Germinagao
(%)
39% 23 aA 18 abA 17 aA 20 aA
20% 27 aA 25 aA 18 aA 12 abA
15% 27 aA 18 abA 17 aA 13 abA
10% 17 abA 10 abA 18 aA 10 abA
5% 5bA 7 bA 2 aA 0 bA
C.V (%) 55,6
Tempo médio de Germinagao
(dias)
39% 37,78 aA 30,75 aA 27,50 abA 23,58 aA
20% 22,33 abA 34,21 aA 23,75 abA 18,33 abA
15% 28,73abA 28,62 aA 25,70 abA 28,75 aA
10% 33,66 abA 16,75 aA 30,08 aA 13,75 abA
5% 13,50 bA 20,00 aA 4,50 bA 0 bA
C.V (%) 50,83
VG
39% 14,80 aA 8,59 aA 9,30 aA 17,80 aA
20% 20,64 aA 5,60 aA 11,70 aA 9,11 aA
15% 14,14 aA 10,13 aA 14,73 aA 6,48 aA
10% 11,07 aA 13,25 aA 18,92 aA 15,23 aA
5% 5,66 aA 7,38 aA 5,00 aA 0 aA
C.V (%) 101,75

Me¢édias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e minuscula na vertical, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Freaiiéncia de Germinacdo (%)

100 Seco 100 250 mgL" GA4.+CK

%G: 23 %G: 18

80 TMG: 37,78 80 TMG: 30,75
&0 &0
40 a0
0 /\A 0
o o

2 5] 10 14 18 22 26 30 34 38 47 46 50 5S4 58 2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58
100 100

250 mgL" GA4+CK 750 mgL" GA47+CK

80 %G: 17 80 %G: 20

TMG: 27,50 TMG: 23,58
60 &0
a0 40

20 0 /_/\
o i] A_/\—/
2 6 10 14 18 22 26 30 34 38 42 46 50 54 58 2 6 10 14 18 23 26 30 34 38 42 46 50 54 58

Avaliacgdo (dias)

Figura 12: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF com 39% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.

Freaiiéncia de Germinacio (%)
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Figura 13: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF com 20% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 14: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF com 15% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 15: Freqiiéncia relativa de germinagdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF com 10% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Figura 16: Freqiiéncia relativa de germinacdo das sementes de araticum-de-terra-fria
(Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer) 133 DAF com 5% de agua embebidas em
diferentes concentragdes de GA4.7+CK. Ciclo 2011/2012.
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Tabela 9: Contetido de proteina total (mg/g massa seca), atividade da enzima
peroxidase (pmol/min/mg de proteina), superéxido dismutase [SOD (U mg)], teores de
lipoperoxido [MDA (nmol g')] das sementes de araticum-de-terra-fria (Annona
emarginata (Schldt. H. Rainer) aos 133 DAF submetidas a diferentes niveis de secagem
e embebicao em diferentes concentragoes de GA 4., +CK.

SEP 0 mgL" 250 mgL™ 750 mgL
GA47+CK GA47+CK GA47+CK
Proteina Soltuvel Total (mg g'1 MS)
39% 2,977 2,938 3,087 3,207
20% 2,719 2,531 2,568 2,535
15% 2,739 2,621 2,821 2,859
10% 2,769 2,691 2,813 2,661
5% 2,559 2,468 2,505 2,486
C.V (%)
POD (umol.min mg'])
39% 0,410 0,371 0,423 0,334
20% 0,354 0,477 0,421 0,405
15% 0,318 0,381 0,246 0,323
10% 0,399 0,292 0,360 0,283
5% 0,386 0,319 0,274 0,311
C.V (%)
SOD (U mg™)
39% 50,669 47,438 51,549 31,395
20% 38,691 30,524 42,921 33,849
15% 41,892 43,812 37,533 39,253
10% 41,088 41,781 41,279 39,693
5% 37,571 26,931 38,327 38,863
C.V (%)
MDA (nmol g'l)
39% 16,216 13,689 19,743 20,533
20% 15,819 15,363 15,040 14,395
15% 15,484 13,966 12,941 13,055
10% 15,909 14,194 18,465 21,133
5% 15,836 15,476 15,032 14,395
C.V (%)

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na horizontal e mintiscula na vertical, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Tabela 10: Perfil hormonal das sementes (ng g' MS) das sementes de araticum-de-
terra-fria (Annona emarginata (Schldt. H. Rainer) aos 49, 91, 116 ¢ 133 DAF
submetidas a diferentes niveis de secagem.

GA4 ABA GA3 IAA Trans-zeatina 6BA
49 DAF
86% 2,949 0,714 6,240 0,715 0,332 14,646
20% 0,704 0,064 8,219 0,000 0,000 0,2450
15% 7,366 0,000 0,772 1,220 0,000 6,700
10% 0,130 0,171 3,394 0,100 0,000 0,266
5% 0,458 0,107 2,013 0,000 0,000 3,220
91 DAF
56% 0,000 0,255 6,508 0,000 0,212 0,184393
20% 0,000 0,097 1,306 0,000 0,099 0,834261
15% 0,000 0,099 1,538 1,115 0,118 0,107593
10% 0,000 0,054 0,724 0,000 0,058 0,044889
5% 0,000 0,097 1,791 0,000 0,129 0,025235
116 DAF
43% 0,000 0,198 0,217 0,000 0,013935 3,169323
20% 0,013 0,197 0,553 0,000 0,000 1,295787
15% 1,410 0,286 0,483 0,074837 0,000 999,3117
10% 0,000 0,197 0,163 0,000 0,000 3,112108
5% 0,204 0,273 0,284 0,000 0,008962 5,404228
133 DAF
39% 0,070 0,315 4,448 0,000 0,026163 1,383074
20% 0,048 0,212 3,039 0,000 0,013113 0,848135
15% 0,000 0,191 3,294 0,000 0,000 0,210834
10% 0,000 0,164 2,825 0,000 0,009798 0,273278
5% 0,000 0,119 1,932 0,000 0,000 0,278678
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Experimento 2: Armazenamento de sementes de Annona emarginata (Schitdl.) H. a
baixa temperatura (-5°C). Ciclo 2011/2012.

Tabela 11: Germinagdo (%) das sementes de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer
aos 91, 116 e 133 DAF submetidas ao armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 ¢ 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
56% 23 0 0
20% 37 0 0
15% 28 15 0 0
10% 28 0 0
5% 22 2 0 0
116 DAF
43% 92 5 0 0
20% 73 12 0 0
15% 62 0 0 0
10% 83 0 0 0
5% 58 17 0 0
133 DAF
39% 23 0 0 0
20% 27 0 0 0
15% 27 0 0 0
10% 17 0 0 0
5% 5 0 0 0
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Tabela 12: Perfil Hormonal (ng g MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.)
H. Rainer aos 91 DAF com contetido de agua de 59, 10 e 5% apos 0, 60, 120 e 180 dias

de armazenamento a -5°C.

56 10 5
GA,
0 0,00 0,00 0,00
60 0,00 0,00 0,00
120 0,00 0,00 0,00
180 0,00 0,00 0,00
C.V(%)
ABA
0 0,255 0,054 0,097
60 0,311 0,076 0,072
120 0,176 0,093 0,093
180 0,180 0,089 0,078
C.V(%)
IAA
0 0,00 0,00 0,00
60 8,890 1,050 0,760
120 3,690 0,146 1,730
180 2,370 1,000 5,080
C.V(%)
Trans-zeatina
0 0,212 0,058 0,129
60 0,121 0,053 0,026
120 0,082 0,055 0,082
180 0,093 0,080 0,072
C.V(%)
6-BA
0 0,184 0,004 0,025
60 0,065 0,000 0,013
120 0,000 0,000 0,009
180 0,064 0,000 0,000
C.V(%)
GA;
0 0,508 0,724 1,791
60 0,000 0,000 0,000
120 0,000 0,000 0,000
180 0,000 0,000 0,000

C.V(%)
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Tabela 13: Perfil Hormonal (ng g' MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.)
H. Rainer aos 116 DAF com conteudo de agua de 35, 10 e 5% apos 0, 60, 120 ¢ 180
dias de armazenamento a -5°C.

43 10 5
GA,
0 0,000 0,000 0,204
60 0,000 0,263 0,000
120 0,000 0,000 0,035
180 0,000 0,000 0,000
C.V(%)
ABA
0 0,198 0,197 0,273
60 0,249 0,197 0,092
120 0,149 0,097 0,270
180 0,121 0,098 0,146
C.V(%)
IAA
0 0,000 0,000 0,000
60 2,729 0,135 3,268
120 1017 7,309 0,907
180 7,2923 2,105 1,003
C.V(%)
Trans-zeatina
0 0,013 0,000 0,008
60 0,109 0,022 0,000
120 0,000 0,008 0,000
180 0,000 0,008 0,000
C.V(%)
6-BA
0 3,169 3,112 5,404
60 0,124 2,924 0,000
120 0,000 0,000 1,407
180 0,104 0,068 0,237
C.V(%)
GA;
0 0,217 0,163 0,284
60 0,000 0,063 0,000
120 0,000 0,000 0,000
180 0,000 0,000 0,000

C.V(%)
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Tabela 14: Perfil Hormonal (ng g' MS) das sementes de Annona emarginata (Schitdl.)
H. Rainer aos 133 DAF com conteudo de agua de 35, 10 e 5% apos 0, 60, 120 ¢ 180
dias de armazenamento a -5°C.

39 10 5
GA,
0 0,070 0,000 0,000
60 0,087 0,000 0,000
120 0,000 0,000 0,000
180 0,113 0,000 0,000
C.V(%)
ABA
0 0,315 0,164 0,119
60 0,628 0,117 0,180
120 0,287 0,132 0,107
180 0,223 0,117 0,209
C.V(%)
IAA
0 0,000 0,000 0,000
60 0,729 5,239 2,138
120 4,039 2,711 1,639
180 1,151 3,157 2,752
C.V(%)
Trans-zeatina
0 0,026 0,009 0,000
60 0,000 0,000 0,000
120 0,000 0,010 0,000
180 0,024 0,000 0,000
C.V(%)
6-BA
0 1,383 0,273 0,278
60 1,515 0,000 0,089
120 0,103 0,000 0,043
180 2,004 0,000 0,000
C.V(%)
GA;
0 4,448 2,825 1,932
60 0,000 0,000 0,000
120 0,000 0,000 0,000
180 0,000 0,000 0,000

C.V(%)
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Tabela 15: Contetido de proteinas soluveis totais (mg g MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF submetidas ao armazenamento
a-5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
56% 5,473 219,115 274,342 216,341
20% 1,724 118,030 104,854 120,091
15% 1,967 130,192 144,548 102,744
10% 1,863 112,690 119,632 123,898
5% 2,101 120,858 118,458 101,045
C.V (%)
116 DAF
43% 3,512 135212 169,045 135,712
20% 2,587 123,898 126,963 123,630
15% 2,480 86,646 92,938 192,938
10% 2,151 102,744 109,036 118,036
5% 2,016 93,098 93,872 160,539
C.V (%)
133 DAF
39% 2,968 121,574 107,685 107,187
20% 2,688 98,439 86,734 77,051
15% 2,751 107,049 104,955 94,097
10% 2,805 102,301 101,859 87,838
5% 2,570 100,818 92,475 104,714

C.V (%)
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Tabela 16: Atividade da peroxidase [POD (umol.min mg"' de proteina)] das sementes
de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 ¢ 133 DAF submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
56% 0,598 2,372 1,275 1,759
20% 1,565 2,459 2,456 2,672
15% 0,265 3,347 1,436 1,592
10% 0,318 1,223 1,015 1,682
5% 0,519 0,727 1,241 1,317
C.V (%)
116 DAF
43% 0,772 1,263 0,902 1,625
20% 0,541 1,499 1,105 0,825
15% 0,318 1,447 0,825 1,570
10% 0,536 1,340 0,600 0,798
5% 0,423 1,158 0,830 0,643
C.V (%)
133 DAF
39% 0,387 0,831 0,701 0,717
20% 0,336 0,543 0,690 0,936
15% 0,324 0,464 0,616 1,083
10% 0,404 0,881 0,710 1,234
5% 0,352 0,664 1,276 1,058

C.V (%)
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Tabela 17: Atividade da superdxido dismutase [SOD (U mg™ proteina)] das sementes
de Annona emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 ¢ 133 DAF submetidas ao
armazenamento a -5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
56% 6,459 75,730 49,074 61,561
20% 23,430 66,867 58,737 67,013
15% 7,065 52,155 49,436 52,669
10% 4,317 65,439 53,275 53,098
5% 10,821 50,536 38,954 56,729
C.V (%)
43% 53,774 55,633 35,297 61,561
20% 55,729 58,571 40,326 46,545
15% 53,442 91,901 59,587 55,954
10% 57,270 31,559 35,553 58,894
5% 33,671 57,951 61,414 60,107
C.V (%)
39% 50,744 66,956 58,572 50,732
20% 38,678 46,545 44,905 46,203
15% 39,478 47,139 58,852 55,249
10% 41,191 58,894 57,391 62,241
5% 37,459 62,621 61,703 57,476

C.V (%)
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Tabela 18: Teores de lipoperéxido (nmol MDA g MS) das sementes de Annona
emarginata (Schldtl.) H. Rainer aos 91, 116 e 133 DAF submetidas ao armazenamento
a-5°C por 0, 60, 120 e 180 dias.

0 60 120 180
91 DAF
56% 20,163 89,017 72,318 45,083
20% 10,924 35,416 26,376 24,344
15% 7,287 25,600 32,091 20,625
10% 6,499 19,625 17,020 12,795
5% 9,825 9,274 9,594 12,477
C.V (%)
116 DAF
43% 14,826 10,811 12,468 12,267
20% 3,732 10,560 10,698 8,733
15% 8,653 8,400 8,864 6,270
10% 9,701 4,954 5,394 5,291
5% 2,535 4,624 5,225 6,892
C.V (%)
133 DAF
39% 16,216 5,512 5,673 5,025
20% 16,278 5,413 4,861 6,288
15% 15,737 5,435 6,100 6,479
10% 15,909 5,749 5,412 6,696
5% 16,302 2,101 2,326 2,180

C.V (%)
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