UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

REGULADORES VEGETAIS NA SUPERACAO DA DORMENCIA,
BALANGO HORMONAL E DEGRADAGAO DE RESERVAS EM
SEMENTES DE Annona diversifolia SAFF. E A. purpurea MOC. &
SESSE EX DUNAL (ANNONACEAE)

GISELA FERREIRA

Tese de Livre-Docéncia apresentada ao
Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus
de Botucatu, Departamento de Botanica,
disciplina de Fisiologia da Germinacdo e
Dorméncia de Sementes, para obtengdo do
titulo de Livre-Docente em Fisiologia Vegetal.

BOTUCATU - SP
- 2011 -



UNESP - UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS
CAMPUS DE BOTUCATU

REGULADORES VEGETAIS NA SUPERACAO DA DORMENCIA,
BALANGO HORMONAL E DEGRADAGAO DE RESERVAS EM
SEMENTES DE Annona diversifolia SAFF. E A. purpurea MOC. &
SESSE EX DUNAL (ANNONACEAE)

GISELA FERREIRA

Tese de Livre-Docéncia apresentada ao
Instituto de Biociéncias da UNESP - Campus
de Botucatu, Departamento de Botanica,
disciplina de Fisiologia da Germinacdo e
Dorméncia de Sementes, para obtengdo do
titulo de Livre-Docente em Fisiologia Vegetal.

BOTUCATU - SP
- 2011 -



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SECAO TEC. AQUIS. E TRAT. DA INFORMAGAO
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP

BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: Rosemeire Aparecida Vicente

Ferreira, Gisela.

Reguladores vegetais na superacdo da dorméncia, balanco hormonal e
degradacdo de reservas em sementes de Annona diversifolia SAFF. e A.
purpurea Moc. & Sessé Ex Dunal (Annonaceae) / Gisela Ferreira. — Botucatu :
[s.n.], 2011

Tese (livre docéncia) - Universidade Estadual Paulista, Instituto de
Biociéncias de Botucatu
Capes: 20303009

1. Anonacea - Semente. 2. Acido abscisico. 3. Matéria médica vegetal.

Palavras-chave: Acido abscisico; Anonaceas; Giberelinas: Mobilizacéo de
reservas; Propagacdo de anonaceas; Sementes.




A mlnha wmie Maria Aparecida,
A0 mew pal tsrael,
A0 Gustavo, esposo e parceiro de jornada,
Aos sobrinhos, Pedro, Maria Luiza, Ana, Gabriel, Julia, Mel,
A0S meus trmlios Alexawndre e Juliano,,
As minhas cunhadas Luctana e Fernanda,,
A avb Sebastiana,
Ao Paulo,

A Vern,

A austneln € um vazio que wmilhdes de anos serfio incapazes de preencher,
mas também pode ser wma vaga lembranga gquando a compreensiio e o amor

gritam no silencio...

A toolos vocts ...

Ofereco



" Os sonhos trazem sadde para a emogdo, equipam o frdgil para ser autor de
sua histéria, renovam as forgas do ansioso, animam os deprimidos,

transformam os inseguros em seres humanos de raro valor.”

"Os sonhos fazem os timidos terem golpe de ousadia e os derrotados serem

construtores de oportunidades.”

"Nem sempre os sonhos sdo definidos e bem organizados no teatro da mente.
As vezes nascem como pequenos tragados, simples esbogos, idéias vagas que
vdo se desenhando e tomando forma ao longo do fempo. Todas as grandes
mudangas da humanidade ho campo social, politico, emocional, cientifico,

tecnoldgico e espiritual surgiram por causa dos grandes sonhos."

(Augusto Cury)

Aqueles que duvidam da impossibilidade de seus sonhos........

Dedico



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus que habita nas Leis que mantém cada
coisa em seu lugar, ou fora dele e permite que, independente disso, o sol continue
brilhando e a semana tenha mais que sete dias.

As pessoas que de alguma maneira colaboraram para a
realizacéo deste trabalho e em especial:

A Prof? Dr2 Aima Rosa Gonzalez Esquinca por me receber
em seu laboratério, viabilizar o necessario para o desenvolvimento dos
experimentos desta tese e ainda, por me adotar, em sua familia cientifica e
pessoal de maneira tdo afetiva e verdadeira, em tdo pouco tempo. A mais esta
amiga e parceira cientifica meu muito obrigada.

A Prof? Dr? Lorena pelo convivio, amizade e por todas as
‘platicas’ matinais.

Ao Engenheiro Bioquimico Dr. lvan de la Cruz Chacon pelo
constante apoio, parceria, auxilio nas adaptagdes de métodos, na execucéo das
analises laboratoriais dos experimentos e incondicional amizade.

A Luz Maria Dominguez Gutl, Walter Acufia Castro e

Dolores Lépez Hernandez, meu eterno agradecimento por terem me auxiliado em



VI

muitas das tarefas que resultaram nesta tese e por serem meus amigos, apesar
de tanta ‘chamba’!

A José Agustin Orozco Castillo; Christian Anabi Riley
Saldana; Marisol Castro Moreno; Leamsi Paola Fajardo; Madai, Rocio Ortega,
Sonia Santiago, Verénica Zavaleta, Anselmo, Martha Morales, Belen Lopez
Morales, Daniela Somoza, Denisse e Alfredo Cisneros, que ndo mediram esforgos
para que minha permanéncia em Tuxtla fosse perfeita. Vocés sao parte muito
importante de minha histéria, todos, cada um a sua maneira, mas todos,
indistintamente.

A Proff Dr* Marta Maria Mischan e a Prof?® Dr? Sheila
Zambelo de Pinho pelo companheirismo, amizade, apoio e orientagdes
estatisticas.

Ao Daniel Baron, pelo carinho e paciéncia com os quais me
ajudou na realizacdo das anadlises estatisticas e me manteve tranquila nos
momentos de maior sufoco.

Aos meus pais, ao Gustavo meu esposo, meus irmaos,
cunhadas, sobrinhos, avd Sebastiana, que além de compreenderem, foram
obrigados a adaptarem-se a minha auséncia. Obrigada por trilharem comigo
grande parte da jornada.

A Carmen S. F. Boaro pelo constante incentivo, apoio
incondicional e amizade, que me fazem forte nos momentos nos quais muitos
fraquejariam.

Aos amigos da disciplina Fisiologia Vegetal (Carmen S. F.
Boaro, Elizabeth Orika Ono, Jodo Domingos Rodrigues, Luis Fernando Rolim de
Almeida) por colaborarem ministrando minhas aulas e realizando as tantas outras
tarefas que ficaram pendentes na minha auséncia. Agradeco o apoio,
compreensao e amizade.

Aos meus orientados (Daniel Baron, Jaqueline M. Corsato e
Juliana I. Gimenez) que entenderam a necessidade de minha auséncia e se
esforgcaram para dar continuidade as tarefas sem prejuizo a sua formacgéo.

Aos Conselhos do Departamento de Botanica e do
Programa de Po6s-graduagao em Ciéncias Biolégicas do IB, Unesp, por permitirem

minha auséncia e apoiarem a iniciativa do estagio de pos-doutorado.



Vil

A UNESP - pelas autorizagdes de afastamento e suporte
técnico e administrativo durante o periodo no qual estive ausente.

A UNICACH — Universidad de Ciencias y Artes de Chiapas,
Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México, pela acolhida.

A CAPES - Coordenadoria de Aperfeicoamento de Pessoal

de Nivel Superior, pela concessao da bolsa de pds-doutorado.



Vil

SUMARIO
Pagina

LISTADE FIGURAS . ... ..ot X
LISTADE TABELAS ...t Xl
TRESUMO. ...ttt e e e e e e eeeeeean 01
2 SUMMARY .ottt e e e e e e e e e e naraaa e e e e e 03
BINTRODUGAO. ..ottt 05
4 REVISAO DE LITERATURA . ... .ot 07
4.1 A Familia ANNONACEAE..........cooeiiiiiiiiiiiiiee e 07
4.2 A espécie Annona diversifolia Saff............ccccooviiiiiiiiis 10
4.3 A espécie Annona purpurea Moc & Sessé ex Dunal........................ 11
4.4 Germinagao: as fases dO ProCeSSO0.........uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 12
4.5 Dorméncia de sementes e reguladores vegetais...........cccceeeeeeeennn.. 17
4.5.1 ABA e indug@o @ dOrmeéNCia...........cceeveeemirrunmniiiiiiaie e 20
4.5.2 Superacéo da dorméncia primaria............ccceeeeveeiiiiiieceineennn. 22

4.6 Germinagao e reguladores vegetais.........ccccceeeiiieeieeeeiiieeeeeeeees 23

4.6.1 Uso de reguladores vegetais em sementes de Annonaceae... 26
5 MATERIAL E METODOS........ccoiiiiioeeieeeeeeeeee e 30
5.1 Experimento 1: Curva de aquisicdo de agua de sementes de
Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal....... 32
5.2 Experimento 2: Germinagao de sementes de Annona diversifolia
Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal submetidas a
tratamentos com diferentes concentragcbes de GAs; e GA47 +
Benziladeninag....... ... 33
5.3 Experimento 3: Balango hormonal e degradacéo de reservas em

sementes de Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé

ex Dunal submetidas a tratamentos para superagao da dorméncia. 34
5.3.1 Determinagdo de hormoONioS. ..........cceeieeeeeeeeeeeee e 36
5.3.2 Determinagéo de Agucares Soluveis Totais...........ccccveeeeennnnn. 37
5.3.3 Determinaga@o de proteinas...........ccccuuviiiiiiiiiiiiiieieeeeeee s 37
5.3.4 Determinacao de lipideos.........coovvviveeiiiiiiiee e 38

5.3.5 Analise estatistiCa.......coonnnn e 38



6 RESULTADOS E DISCUSSAO. ... ..ot
6.1 Experimento 1: Curva de aquisicdo de agua de sementes de

Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex

6.2 Experimento 2: Germinagdo de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes

e GAZ € GAL7F BA . oo

6.3 Experimento 3: Balango hormonal e degradacéo de reservas em
sementes de Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé

ex Dunal submetidas a tratamentos para superacé&o da dorméncia.

7 CONCLUSOES. ...ttt
8 REFERENCIAS. ...ttt ettt

39

45

64
87
88



LISTA DE FIGURAS

. Frutos e sementes de Annona diversifolia Saff. (‘papausa’). (Foto:
FERREIRA, G., 2070)...uiiiiiiiiiiiiieie e
. Frutos e sementes de Annona purpurea Moc & Sessé ex Dunal
(‘chincuya’). (Foto: FERREIRA, G., 2010).......uuuiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeees

. Curva de aquisicdo de agua de sementes de Annona diversifolia

. Curva de aquisicédo de agua de sementes de A. purpurea Moc &
SESSE X DUNAL......eiiiiiiiiiieeeeeee e
. Germinagao (%) de sementes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentracbes de GA; e
GAL7 F BA e
. Porcentagem de sementes dormentes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes
de GA3 € GAL7 F BA oo

. Porcentagem de sementes mortas de A. diversifolia e A. purpurea

submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de GAs e

. Indice de Velocidade de Germinacéo de sementes de A. diversifolia
e A. purpurea submetidas a tratamentos com diferentes
concentragbes de GAz € GA4+7 + BA ..o
. Tempo médio de germinagdo de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes
de GA3 € GAL7 F BA o

10. Frequéncia relativa (%) da germinacdo de sementes de A.

diversifolia submetidas a tratamentos com diferentes concentracbes
de GAs3; e GAs+7 + BA (DAIE = dias apds o inicio da embebigéo)........

11. Frequéncia relativa (%) da germinacao de sementes de A. purpurea

submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de GAs e
GA4+7 + BA (DAIE = dias ap6s o inicio da embebi¢ao)..............cccc......

Pagina

31

31

40

41

46

49

51

53

95

57

58



12.

13.

14.

15.

16.

17.

Porcentagem de plantulas normais de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de GAs e
GAL+7 F B A e e
Concentragdes de acido abscisico (ABA) em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebigdo prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

Concentragbes de giberelinas (GA) em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebigdo prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

Variagbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebigcdo prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA,.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

Variagbes no conteudo de globulinas em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebigcdo prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

Variagbes no conteudo de prolaminas em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

Xl

Pagina

59

64

65

71

73

75



Xl

Pagina

18. Variagbes no conteudo de glutelina em sementes de Annona

diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas

para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas em agua

(Agua) e embebidas em GA4:7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

o = T SRR 77
19. Variagbes no conteudo de Agucares Soluveis Totais em sementes

de Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal,

colocadas para germinar sem embebigdo prévia (Seca), embebidas

em agua (Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5,

10 € 15 IS, .uiiii it 79
20. Variagbes no conteudo de Lipideos em sementes de Annona

diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas

para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas em agua

(Agua) e embebidas em GA4:7 + BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15



LISTA DE TABELAS

. Germinagdo (%) de sementes de A. diversifolia e A. purpurea

submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GA; e

. Porcentagem de sementes dormentes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GA; e
GA L7 BA e

. Porcentagem de sementes mortas de A. diversifolia e A. purpurea

submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes de GA; e

. Indice de Velocidade de Germinacdo de sementes de A. diversifolia e
A. purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes
de GA3 € GAL7+ BA oo

. Tempo médio de germinagédo de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GAs; e
GA L7 BA e

. Porcentagem de plantulas normais de A. diversifolia e A. purpurea

submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes de GA; e

. Variagbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias..............
. Variagbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebic&o prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias..............
. Variagbes no conteudo de prolamina em sementes de Annona
diversifolia Saff.e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebic&o prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias..............

X1l

Pagina

45

50

52

54

56

60

72

74

76



XV

10. Variagbes no conteudo de glutelina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.............. 78

11. Variagbes no conteudo de Agucares Soluveis Totais em sementes de
Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal,
colocadas para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas
em agua (Agua) e embebidas em GA4.; +BA, avaliadas aos 0, 2, 5,

10 € 15 i8S i 80

12. Variagbes no conteudo de Lipideos em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias............. 84



1 RESUMO

As sementes de anonaceas sao conhecidas por apresentarem mecanismos de
dorméncia, o que dificulta a perpetuagdo das espécies e a formagdo de areas
produtivas para a exploragdo comercial. Deste modo, os objetivos deste trabalho
foram estudar curva de aquisicdo de agua; a germinagéo de sementes tratadas
com GA; e GA47 + Benziladenina; o balangco hormonal e a degradagao de
reservas em sementes de Annona diversifolia Saff e Annona purpurea Moc &
Sessé ex Dunal tratadas com reguladores vegetais para a superacdo da
dorméncia. Para tanto foram realizados trés experimentos. Para a construgdo da
curva de aquisicdo de agua foram utilizadas 4 repeticbes de 25 sementes que
foram mantidas em embebicdo e pesadas durante 480 horas. O segundo
experimento foi constituido pela germinacdo das sementes tratadas com os
reguladores vegetais; o delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeticbes de 25 sementes por parcela em esquema fatorial 2
x 7 (reguladores x concentragbes). Os tratamentos foram constituidos pelas
combinagdes entre concentragbes de GA; e de GA4.7 + Benziladenina (GA4+7 +
BA) x 0, 200, 400, 500, 600, 800 e 1000 mg L™ i.a.. No terceiro experimento foram

quantificados ABA (Acido abscisico) e GA (Giberelinas), proteinas, acglcares



soluveis totais e lipideos em sementes embebidas em agua, sem embebicéo e
embebidas em GA4.7 + BA, durante 15 dias (0, 2, 5, 10 e 15 dias). A partir dos
resultados pode-se relatar que sementes de ambas as espécies atingem Fase | e
I da aquisicdo de agua, demonstrando ndo serem duras; no entanto, a
germinacao (Fase Ill) ndo é alcangcada. Na avaliagdo dos reguladores na
germinacao, a mistura GA4:7 + BA promoveu respostas mais significativas no
incremento da germinagcdo que GAj; embora os dois reguladores tenham
superado a dorméncia das espécies. Com a aplicacédo de GA4+7 + BA foi possivel
verificar redugcao no conteudo de ABA e aumento de GA, o que resultou em
superacao da dorméncia. E ainda, verificou-se efeito de GA4:7 + BA na
degradacdo de reservas desde o inicio da embebicdo, principalmente de
proteinas e acucares soluveis totais, seguidos por lipideos, nas sementes

germinadas.

Palavras-chave: Anonaceas, propagacéo de anonaceas, mobilizagcédo de reservas,

giberelinas, acido abscisico.



PLANT GROWTH REGULATORS IN THE DORMANCY BREAK, HORMONAL
BALANCE AND RESERVE DEGRADATION IN ANNONA DIVERSIFOLIA
SAFF AND ANNONA PURPUREA MOC & SESSE EX DUNAL SEEDS
(ANNONACEAE). Botucatu, 2011. 101p. Tese de Livre Docéncia (Livre
Docéncia em Fisiologia Vegetal) - Instituto de Biociéncias, Universidade
Estadual Paulista.

Author: GISELA FERREIRA

2 SUMMARY

Annonaceae seeds have been known by presenting dormancy mechanisms,
which makes difficult the perpetuation of species and the formation of productive
areas for commercial exploration. Thus, the present work aimed to evaluate water
uptake curve; germination of seeds treated with GA; and GA4:7 + Benzyl adenine;
hormone balance and reserve degradation in Annona diversifolia Saff and Annona
purpurea Moc & Sessé ex Dunal seeds subjected to plant growth regulators for
dormancy break. Three experiments were carried out. To obtain the water uptake
curve, four replicates of 25 seeds were kept in imbibition and weighed for 480h.
The second experiment evaluated the germination of seeds treated with plant
growth regulators; experimental design was completely randomized, with four
replicates of 25 seeds per plot in the 2x7 (plant growth regulators x
concentrations) factorial arrangement. Treatments consisted of combinations
between concentrations of GA; and GA4+7 + Benzyl adenine (GA4:7 + BA) with 0,
200, 400, 500, 600, 800 and 1000 mg L' a.i.. In the third experiment, ABA
(abscisic acid), GA (gibberellins), proteins, total soluble sugars and lipids were
quantified in seeds soaked in water, without imbibition and soaked in GA4.+7 + BA

for 15 days (on the 0", 2" 5" 10™ and 15™ days). Based on the results, seeds



from both species reached the phases | and Il of water uptake, which indicates
they are not hard; however, germination (phase Ill) was not reached. The
evaluation of plant growth regulators on germination revealed that the combination
between GA4:7 and BA led to more significant responses as to germination
increase than those of GA3;, although both plant growth regulators have broken the
dormancy of species. The application of GA4+7 + BA resulted in decreased ABA
content and increased GA one, which led to dormancy break. In addition, the
effect of GA4+7 + BA on reserve degradation was detected since the beginning of
imbibition, mainly proteins and total soluble sugars, followed by lipids, in the

germinated seeds.

Keywords: Annonaceae, Annonaceae propagation, reserve mobilization,

gibberellins, abscisic acid.



3 INTRODUGAO

A expanséao do cultivo de anonaceas tem por objetivo suprir
a demanda de mercado por frutas frescas e também para a industria de
processamento de polpa, sucos, geléias, entre outros (KAVATI, 2004). Além
disso, ha um aumento das pesquisas com moléculas oriundas das anonas com as
mais diversas fungdes na medicina, o que tem atraido cada vez mais
pesquisadores para esta area. Desta forma, ha necessidade crescente de
conhecer a fisiologia da Familia Annonaceae para dar suporte ao
desenvolvimento sustentavel da cadeia produtiva (VIDAL et al., 2000; CAZAREZ
et al., 20006).

Considerando-se, portanto que a base da perpetuagao das
espéecies € o conhecimento de seus mecanismos reprodutivos e de disperséo,
torna-se de suma importancia o estudo da fisiologia da germinagdo das sementes
de anonaceas. Assim, das sementes dependem o estabelecimento de novas
plantas, sejam estas para a formacédo de porta-enxertos, para a producdo de
mudas para reflorestamento, para recuperacdo de areas degradadas, para

manutencdo de bancos de germoplasma, para extracdo de principio ativo, ou



simplesmente para a perpetuacdo da espécie (BASKIN; BASKIN, 1998;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; VIDAL et al., 2000).

Devido a importancia da Familia Annonaceae, estudos que
envolvem a compreensao dos mecanismos de dorméncia das sementes e seu
controle séo de relevancia. Além disso, observando-se de maneira mais direta a
propagacdo, principalmente a enxertia, ha constante busca por espécies
alternativas para uso como porta-enxerto (TOKUNAGA, 2000; STENZEL, 1997), e
desta forma as espécies Annona diversifolia Saff e Annona purpurea Moc &
Sessé ex Dunal podem ser consideradas posiveis alternativas. Neste caso, néo
s6 como alternativa para a formacao de porta-enxertos, mas para o fornecimento
de frutos para o mercado ‘in natura’, devido a elevada qualidade de seus frutos
(PARADA; FIDEL, 2010).

Justifica-se, portanto a realizagéo deste trabalho, pois além
da tentativa de elucidar questdes a respeito da fisiologia da germinagcédo e dos
mecanismos de dorméncia das anonaceas, ha também o objetivo de encontrar e
divulgar alternativas para a expansdo do numero de espécies da Familia
Annonaceae atualmente cultivadas no Brasil. Deste modo os objetivos deste
trabalho foram:

- Estudar a curva de aquisicdo de agua das sementes
Annona diversifolia e A. purpurea a fim de detectar a existéncia de dorméncia
fisica pelo impedimento a entrada de agua;

- Avaliar a germinagao de sementes de Annona diversifolia e
A. purpurea quanto a aplicacao dos GA3; e GA4+7 + Benziladenina;

- Estudar o balango hormonal e a degradacao de reservas
em sementes de Annona diversifolia e A. purpurea tratadas com reguladores

vegetais para a superagao da dorméncia.



4 REVISAO DE LITERATURA

4.1 A Familia Annonaceae

Em alguns sistemas de classificagéo tradicionais, a familia
Annonaceae € considerada como angiosperma basal por apresentar atributos
considerados primitivos, como habito lenhoso; perianto bem desenvolvido, muitas
vezes sem diferenciacédo em calice e corola (tépalas); polinizacao por coledpteros;
numerosos estames, gineceu apocarpico, pélen monossulcados (CRONQUIST,
1981; APG IlI, 2003).

A classificacdo segundo Cronquist (1981) é a seguinte:

Reino — Plantae

Divisdo — Magnoliophyta

Classe — Magnoliopsida

Subclasse — Magnoliidae

Ordem — Magnoliales

Familia — Annonaceae Juss.

No entanto, de acordo com a classificacao filogenética das

Angiospermas, baseada no grupo das Angiospermas Il (APG II, 2003), a familia



Annonaceae pertence ao grupo das Eudicotiledéneas, no clado das Magnoliideas
(arboreas), esse clado é constituido de quatro ordens (Canallales, Laurales,
Magneliales e Piperales). A ordem Magnoliales é constituida por trés familias:
Magnoliaceae, Myristicaceae e Annonaceae (SOUZA; LORENZI, 2005).

Dentre as caracteristicas botanicas consideradas relevantes
para a identificacédo de Annonaceae relata-se o odor forte quando realizado corte
de troncos ou ramos, presenca de fibras longas e resistentes na casca do caule,
conhecida popularmente como envira e pela aparéncia de marcas de chamas no
corte transversal do tronco. As folhas sdo disticas (exceto em Tetrameranthus,
com folhas epiraladas), alternas, simples sem estipulas e margem interna. As
flores sdo isoladas ou reunidas em inflorescéncias, hemiciclicas, hermafroditas,
diclamideas, com perianto diferenciado no calice e corola, em geral s&o trimeras e
carnosas; estames numerosos, dispostos de forma espiralada; ovario supero com
numerosos carpelos apocarpicos com um a muitos évulos. Os frutos podem ser
apocarpicos ou sincarpicos, carnosos e indeiscentes ou deiscentes (JOLY, 2002).

A literatura n&o € unanime em relagdo ao numero de
géneros e espécies em Annonaceae. De acordo com relatos de Bailey (1949), a
familia possui 46 géneros e entre 500 e 600 espécies, enquanto Fries (1959),
ambos autores citados por Geurts (1981), afirma que esta contém 119 géneros e
mais de 2000 espécies. Popenoe (1974) descreve como tendo de 40 a 50
géneros e mais de 500 espécies, na sua maioria arbustos e pequenas arvores.
Em citacdo mais recente, Pinto et al. (2005) se refere a cerca de 2.500 espécies
em 140 géneros, distribuidas entre as areas tropicais da América, Africa e Asia.

No Brasil, a familia Annonaceae esta representada por 26
géneros e aproximadamente 260 espécies, desempenhando um importante papel
na composicao da vegetacdo (MAAS et al., 2001).

Dentre as espécies encontradas no Brasil, existem varias
cultivadas em larga escala, que s&o a graviola (Annona muricata L.), a fruta-do-
conde (Annona squamosa L.) e a atemodia (A. cherimola Mill. x A. squamosa L.),
seguida pela cherimbia (Annona cherimola Mill.). Cabe salientar que cultivo de
anonaceas vem expandindo mundialmente assim como o0 consumo,

principalmente devido a qualidade de seus frutos (KAVATI, 2004).



As anonaceas sao consideradas de interesse em diversos
outros paises, dentre os quais se relata o México. Neste pais séo reportadas a
cherimoia (A. cherimola Mill), o saramuyo (A. squamosa L.), a graviola (A.
muricata L.), a anona colorada (A. reticulata L.), a atemoéia (A. cherimola x A.
squamosa), a ‘papausa’ (A. diversifolia Saff.), ‘chincuya’ (A. purpurea Moc &
Sesse) e a Rollinia mucosa Baill (MORTON, 1987). A cherimoéia e a graviola sao
as mais comercializadas nos comércios locais, regionais e a nivel nacional
(VIDAL et al., 2000).

Para atender a demanda de mercado é necessario que a
cadeia produtiva esteja bem estabelecida, o que se inicia com area de produgéo
de elevada produtividade. Assim, para a implantacdo de pomares produtivos o
primeiro aspecto a ser observado € a utilizagdo de mudas de boa qualidade,
formada a partir de métodos vegetativos como a estaquia e a enxertia a fim de
garantir a fidelidade genética e, portanto a uniformidade de producéo. O método
de propagac¢do mais utilizado é a enxertia, € a muda que sera usada como porta-
enxerto é formada a partir de sementes (GAMA; MANICA, 1994; KAVATI, 2004).

Em relacdo a producédo de mudas enxertadas de anonas
existem basicamente dois problemas. O primeiro se refere a constante busca por
porta-enxertos compativeis com as variedades copa e que sejam tolerantes a
condi¢gbes adversas e a patdgenos. Por exemplo, para a produ¢cdo de mudas de
atemoia, a propria espécie é utilizada como porta-enxerto, devido a dificuldade em
encontrar uma espécie porta-enxerto compativel e que atenda as necessidades
fitossanitarias para a cultura (STENZEL, 1997). O outro é a dificuldade na
germinagao das sementes dos porta-enxertos, pois as citagdes de dorméncia s&o
comuns (KAVATI, 2004; TOKUNAGA, 2000).

Neste contexto, é constante a busca de espécies que
possam ser avaliadas como alternativas para porta-enxerto, assim como é
primordial o conhecimento dos processos fisioldgicos que envolvem mecanismos
de germinagao e dorméncia das sementes. Além do que, outras espécies devem
ser exploradas tanto para o consumo ‘in natura’ como para a industrializagdo, em
funcao de aptiddes especificas. Deste modo, A. diversifolia e A. purpurea surgem
como alternativas para suprir as diferentes possibilidades de utilizacédo e de

mercado.
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4.2 A espécie Annona diversifolia Saff.

A Annona diversifolia Saff. € considerada como a “cherimoia
das terras baixas” e foi descrita por W. E. Safford em 1911 (POPENOE, 1974). O
nome com o qual se conhece a fruta € “papausa”, que tem origem nahuatl: de
“Pauatl’= fruta macia, e “Tza”= particula intensiva; significando “muito suave ou
muito macia” (MARTINEZ, 1990 citado por GUTU, 2010).

A espécie é nativa de América central, das terras baixas e
quentes do oeste e sudeste do México (OCHSE et al., 1986; MARTINEZ, 1990;
ZAVALA; BALLESTEROS, 2000; CRUZ, 2002, 2003; CORTES et al., 2009
citados por GUTU, 2010).

A Annona diversifolia € uma arvore pequena, que cresce até
7,5 metros de altura; desenvolve caule principal de aproximadamente 25
centimetros de didmetro, com cértex de cor parda ou escuro (MORTON, 1987).
As folhas sao oblongo-ovaladas, com 5, 8-14 cm de comprimento e 2-6 cm de
largura, (STEVENS et al.,, 2001). As flores sdo solitarias, carnosas, com trés
pétalas externas de 2 a 5 cm de comprimento e trés internas diminutas, a cor das
flores € uma caracteristica varietal que varia de rosa a purpura (MORTON, 1987).

O fruto € um agregado de bagas, ovoéide, com 13-15 cm de
comprimento e 12-15 cm de didametro, de epiderme verde claro ou escura, coberto
de protuberancias arredondadas ou lisos; com polpa branca, rosa ou rosada com
aroma e sabor doce ou subacido, sucosa e suave (MORTON, 1987). As sementes
sao abundantes, lisas, medem aproximadamente 2 cm de comprimento e 1cm de
largura; apresentam coloragao cobre, forma oblonga-ovoide, testa dura, coberta
por uma membrana e endosperma massivo parenquimatoso do tipo ruminado. O
embrido é pequeno, reto, linear, localizado préximo do hilo, contém dois
cotilédones (PERIASAMY, 1962 e NIEMBRO, 1989 citados por GUTU, 2010).

A Annona diversifolia € uma espécie pouco conhecida no
ambito internacional e existem poucas referéncias a seu respeito, no entanto, sua
aceitacdao nos mercados locais e regionais colocam esta espécie como uma das
anonaceas mais promissoras para o sudeste mexicano (ZAVALA,
BALLESTEROS, 2000 citados por GUTU, 2010).
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Pouco se conhece a respeito de seu cultivo, que é rustico,
suporta condigdes adversas, proprias de solos argilosos e pedregosos, tolera
solos pobres em nitrogénio e fosforo, embora se desenvolvam melhor em solos
de boa aeracao e drenagem, com reagao acida, neutra ou ligeiramente alcalina.
No entanto, o fato das sementes apresentarem dorméncia desestimula a
formacao de mudas para a formacao de pomares (MARTINEZ, 1990; ZAVALA;
BALLESTERQOS, 2000; CRUZ, 2002 citados por GUTU, 2010).

Devido a auséncia de estudos de pds-colheita e a rapida
maturagcéo, se consome os frutos unicamente como fruta fresca, sendo que a
colheita ocorre de julho a outubro. Como ndo existem plantacées comerciais,
geralmente os frutos sdo colhidos de arvores silvestres, de pomares mistos e de
quintais (MARTINEZ, 1990; CHAVEZ-PRIMITIVO et al, 1999; ZAVALA;
BALLESTEROS, 2000 citados por GUTU, 2010).

4.3 A espécie Annona purpurea Moc & Sessé ex Dunal

A ‘chincuya’ (Annona purpurea Moc & Sessé ex Dunal) é
uma espécie que se encontra nos Estados de Chiapas, Oaxaca, Tabasco,
Veracruz e Campeche, onde faz parte da diversidade fitogenética regional
existente.

O nome com o qual se conhece a espécie € originario de um
povoado Jutiapa, Guatemala, chamado ‘cincuya’ (STANDLEY; STEYERMARK,
1946 citados por VIDAL et al., 2000). Em inglés é ‘soncoya’, em portugués é
‘cabeca de negro’, em espanhol se conhece por ‘guanabana torete’ e no México
se conhece por chincuya (VIDAL, 1993).

Esta espécie apresenta frutos com caracteristicas
agradaveis para o consumo ‘in natura’, as folhas séo utilizadas como remédio
para febre, o cértex para tratar disenteria e a madeira como combustivel. Além
disso, sementes e folhas s&o usadas como inseticida e ainda existem estudos a
respeito de sua ag¢ao anticancerigena (VIDAL et al., 2000).

Com o objetivo de sistematizar informagbes a respeito da

espécie Cazares et al. (2006) complementam as informacbes de Vidal et al.
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(2000) reportando que dentre os compostos isolados da espécie se encontraram
35 alcaldides, 16 acetogeninas, 20 Oleos essenciais, assim como uma purina,
uma lactama amida e dois esteroides. Dentre as atividades biolégicas reportam-
se atividades antitumorais, antifungicas, antitripanossémica, antibacteriana, e
cardiotbnica, entre outras.

De acordo com Parada e Fidel (2010) A. purpurea apresenta
boa compatibilidade em viveiro quando usada como porta-enxerto para A.
diversifolia e A. muricata.

Por apresentar propriedades tao uteis justifica sua
preservagao, no entanto Vidal et al. (2000) relatam que ndo existem estudos de
propagacao da espécie mas ha relatos de dorméncia das sementes.

Para que as espécies possam ser perpetuadas,
independentemente de seu potencial uso pelo homem, seja como porta-enxerto,
para producdo de principios ativos, para extracdo de madeira, recuperagédo de
areas degradas ou ainda para a manutengcdo de bancos de germoplasma, &

necessario o conhecimento da germinagéo e seus mecanismos de controle.

4.4 Germinagao: as fases do processo

A germinagdo €& o reinicio do crescimento do embri&o,
paralisado nas fases finais de maturagcdo de sementes ortodoxas. O embrido
inicia sua formacao quando o évulo é fecundado e se desenvolve até atingir sua
maturagéo. Nesta fase os niveis de umidade sédo reduzidos e as sementes entram
em quiescéncia, quando s&o reduzidas todas as atividades metabdlicas,
principalmente a respiracdo (POPINIGIS, 1985; KIGEL; GALILI, 1995;
FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Em condi¢des apropriadas, de agua, temperatura e oxigénio
0 embrido da prosseguimento ao seu desenvolvimento, que havia sido
interrompido por ocasido da maturidade fisiolégica (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000). Deste modo, quando sementes secas e viaveis absorvem agua, uma série
de eventos € iniciada, resultando na emergéncia da radicula, o que significa que a

germinacao foi completada com sucesso (BEWLEY; BLACK, 1994).
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Do ponto de vista fisiolégico a germinagéo ocorre em quatro
fases: embebicao (re-hidratagdo das sementes), alongamento de células, divisdo
celular e diferenciacéo das células em tecidos. Do ponto de vista fisico-bioquimico
a germinagdo poderia ser dividida em embebicdo, aumento da respiracao,
formacgao de enzimas, digestdo enzimatica das reservas, mobilizagédo e transporte
de reservas, assimilagdo metabdlica, crescimento e diferenciacédo dos tecidos
(MARCOS FILHO, 2005).

De acordo com o estabelecido por Bewley e Black (1994), a
germinagao ocorre em padréo trifasico, no entanto devem-se considerar tanto as
variagdes fisicas que envolvem o movimento de agua durante o estabelecimento
do padrao trifasico, como os distintos eventos metabdlicos que sao provocados
pela hidratagao.

A primeira Fase, também denominada de embebicdo, é
caracterizada pela aquisicdo de agua como consequUéncia de um gradiente
estabelecido pelo potencial hidrico da semente e o potencial hidrico do substrato
com o qual a mesma permanece em contato. Nesta fase, o potencial matricial € o
principal responsavel pela variacdo do potencial hidrico da semente (BEWLEY;
BLACK, 1994). Do ponto de vista do movimento de agua, o processo de
embebicdo é puramente fisico e depende da ligagdo da agua a matriz da
semente, ocorrendo em qualquer material, morto ou vivo, que contém sitios de
ligacdo ou afinidade pela agua (CASTRO; HILHOST, 2004).

Cabe ressaltar que ao mesmo tempo em que a agua €
embebida em funcao de variagdes de potencial hidrico na Fase |, sementes vivas,
apresentam aumento acentuado da atividade respiratéria (principalmente a partir
de 14-16% de teor de agua), ativacado das enzimas e inicio da degradacao das
substancias de reserva (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; COPERLAND;
McDONALD, 1999).

Durante a Fase | também tem inicio a reorganizagcdo das
membranas fosfolipidicas, originalmente desorganizadas nas sementes secas e
que, pouco a pouco recuperam sua configuracdo mais estavel (BEWLEY, 1997).

Com o aumento da disponibilidade de &agua livre e do
metabolismo na semente, o potencial matricial deixa de ser o responsavel pela

entrada de agua na semente, o que indica entrada na Fase |l da curva, fase lag
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(KERBAUY, 2004). Na Fase Il, portanto, € quando todas as matrizes atingem
hidratagéo plena, o potencial matricial se torna zero (CASTRO; HILHOST, 2004) e
0 potencial osmotico passa a ser o responsavel pelo movimento da agua para
dentro das sementes, até que seja balanceado pelo turgor ou potencial de
pressédo (BEWLEY; BLACK, 1994; CASTRO; HILHOST, 2004; KERBAUY, 2004).

Do ponto de vista metabdlico, no inicio da Fase Il é
verificado o0 aumento do tamanho do reticulo endoplasmatico, ribossomos e RNA
ribossbmico preparando as células para a quebra, transporte e sintese de
substancias utilizadas ao longo do processo germinativo (BEWLEY, 1997).

As principais substancias de reserva armazenadas nas
sementes séo carboidratos, proteinas e lipideos. Essas substancias ndao podem
ser transportadas de uma célula a outra e transferidas até pontos de crescimento
do embrido, nem utilizadas para a formacédo de novos protoplasmas e paredes
celulares antes de serem simplificadas. O processo de hidrélise das reservas e
sua transformacgédo em substéncias soluveis e difusiveis, sob controle enzimatico,
caracteriza a digestao de reservas (MARCOS FILHO, 2005).

Com o processo de hidratacdo das células, durante as
Fases | e Il da aquisigcdo de agua, as enzimas sao sintetizadas e ativadas, em
resposta a atividade hormonal (BEWLEY; BLACK, 1994; ARTECA, 1995,
GUBLER et al., 2005). As substancias de reserva presentes no endosperma ou
nos cotilédones sdo decompostas e os produtos soluveis desse processo sao
translocados para os pontos vegetativos do embrido. Dentre as principais enzimas
hidroliticas podem-se citar as amilases, maltases, fosforilase, lipases, proteases,
ribonuclease, celulase, entre outras (BEWLEY, 1997, MARCOS FILHO, 2005).

Durante esta fase (Fase Il) os principais eventos metabdlicos
relacionam-se ao preparo do desenvolvimento da radicula de sementes nao
dormentes. No entanto, sementes dormentes podem ser metabolicamente ativas
nesta fase (BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Segundo
Kigel e Galili (1995), Bradford (1995) sementes com dorméncia fisiolégica ou
morfofisiolégica podem sustentar um baixo nivel de atividade metabdlica e a Fase
Il pode ser consideravelmente prolongada.

De acordo com Nonogaky et al. (2010) é durante esta fase

que os reguladores genéticos da germinagéo atuam, seja para promover ou inibir



15

a entrada na Fase lll. Como essa transicdo é regulada ainda ndo esta bem
compreendida, embora esteja claro o papel chave das giberelinas, uma vez que
sementes inabeis para produzir giberelinas ndo completam a germinagéo.

Embora sementes dormentes possam atingir a Fase I,
somente sementes ndo dormentes e viaveis atingem a Fase lll. Nesta Fase, as
substancias desdobradas s&o reorganizadas em substancias mais complexas,
dando origem a componentes celulares, o que permite o crescimento do eixo
embrionario e a emissao da radicula (BEWLEY, 1997; COPERLAND;
McDONALD, 1999). A aquisi¢cdo de agua nesta fase é influenciada pela redugcao
do potencial osmatico, resultado da presenga de moléculas osmoticamente ativas
provenientes da hidrélise de reservas (BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000).

A duracdo de cada fase da aquisicdo de agua e/ou
germinacao, depende de propriedades inerentes a semente (permeabilidade do
tegumento, tamanho da semente, natureza do material de reserva, teor de agua
inicial e qualidade fisiolégica da semente) e ao meio (condicdes ambientais
durante a embebicdo composi¢céo do substrato, disponibilidade de agua, area de
contato, temperatura, quantidade de solutos no meio, tempo de exposicdo ao
ambiente Umido) e s&o variaveis com as espécies (CARVALHO; NAKAGAWA,
2000; MARCOS FILHO, 2005).

Em geral, a Fase | ocorre durante oito a dezesseis horas,
atingindo teor de umidade superior a 45% em sementes cotiledonares e 30-35%
em sementes endospermaticas (MARCOS FILHO, 2005). Segundo Carvalho e
Nakagawa (2000) entre uma e duas horas a semente completa a Fase |, atingindo
teor de agua oscilando entre 35 e 40% para as sementes cotiledonares e 25 e
30% para as endospermaticas.

Deste modo, considerando-se o movimento de agua,
principalmente nas Fases | e Il da curva, relata-se a importancia do estudo da
curva de aquisigdo de agua, pois esta relacionado tanto a caracteristicas de
impermeabilidade de tegumento, como a determinagdo da duracédo de
tratamentos com reguladores vegetais, condicionamento osmoético e pré-
hidratacao (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).
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Com o propésito de estudar a aquisicdo de agua em
sementes de anonas, Ferreira et al. (1997) observaram que sementes de fruta-do-
conde (A. squamosa L.) imersas em agua destilada, adquiriam agua e
estabilizavam o ganho de massa de agua em aproximadamente cinco horas a
partir do inicio do experimento, caracterizando o final da Fase | (embebi¢c&o). No
entanto, verificaram também que sementes de atemodia (A. cherimola Mill. x A.
squamosa L) ainda ndo haviam atingido a fase /ag da curva de aquisicdo de agua
apo6s 12 horas de imerséo, demonstrando estarem ainda na Fase |.

Posteriormente, Ferreira et al. (2006) avaliaram trés
metodologias para o estabelecimento da curva de aquisi¢do de agua e verificaram
que ocorre a transicao da Fase | para a Fase Il nas sementes de atemdia (A.
cherimola Mill. x A. squamosa L.) aproximadamente entre 30 e 36 horas ap6s o
inicio da embebicao; e da Fase Il para Fase Il aproximadamente entre 260 e 264
horas apds o inicio de embebigcdo, com as sementes mantidas entre papel em
caixas de germinacao e em rolos de papel, respectivamente.

Em estudo da aquisicdo de agua em sementes de Annona
emarginata, Costa et al. (2011) verificaram que para completar a Fase |
(embebicao) foram necessarias 60 horas de imersdo em agua a temperatura de
25°C ou 72 horas em temperatura alternada de 20/30 °C. Os autores observaram
também que a entrada de agua ocorre de maneira desuniforme ao longo do
tempo.

Deste modo, para que uma semente complete
satisfatoriamente as trés Fases do processo germinativo s&o necessarias
condicdes internas e externas. Dentre os fatores internos, relaciona-se a
longevidade e a viabilidade e dentre os externos a agua, a temperatura e o
oxigénio (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; FERREIRA; BORGHETTI, 2004). No
entanto, muitas vezes mesmo em condi¢cdes consideradas favoraveis (luz, agua,
temperatura) as sementes ndo germinam o que caracteriza a presenca de algum
tipo de dorméncia (KIGEL; GALILI, 1995; BEWLEY, 1997; BASKIN; BASKIN,
1998; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).
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4.5 Dorméncia de sementes e reguladores vegetais

Na literatura € comum encontrar relatos de que sementes
viaveis e intactas ndo conseguem completar a germinacdo sob condi¢des
consideradas favoraveis e a estas se denominou “dormentes” (BEWLEY, 1997,
NONOGAKI et al., 2010). No entanto, os processos que envolvem a dorméncia
bem como sua classificagdo, ainda s&o alvos de constantes estudos e
discussdes. Cabe ressaltar que sao variadas as classificacdes encontradas, mas,
de modo geral se dividem em dorméncia relacionada ao embrido e ao tegumento,
de origem primaria ou secundaria (BEWLEY; BLACK, 1994; CARDOSO, 2004;
BORGHETTI, 2004; MARCOS FILHO, 2005, NONOGAKI et al., 2010).

Desta forma, quanto a origem a dorméncia pode ser
classificada em primaria e secundaria. Denomina-se primaria quando € induzida
ainda durante a fase de desenvolvimento e/ou maturagao, antes da disperséo e a
secundaria instala-se em uma semente quiescente apds a disperséo, devido a
ambiente desfavoravel (CARDOSO, 2004).

Quanto aos mecanismos, Bewley e Black (1994) classificam
a dorméncia embrionaria (quando o embrido nao retoma seu desenvolvimento
mesmo ao ser isolado do restante a semente) e a imposta pelos envoltérios (o0
bloqueio a germinagéo se origina dos tecidos que envolvem o embrido). Por outro
lado Baskin e Baskin (1998) classificaram a dorméncia em endogena, subdividida
em fisiologica, morfolégica e morfofisiolégica e exdgena, classificada em fisica,
quimica e mecanica.

Em ambas as classificagbes verifica-se a divisédo entre dois
grandes grupos, exogena e endogena. No entanto, é importante ressaltar que a
dorméncia € uma estratégia de adaptacdo que visa garantir a sobrevivéncia das
plantas em condicbes ambientais hostis. Neste caso, a dorméncia garante que a
germinagcdo e o estabelecimento das plantulas ocorram em condicbes mais
favoraveis (BASKIN; BASKIN, 1998).

Considerando-se a classificacdo de Baskin e Baskin (1998),
a dorméncia endogena, também classificada como embrionaria, € causada por

algum bloqueio a germinacao relacionada ao embrido, mas que pode envolver
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tecidos extra embrionarios, quando estes impedem o desenvolvimento do
embrido.

A dorméncia endogena do tipo fisiologica € causada por
mecanismos inibitérios que envolvem processos metabdlicos e o controle do
desenvolvimento do embrido. Neste tipo de dorméncia a inibicdo envolve uma
interac&o entre o embrido e os tecidos adjacentes, mas controlada pelo embrido
(CARDOSO, 2004).

Grande parte das espécies produz embrides maduros cujas
estruturas basicas, como cotilédones, eixo embrionario, plumula, entre outras, se
encontram diferenciadas mas ndo germinam. Neste caso, a dorméncia pode
resultar de um impedimento metabdlico localizado tanto no eixo embrionario como
nos cotilédones e endosperma (BORGHETTI, 2004), pois o embrido pode até
apresentar metabolismo ativo durante a embebicdo, mas nao apresenta
diferenciagdo nem crescimento (BEWLEY, 1997).

Quando a dispersao de sementes ocorre com o embrido nao
diferenciado (estadio de pré-embrido) ou n&o completamente desenvolvido
(estadio de torpedo ou linear), ao que também se denomina embrido imaturo, a
dorméncia € denominada enddgena do tipo morfolégica. Para este tipo de
dorméncia €& necessario um periodo chamado de poés-maturagdo, com as
sementes separadas da planta-mae, para o completo desenvolvimento do
embrido (BASKIN; BASKIN, 1998; CARDOSO, 2004; BORGHETTI, 2004).

No entanto, a imaturidade do embrido pode n&o ser apenas
morfolégica, mas também estar relacionada a barreiras fisioldégicas ou
requerimentos metabdlicos que necessitam ser supridos para que o embrido se
torne apto a germinar. Neste caso a dorméncia é denominada morfofisiolégica
(BASKIN; BASKIN, 1998). A dorméncia morfofisilégica foi relatada por Rizzini
(1973) em sementes de Annona crassiflora. O autor reporta que ha necessidade
de meses de pdés-maturacdo sob alta temperatura e umidade, para o completo
desenvolvimento embrionario.

Em relagdo a dorméncia em sementes de anonaceas,
Esquinca et al. (1997) relatam que o mecanismo encontrado na espécie A.
diversifolia nao € devido a natureza do tegumento ou a imaturidade, mas sim, ao

mecanismo de dorméncia que os autores relacionaram como “sobrevivéncia
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estacional’. Os autores nao verificaram diferengas na germinacdo de sementes
escarificadas e néo escarificadas.

No entanto, cabe ressaltar que Svoma (1998) e Smet et al.
(1999) relatam que sementes de anonaceas possuem tegumento composto de
uma capa lenhosa impermeavel, indicando que a agua pode penetrar nas
sementes somente pelo hilo, através da micropila. Além disso, Smet al. (1999) se
referindo as citacbes de Hayat (1963), Sanewsk (1991) e Gaswppd (1995),
afirmam que uma das caracteristicas das sementes de anonaceas € a presenca
de embrido rudimentar e de desenvolvimento lento, que na maioria dos casos nhao
esta totalmente diferenciado, mesmo quando os frutos se encontram maduros.
Esse estado permanece mesmo depois de coletadas as sementes e a
germinagdo ndo ocorre antes da completa diferenciacdo do embrido, o que
caracteriza a dorméncia morfofisiologica.

Do mesmo ponto de vista corroboram Rizzini (1973) e
Baskin e Baskin (1998), relatando dorméncia morfofisiolégica para as anonas. No
entanto, ao se considerar a possibilidade da dorméncia morfofisiolégica, deve-se
considerar tanto o aspecto morfolégico como fisioldégico do processo (FERREIRA,;
BORGHETTI, 2004; SILVA et al., 2007).

Em relacédo ao aspecto morfolégico da dorméncia de A.
diversifolia, Esquinca et al. (1997) em analise anatémica do embrido, verificaram
que nao existe imaturidade do embrido e que ha diferenciagdo dos tecidos
embrionarios. Além disso, relatam que foi notoria a presenca de sistema vascular
que recorre de maneira continua tanto os cotilédones como o eixo embrionario e
que nado ocorreram modificagbes anatdbmicas durante sete meses de
armazenamento das sementes.

Silva et al. (2007) em estudo com sementes de A.
crassiflora, também verificaram que os embrides estavam diferenciados no
momento da dispersado, diferente do encontrado nas sementes estudadas por
Rizzini (1973) cujos embrides eram uma massa indiferenciada.

Posteriormente, ao avaliar sementes de A. diversifolia, Gutu
(2010) verificou que os embrides possuiam cotilédones, eixo embrionario e
radicula diferenciados no momento da dispersao, embora com tamanho reduzido

(3,28 mm de comprimento por 1,13 mm de largura, em média). No entanto o autor
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verificou a necessidade de 6 a 8 meses de armazenamento para a superacao da
dorméncia, da mesma forma que Esquinca et al. (1997).

Deste modo, Esquinca et al. (1997), Gutu (2010) além de
relatarem que as sementes de A. diversifolia sao dispersas com embrides
completos, afirmam que a dispersao ocorre no inicio do inverno e portanto,
momento desfavoravel a germinagéo, o que sugere a necessidade de alteragbes
fisiologicas para que a dorméncia seja superada.

O direcionamento do metabolismo para germinagéo ou para
a dorméncia de sementes é regulado pelo balango entre hormdnios promotores e
inibidores da germinagdo. Deste modo, a aquisicdo da dorméncia antes da
dispersdo, tem como seu principal responsavel o ABA — Acido Abscisico
(KOORNNEEF et al., 2002; TAIZ; ZEIGER, 2009).

4.5.1 ABA e indugdo a dorméncia

O controle da dorméncia pode ser dividido em inducéo,
manutencéo, suspensao do bloqueio e germinacao. A dorméncia € um fendmeno
induzido, preestabelecido durante a maturacdo, em resposta a condigdes
especificas do ambiente. A manutencéo € caracterizada por atividade metabdlica
relativamente baixa, devido aos mecanismos de bloqueio. A superagédo do
bloqueio vai ocorrer mediante a agdo de fatores externos detectados pela
semente. Superada a dorméncia, a semente esta apta a retomar o metabolismo
para a formagéo de nova plantula (MARCOS FILHO, 2005).

Quando se trata de sementes quiescentes, o conteudo de
ABA é extremamente baixo no inicio de desenvolvimento da semente, mas se
eleva a medida que o desenvolvimento continua, para atingir 0 maximo em cerca
de um terco ou até a metade do tempo do inicio da maturidade da semente, e, em
seguida, é reduzido (BLACK, 1981; MARCOS FILHO, 2005).

A dorméncia primaria é comumente iniciada durante a
maturacdo das sementes e sua manutencdo depende de fatores genéticos e

ambientais. Nestas sementes, o ABA € o principal agente no estabelecimento do
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processo, sendo acumulado durante a maturagdo da semente na planta-mae,
num processo ativo (BEWLEY; BLACK, 1994; GUBLER et al., 2005).

A analise de mutantes e de plantas transgénicas tem
evidenciado que a biossintese de ABA esta relacionada com a indugédo e a
manutencdo da dorméncia. Em trabalhos de Karssen et al. (1983) e Frey et al.
(2004) com mutantes e espécies selvagens, foi demonstrado que a dorméncia
nas sementes em desenvolvimento € dependente do ABA que é sintetizado no
embrido e ndo do ABA proveniente de fontes maternas.

O uso de inibidores da sintese de ABA, durante a
embriogénese, resultou na formacéo de embrides ndo dormentes (HILHORST,
1995) assim como o uso de mutantes deficientes na sintese ou percepgédo de
ABA, produziu sementes ndo dormentes (KARSSEN, 1995).

A indugdo da dorméncia depende ndo somente da sintese
de ABA, mas também parcialmente da sensibilidade da semente ao ABA. Por
exemplo, a germinacdo de sementes de espécies que apresentam elevada
dorméncia é inibida por concentracbes que nao afetam a germinacdo de
sementes de baixa dorméncia (BEWLEY, 1994; KIGEL; GALILI, 1995).

Mudangas no conteudo de ABA durante a embebigéo
refletem um balancgo entre a sua biossintese e o catabolismo, com dominancia de
sintese em sementes dormentes e catabolismo em n&o dormentes. Estudos
deixam claro que a sintese de novo de ABA é requerida para a manutengao da
dorméncia em sementes em embebig¢do (ALI-RACHED et al.,2004).

Ha consideravel interesse na funcdo do ABA e das GAs
(giberelinas) no controle da superagéo da dorméncia e subsequente germinagao.
Em varios estudos verificou-se que o acumulo de GAs ativas em embrides
somente ocorreu apdés a reducdo de ABA. Durante a embebicdo de embrides
dormentes de cevada, por exemplo, o conteudo de ABA permaneceu elevado e
de GA ativa muito baixo. Em embrides de sorgo, ABA reprime a expressao do gen
da GA 20-oxidase impedindo que se formem giberelinas ativas, e, portanto
bloqueia a germinagdo e mantém a dorméncia (PEREZ-FLORES et al., 2003;
GUBLER et al, 2005).

O ABA também atua impedindo a germinacéao, por atuar na

inibicao da expressao de genes que codificam enzimas envolvidas na degradagao
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de reservas como amilases e proteases, que tem sua sintese estimulada pela
acao de giberelinas. Desta maneira o ABA atua na manutencdo da dorméncia,
induzindo a sintese de proteinas que impedem a sintese de GA para a
germinagao, como também atua inibindo a sintese de enzimas responsaveis pela
degradacéao de reservas (BARDUCHE et al., 1999).

4.5.2 Superacao da dorméncia primaria

A redugdo ou superagdao da dorméncia endogena de
algumas espécies € promovida por diversos fatores, incluindo pds-maturagéo
(exposicdo de sementes secas a temperaturas altas ou baixas) e estratificacao
(embebicdo em baixas temperaturas) (GUBLER et al., 2005). Nestes casos, a
pds-maturacdo e a estratificagdo causam mudancas no catabolismo do ABA,
resultando em redugdo do conteudo de ABA no embrido e um aumento na
quantidade de ABA em formas inativas, tais como acido faseico (PA) e acido
dehidrofazeico (DPA) com a consequente alteragdo no balango hormonal. Deste
modo a conversao do ABA em PA é uma etapa crucial para a superagédo da
dorméncia em varias espécies (KUSHIRO et al., 2004).

Dentre os mecanismos de superacdo da dorméncia em
sementes armazenadas a seco uma outra possibilidade é que a composi¢cao ou
estrutura da plasmalema seja alterada em poés-maturacdo, resultando em
modificagdes das proteinas ligadas a membrana. Algumas dessas proteinas
podem ser receptores de GA e que séo ativados. Ao mesmo tempo, inibidores de
GA podem ser degradados por oxidacéo (KIGEL; GALILI, 1995).

Na natureza, sinais ambientais (temperatura, luz) induzem a
sintese de GAs que, por sua vez, bloqueiam a expressao de genes repressores
da germinagdo (RGL2, SPY) e/ou promovem a degradacdo dos respectivos
produtos (MRNAs e proteinas), aumentando assim o potencial de germinagéo do
embrido (PENG; HARBERD, 2002). Deste modo, Koornneef et al. (2002) relatam
que GAs também agem na superacédo da dorméncia, por atuar no silenciamento

de genes envolvidos na manutengdo da dorméncia.
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Observa-se, portanto que ha um mecanismo sincronizado e
continuado entre a superacao da dorméncia e a germinagéo. A partir do momento
em que as sementes tém a dorméncia superada, seguem-se 0S pProcessos
metabdlicos mediados pelos horménios para que ocorra a degradagao de
substancias presentes nos tecidos de reserva e o subsequente transporte dos
produtos resultantes, para os pontos de crescimento do eixo embrionario e se

complete a germinagéo.

4.6 Germinagao e reguladores vegetais

Dentre os fatores que regulam o processo germinativo, o
balangco entre hormdnios, promotores (giberelinas, citocininas e etileno) e
inibidores como o acido absisico exerce papel fundamental tanto na dorméncia
como na promog¢ao da germinagdo (BEWLEY; BLACK, 1994; TAIZ; ZEIGER,
2009).

Cabe observar que durante a germinagédo, as reservas
armazenadas no endosperma (carboidratos, proteinas e lipideos), sdo quebradas
por enzimas hidroliticas como alfa e beta amilase, proteinases, lipases, fosfatases
e O0s agucares, aminoacidos e outros produtos sdo transportados para o
crescimento do embrido (LIMA et al., 2008; TAIZ; ZEIGER, 2009). E ainda, que
estas enzimas tém a sintese ou ativacdo regulada por horménios vegetais
(BEWLEY; BLACK, 1994; ARTECA, 1995; MARCOS FILHO, 2005).

Dentre os promotores da germinacgéo, sera abordado neste
trabalho o grupo das giberelinas e das citocininas.

De maneira geral, as giberelinas (GAs) determinam nas
plantas importantes alteracbes fisiologicas, como a indugdo da floragéo,
expressao sexual, senescéncia, alongamento de ramos em plantas anas,
pegamento e crescimento de frutos (TAKAHASHI et al., 1991; TAIZ; ZEIGER,
2009). A sintese das GAs ocorre nas regides de crescimento, sementes em
germinacao, endosperma, frutos imaturos, apices de caules e raizes e sao
encontradas em menor concentragdo nas raizes (DAVIES, 1995; TAIZ; ZEIGER,
2009).
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Durante a germinagédo, duas fungdes principais para as
giberelinas tém sido propostas. A primeira esta relacionada ao fato de que
giberelinas aumentam o crescimento potencial do embrido por atuarem na
degradacgéo de reservas, com o objetivo de fornecer energia para o embrido. A
segunda refere-se a superacao da restricdo mecanica imposta pelos tecidos que
envolvem a radicula (HILHORST, 1995; BEWLEY, 1997; KOORNNEEF et al.,
2002).

GAs sintetizadas de novo iniciam sinais por meio de fatores
de sinalizagdo (GCR1, SLY, CTS) que, por sua vez, promovem a sintese de
enzimas hidroliticas que atuam na degradacao de reservas e na modificacédo da
parede celular, enfraquecem o tegumento e possibilitam a germinacdo (PENG;
HARBERD, 2002).

Deste modo giberelinas promovem a sintese de enzimas
envolvidas na hidrélise de reservas (amilases, lipases, entre outras), liberando
energia e substrato para o desenvolvimento do embrido. E ainda, promovem a
sintese e 0 aumento da atividade de enzimas de hidrélise de galactomananos
(endo-beta-mananases, expansinas monohidrolases e alfa-galactosidase) e,
portanto também atuam no enfraquecimento dos tegumentos. Ambos os eventos
estédo relacionados a protrusdo de radicula e portanto a germinagéo (BEWLEY;
BLACK, 1994; KIGEL; GALILI, 1995; BEWLEY, 1997; SILVA et al., 2007; TAIZ;
ZEIGER, 2009).

Trabalhos pioneiros com sementes de cevada
demonstraram que antes da embebicdo a maior concentracdo de giberelinas se
encontra no embrido. A medida que o tempo de embebicdo aumenta, maiores
quantidades sédo encontradas no endosperma. Embora a sede da sintese de
giberelinas seja o embrido, estas ai ndo se acumulam, se mobilizando para o
endosperma e atuam sobre as células da camada de aleurona, nas quais
induzem a sintese de enzimas hidroliticas (POPINIGIS, 1985; HILHORST, 2007;
TAIZ; ZEIGER, 2009).

Deste modo, as alfa amilases, por exemplo, que em geral
nao estdo presentes em sementes dormentes e quiescentes de cereais, devem
ser sintetizadas de novo durante a germinacédo. Para a indugcédo da sintese, ha

necessidade de giberelinas disponiveis. Em cereais, portanto, as GAs produzidas
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no eixo embrionario e difundidas para a camada de aleurona atuardo como
ativador primario na cascata de sinais que culminara com a indugao de um fator
de transcricdo (0 GAMyb) e a expressédo génica de enzimas amiloliticas
(JACOBSEN; BEACH, 1985; UEGUCHI-TANAKA et al, 2000; TAIZ ;ZEIGER,
2009) .

Segundo Kigel e Galili (1995) a mobilizacdo de reservas é
um evento pos-germinativo. Compostos resultantes da degradacédo de reservas
sao transportados do endosperma, perisperma ou cotilédones para o crescimento
das plantulas. Contudo, em algumas espécies, parte deste processo ocorre antes
da protrusdo da radicula. Isto € mais evidente em espécies onde sementes
maduras contém um embrido pouco desenvolvido. Em sementes de aipo, por
exemplo, o endosperma se degrada simultaneamente ao crescimento do embrido,
inclusive com hidrélise de galactomananos da parede celular e diviséo celular.

Em sementes de espécies selvagens o enfraquecimento do
endosperma ocorre em agua antes da protrusdo da radicula e, em sementes
mutantes, deficientes em GA (gib1) foi absolutamente dependente da aplicagao
de GA4+7 (PENG; HARBERD, 2002). Da mesma forma, Silva et al. (2007)
verificaram que a aplicacdo de GA4+7 induziu a atividade da endo-beta-mananase
e ao mesmo tempo o crescimento do embrido em sementes de A. crassiflora.

Aléem das giberelinas, citocininas também tem agdo na
germinagdo e nos eventos pds-germinativos das sementes de varias espécies
(TAIZ; ZEIGER, 2009), pois as citocininas enddégenas atuam no crescimento da
radicula, pela habilidade em induzir a divisdo celular (HORCAT; LETHAM, 1990,
CROZIER et al., 2001).

Nas plantas, de modo geral, apresentam também outros
efeitos como inducédo de brotacdo de gemas laterais, alteragcbes na dominancia
apical, promoc¢édo da expansao foliar e atraso na senescéncia foliar, levando ao
acumulo de clorofila e aumento da conversdo de etioplastos para cloroplastos
(DAVIES, 1995). Na germinacgéo as citocininas participam no controle de genes,
da regulacdo das funcgdes protéicas, da regulacdo da permeabilidade de
membranas e da regulacéo dos niveis de giberelina (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Além de GA antagonizar o efeito do ABA, na promoc¢ao de

genes especificos da dorméncia em Bromus secalinus, por exemplo, de modo



26

similar, citocininas aumentam RNA e a sintese proteica principalmente para
superar o efeito do ABA (BEWLEY; BLACK, 1994). Walker et al. (1989)
mencionam que as citocininas regulam o nivel de inibidores ativos presentes nas
sementes, permitindo que se tornem mais sensiveis a acéo da giberelina.

As citocininas também controlam a mobilizacéo de reservas.
Em alguns casos a aplicagéo de citocininas induz a degradagéo de reservas e/ou
aumenta a atividade de enzimas relacionadas com a mobilizacdo (BEWLEY;
BLACK, 1994). Os autores afirmam que citocininas causam, por exemplo,
aumento na atividade amilolitica e proteolitica de cotilédones isolados de gréo de
bico, bem como mobilizagdo de carboidratos e proteinas.

Para Marcos Filho (2005) além de estimular a divisdo e
alongamento celular, as citocininas apresentam efeito sinergistico com a luz e

atenuam efeitos de substancias inibidoras da germinagéo, como ABA e cumarina.

4.6.1 Uso de reguladores vegetais em sementes de Annonaceae

Com o intuito de avaliar o efeito de reguladores vegetais na
germinacao de sementes de anonaceas, diversas pesquisas tém sido realizadas.
Em trabalho desenvolvido com sementes de A. cherimola e A. diversifolia,
Campbell e Popenoe (1968) obtiveram 80% de germinagcdo com o uso de 350 a
500 mg L™ de GAs. Jubes et al. (1975) utilizaram 500 mg L' de GA; em sementes
de A. cherimola e verificaram germinacao de 77,32%.

Pinto (1976) utilizou 200, 300, e 400 mg L' de acido
giberélico em sementes de graviola (A. muricata L.) e observou que embora as
diferencas na porcentagem de germinacdo nao tenham sido significativas, a
aplicacdo de 300 mg L' proporcionou 82,1% de germinacdo, enquanto a
testemunha apresentou 75,1% de germinacao.

Hernandez (1993) relata que Duarte et al. (1975) ao estudar
sementes de Annona cherimola Mill. verificaram significativo aumento na
porcentagem de germinacéao (70%), em relagédo a testemunha (57,25%), somente

quando tratadas com 10000 mg L™ de GAs.
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A partir de outro trabalho com sementes de A. cherimola
Agustin e Altivier (1996) sugerem que para reduzir o tempo de germinacao das
sementes é necessario tratamento em solugées de 150 a 200 mg L™'de GA; por
12 horas de embebicéo.

Smet et al. (1999) também trabalharam com sementes de A.
cherimola e ap0s avaliarem tratamentos com embebicdo das sementes por
diferentes periodos (24 h, 48 h, 72 h) em solugdes contendo agua destilada, 500,
1000 e 10000 mg L' de GAs, obtiveram as porcentagens de germinagdo de
47 5% (48 h e 500 mg L™); 58,5% (24 h e 500 mg L™); 65,5% (24h e 1000 mg L™);
69,5% (24 h e 5000 mg L") e 74,5% (24 h e 10000 mg L"), enquanto as
sementes sem tratamento apresentaram 10% de germinacao.

Diversos trabalhos foram desenvolvidos com sementes de A.
squamosa Ferreira et al. (1999) que avaliaram tempos de embebicgao (4, 8, 12, 16,
20, 24 e 48 horas) e concentracdes de GA; (0, 50, 100, 250, 500 mg L™). Os
autores verificaram que o indice de velocidade de germinagdo foi
significativamente maior com o uso de 500 mg L™ e com esta concentragdo, os
tempos de 16, 20 e 24 horas promoveram as maiores medias.

Em outro trabalho com A. squamosa L., Ferreira et al.
(2000a) estudaram a interacao entre periodos de armazenamento de sementes
(0, 30, 60, 120 e 150 dias) e tratamentos com GA3 (sementes sem embebicgéo; 0,
50, 100, 250, 500 e 1000 mg L™ de GA; com quatro horas de embebicao). Os
autores nao observaram diferencas na porcentagem de germinagcdo das
sementes tratadas com GA3z. No entanto, 30 dias de armazenamento foi favoravel
a germinacao que alcangou 75% de germinagao.

Ferreira et al. (2000b) estudaram a germinagao de sementes
de A. squamosa L. de diferentes localidades (area de preservacgéao ecoldgica do
municipio de Santa Helena-PR e comércio local) e concentragbes de GA; (0, 50,
100, 250, 500 e 1000 mg L de GAs; por 5 horas de embebicdo). Nao foram
observadas diferengas na interacdo entre origem e concentragdes de GAs;. No
entanto, sementes tratadas com 250 mg L' de GAs (67% de sementes
germinadas) diferiram significativamente da testemunha (53% de sementes

germinadas).
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Ao avaliar o efeito do GAs (0; 50; 100; 250; 500; 750 e 1000
mg L ™) na germinacdo de sementes de fruta-do-conde (Annona squamosa L.)
mantidas em camaras de germinagao e na emergéncia de plantulas em casa de
vegetacdo, Ferreira et al. (2002a) verificaram que as concentragbes de GA;
promoveram diferencas na porcentagem de germinagcdo em relacdo a
testemunha, sob condicbes de cémara de germinagdo. No entanto, n&o
observaram diferencas na porcentagem de emergéncia de plantulas mantidas em
viveiro.

O efeito dos reguladores vegetais também tem sido
estudado em outras anonas. Ferreira et al. (2002b) avaliaram o efeito de GA; e
temperaturas na germinacdo de sementes de atemoia (A. cherimola Mill. x A.
squamosa L.), cultivares ‘Gefner’ e Ferreira et al. (2002c) em ‘Tompson’ e
obtiveram diferencas significativas em relacdo a testemunha nas concentragbes
de 500, 750 e 1000 mg L™ para cultivar ‘Tompson’ e 1000 mg L™ para cultivar
‘Gefner’. Observaram ainda que a temperatura alternada (20 °C por oito horas e
30 °C por 16 horas) foi, adequada para germinacdo de sementes de ambas
cultivares.

Ao estudar sementes de fruta-do-conde (A. squamosa L.) e
de trés cultivares de atemdia (‘Gefner’, ‘PR-1" e ‘PR-3’) tratadas com GA3 (50 mg
L, e 100 mg L™") e 4gua a 5 °C e 30 °C, Stenzel et al. (2003) verificaram efeito
satisfatério com o uso de GA; nas sementes de atemodia, porém sem diferengas
entre as concentragdes. Para a fruta-do-conde o tratamento com 50 mg L™ de
GA; proporcionou a maior porcentagem de germinacao (75%).

Lima-Brito et al. (2006), obtiveram aumento na porcentagem
de germinacdo de sementes de A. crassiflora, A. squamosa e A. muricata
alcangcando 56%, 94% e 84% de germinagédo com o uso de 750 mg L-1 de GAs.

Em trabalho com objetivo de estudar a relacdo do efeito de
giberelina e etileno, Oliveira et al. (2010) verificaram aumento na porcentagem de
germinacao de sementes de atemoia (A. cherimola Mill. x A. squamosa L.),
cultivar Gefner, (85,5%) com a concentracdo calculada de 778 mg L™ de GAs. Os
autores observaram ainda, que a interacdo entre os GAs3 e etileno foi positiva,
promovendo incremento na obtencdo de plantulas normais e no indice de

velocidade de germinacéo.
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Poucos trabalhos foram encontrados utilizando misturas de
reguladores. Neste exemplo, além do aumento da porcentagem de germinagéo de
sementes de A. crassiflora Mart. com a aplicagdo de 2000 mg L™ GA;, Silva et al.
(2007) obtiveram superagédo da dorméncia de sementes da mesma espécie,
alcancando germinacdo de 43%, com o emprego de 143 mg L de GAs,
demonstrando o efeito sinergistico da associagédo de giberelinas utilizadas em
bioestimulantes.

De acordo com Braga et al. (2010) o uso de bioestimulante
(GA4+7 + N-(fenilmetil)-aminopurina) também foi favoravel a germinagcéo de
sementes de atemoia, cultivar Gefner, que alcangou 95,45% com a concentragéo
estimada de 329,14 mg L', enquanto a testemunha apresentou 52% de
germinagao.

Costa et al. (2011) também obteve respostas satisfatérias
com o uso de bioestimulante composto por GAs+7 + N-(fenilmetil)-aminopurina na
superagcao da dorméncia de sementes de A. emarginata com as maiores
porcentagens de germinagdo verificadas com o emprego de 600 mg L7,
temperatura alternada de 20/30 °C, sob condi¢des de luz (37%) e escuro (32%).
As sementes embebidas em agua apresentaram germinacao de 27% e 23%, sob
condigbes de luz e escuro respectivamente.

Diante dos trabalhos relatados fica evidente que o emprego
de reguladores vegetais auxilia na superagcdo da dorméncia e na germinacao de
sementes de anonaceas. No entanto, conhecer as variagdes no balango hormonal
e os efeitos deste na mobilizacdo de reservas em sementes que receberam
reguladores vegetais para a superagdo da dorméncia ainda é tema que requer

muitos estudos.
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5 MATERIAL E METODOS

Para a conducgao dos trés experimentos, os frutos da espécie
Annona diversifolia Saff. (‘papausa’) (Figura 1) foram obtidos nos mercados locais
do municipio de Tuxtla Gutiérrez, Chiapas, México e eram provenientes de
pomares caseiros do municipio de San Lucas. Os frutos de Annona purpurea Moc
& Sessé ex Dunal (‘chincuya’) (Figura 2) foram obtidos diretamente com
campesinos e demais moradores dos arredores do mesmo municipio de origem.

As sementes foram extraidas manualmente sob &agua
corrente e para minimizar contaminacdes, foram imersas em solugéo de hipoclorito
de sodio a 10% (i.a.) durante 5 minutos e, em seguida, lavadas com agua destilada,
mantidas sobre papel filtro em bancada de laboratorio, a temperatura de
aproximadamente 25 °C, durante sete dias para secagem superficial.

O teor de agua inicial das sementes foi determinado
empregando-se quatro repeticdes de 25 sementes, pelo método de secagem em
estufa a 105 °C por 24 h (BRASIL, 2009). O teste de tetrazdlio para avaliar a
viabilidade das sementes foi realizado em quatro repeticdes de 25 sementes de

acordo com Gutu (2010). Em seguida foi realizado o primeiro experimento.
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Figura 1. Frutos e sementes de Annona diversifolia Saff. (‘papausa’). (Foto:
FERREIRA, G., 2010).

Figura. 2. Frutos e sementes de Annona purpurea Moc & Sessé ex Dunal
(‘chincuya’). (Foto: FERREIRA, G., 2010).
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5.1. Experimento 1: Curva de aquisi¢gao de agua de sementes de Annona

diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal

Neste experimento os tratamentos foram constituidos pelos
tempos nos quais as sementes permaneceram imersas em agua destilada, a fim
de determinar as trés fases da curva de aquisicao de agua.

Apds a determinagao do grau de umidade inicial do lote de
sementes, quatro repeticdes de 25 sementes foram acondicionadas em “Becker”
contendo agua destilada com aeracdo e mantidas em germinador da marca
Biotronette®™® a 30 °C (+2 °C), umidade relativa de 50 a 60%, na auséncia de luz.

As pesagens foram realizadas a cada hora, durante oito
horas, e ap6s 8 h foram realizadas com 24 h e 32 h do inicio da colocacdo das
sementes em contato com a agua. As pesagens continuaram a cada 8 h até
alcancar 120 h de imersao e depois em intervalos de 24 h até 480 h de imersé&o.
Em cada um dos tempos as sementes eram retiradas dos recipientes (Becker),
pesadas e retornavam. A agua era substituida em cada avaliagcdo e mantida a
oxigenagao com bombas de aquario.

Para a realizagdo da curva com a aquisi¢do de agua durante
as fases da germinagdo, foi considerado o grau de umidade obtido antes da
imersdo das sementes nos tratamentos (Tempo = 0), ap6s quatro horas de
imersdo e assim sucessivamente, até atingir 480 h de imersdo. Os resultados
estdo apresentados em porcentagem de agua presente nas sementes (grau de
umidade ou teor de agua) em relacdo a massa da matéria seca inicial.

Para o estudo das variagdes no teor de agua foi ajustado o
modelo de equacao logistica y = a/ [1+ exp (b-c*x)], com y = teor de agua (%), x =
tempo (em horas). Para o célculo da mudanca da Fase | para a Fase Il da
aquisicao de agua foi utilizado o calculo do ponto de desaceleragao assintotico

(PDA), conforme proposto por Mischan et al. (2011).
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5.2 Experimento 2: Germinagao de sementes de Annona diversifolia
Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal submetidas a tratamentos com

diferentes concentragoes de GA; e GAs.7 + Benziladenina

O delineamento experimental empregado foi o inteiramente
casualizado com 4 repeticbes de 25 sementes em esquema fatorial 2 x 7
(reguladores x concentragdes). Os tratamentos foram constituidos pelas
combinagdes entre concentragdes de GA; e de GA4+7 + Benziladenina (GAs+7 + BA)
x 0, 200, 400, 500, 600, 800 e 1000 mg L™ i.a.. Além do tratamento com sementes
embebidas somente em agua para cada um dos reguladores (0 mg L"), foi
acrescentada uma testemunha na qual as sementes ndo foram previamente
embebidas.

Como fonte dos reguladores vegetais foi utilizado o GA; e
uma mistura de reguladores vegetais (bioestimulante) contendo em sua
composigdo quimica uma citocinina e duas giberelinas (GA4 e GA7) nas seguintes
proporc¢oes: GAs+GA7: 1,8% e benziladenina 1,8%.

As sementes foram tratadas com os reguladores vegetais por
periodo 4 dias, que foi estabelecido a partir da curva de aquisicdo de agua do
experimento anterior. As solugdes nas quais as sementes permaneceram foram
mantidas sob aeragdo constante.

Apébs os tratamentos, a semeadura foi realizada em rolo de
papel umedecido com agua destilada (2,5 vezes o seu peso). Apbés o
acondicionamento, as sementes foram mantidas em germinador da marca
Biotronette® a 30 °C (+2 °C), umidade relativa de 50 a 60%, na auséncia de luz.

As observacgdes foram realizadas a cada dois dias desde o
inicio da implantagédo do experimento, quando se realizava a contagem do numero
de sementes germinadas. Foram consideradas germinadas as sementes que
apresentavam raiz primaria com aproximadamente 2 mm de comprimento (HADAS,
1976).

Foram calculadas as seguintes variaveis: porcentagem de
germinacao (%G), de sementes dormentes (%SD) e mortas (%SM) e de plantulas
normais (%PN), frequéncia relativa (f) segundo Labouriau (1983), indice de

velocidade de germinacao (IVG) calculado segundo Maguire (1962) e tempo médio
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de germinacgéo, segundo Edmond e Drapala (1958), sendo os dois ultimos autores

citados por Silva e Nakagawa (1995). As equagdes utilizadas para VG e TM:

IVG= ZGi/Ti
Onde: IVG = germinag¢ao média diaria
Gi = porcentagens diarias de germinagéo

T; = tempo (dias)

™ = ZGi*Ti/ ZGi
Onde: TM =tempo médio necessario para atingir a germinagdo maxima
Gi = porcentagens diarias de germinagéo

T; = tempo (dias)

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e as
médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade entre reguladores
e regressao para verificar a tendéncia dos dados em relagédo as concentragdes
(PIMENTEL-GOMES, 2000).

Para realizagdo das analises, foi utilizado o programa SAS
(SAS institution, Cary, NC).

5.3 Experimento 3: Balango hormonal e degradacao de reservas em
sementes de Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal

submetidas a tratamentos para superagao da dorméncia

Para a implantacdo deste experimento, foi escolhida a
concentragdo de 400 mg L' de GA4.7 + BA a partir dos resultados obtidos no
experimento anterior.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado,
com trés repeticdes por parcela, em esquema fatorial 3 x 4 (tratamentos x tempos
de avaliagdo). Os tratamentos foram constituidos por sementes que foram
colocadas para germinar sem embebigdo prévia (denominadas de “Seca”);

sementes mantidas 4 dias imersas em agua destilada e posteriormente
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transferidas para o germinador (“Agua’) e sementes mantidas 4 dias em solucgéo
contendo 400 mg L™ de GA4:7 + BA (“GAs4:7 + BA”). As solucdes de embebigao
foram mantidas em aeracao constante, empregando-se bombas de aquario.

As sementes dos tratamentos com embebicdo foram
colocadas em imerséo e posteriormente acondicionadas em rolos de papel para
germinar. As sementes do tratamento sem embebigdo prévia foram colocadas
diretamente nos rolos de papel. Ao papel de germinacéo foi adicionada agua na
proporcdo de 2,5 vezes seu peso seco. As sementes foram mantidas em
germinador da marca Biotronette®™® a 30 °C (+2 °C), umidade relativa de 50 a
60%, na auséncia de luz.

As avaliagbes foram realizadas nos tempos zero, 2, 5, 10 e
15 dias, sendo que o tempo zero foi comum a todos os tratamentos (Seca, Agua,
GA4+7+ BA) indicando o estadio metabdlico inicial do lote de sementes.

Nos tempos 2 dias e 5 dias foram coletadas sementes de
todos os tratamentos e que ainda n&o apresentavam germinacéo visivel.

Para as coletas dos tempos 10 dias e 15 dias foram
consideradas as sementes com 1 mm de radicula e 1 cm de raiz primaria
(respectivamente). Neste caso, foram coletadas sementes que haviam sido
tratadas com os reguladores e que, portanto, apresentaram germinagdo. Ao
mesmo tempo (10 e 15 dias) foram coletadas as sementes dormentes dos outros
tratamentos (Seca e Agua), sem nenhum sinal de desenvolvimento do embriZo.
Para tanto, o tegumento era retirado e o embrido avaliado quanto ao estadio de
desenvolvimento proposto.

As quantificagdes dos teores de agucares soluveis totais,
proteinas e lipideos, foram realizadas em trés repeticbes de amostras de
endosperma de cada tratamento em cada data de avaliagdo e para as
quantificacbes de horménios (GA e ABA) foram utilizados endospermas com os

embrides.
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5.3.1 Determinagao de hormoénios

O meétodo para a extragcéo e quantificagdo dos hormaonios foi
adaptado de Kelen et al. (2004). Para o preparo das amostras para a
quantificacdo de GA e ABA foram utilizadas trés repeticbes de cinco sementes, o
que equivale a aproximadamente 5,341 g por repeticdo para cada tratamento.

As amostras foram maceradas em metanol a 70% e
mantidas 12 h a 4 °C (geladeira). O material foi filtrado a vacuo e rotaevaporado a
45 °C para eliminar o metanol. A fase aquosa foi ajustada a pH 8,5 com Buffer
Fosfato 0,1 M e particionada trés vezes com acetato de etilo (ACoEt). A fase
acetato foi removida e o pH da fase aquosa foi ajustado a 2,5 com HCI 1 N. O
material foi particionado novamente com acetato de etilo (ACoEt), a parte
organica filtrada sobre sulfato de sodio anidro e o acetato evaporado. O material
foi guardado em frascos pesados e etiquetados em geladeira.

A andlise de GA e ABA foi realizada conforme Kelen et al.
(2004), Chacén e Gonzalez-Esquinca (2011) por cromatografia liquida utilizando-
se 0 HPLC modelo Perkin Elmer Series NCI 900 (Norwalk, CT, USA) em fase
reversa (Spheri-5 RP-18, 100 mm x 4.6 mm; 5 ym de didmetro de particula). A
fase movel foi constituida de acetonitrile:agua (26:74%). O fluxo foi de 1 ml min™,
a temperatura da coluna foi mantida em 30 °C. A detec¢éo do UV foi realizada a
210 nm.

A curva padrao de calibragao de cada regulador (GA e ABA)
foi realizada a partir de solugbes estoque contendo 378; 350; 330; 250; 225; 150;
100; 59,36; 50; 25; 14,84; 7,42; 3,71; 1,85 uM de ABA e 288; 250; 200; 150; 100;
50; 25 pyM de GAs. A curva para as concentragdes de GA apresentou regressao
linear, sendo Y= 6402,9x-182769, com R? de 0,98, e para ABA y=
20742x0+287104, com R? de 0,99. Para copilacdo, analise dos dados e
integralizacdo das areas dos picos obtidos nos cromatogramas, foi utilizado o
software “Perkin ElImer Turbochrom”, acoplado ao HPLC.

As amostras foram dissolvidas em metanol para obtencéo de
concentragdo de 2 mg L™ e 20 uL destas solugdes foram injetadas para andlise
no HPLC. Os picos de amostras foram coletados, e as suas caracteristicas foram

comparadas com as bandas de absor¢do. Assim, a confirmacao da identificagéo
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dos horménios foi feita pelas comparacdes entre os picos obtidos em HPLC e
espectro de UV, utilizando como referéncia padrées puros. A curva de absorgéo
do espectro foi obtida empregando-se o espectrofotometro modelo “Thermo
Electron Corporation Genesys” 10 UV (WI, USA). A confirmacao das giberelinas
obtidas sera realizada posteriormente, e, portanto neste trabalho foi utilizado o

termo giberelina, referindo-se ao grupo hormonal.

5.3.2 Determinagao de Ag¢ucares Soluveis Totais

A extracao dos acgucares foi realizada de acordo com Garcia
et al. (2006) e a para a quantificagdo empregou-se a analise calorimétrica
utilizando-se o método fenol-sulfurico (DUBOIS et al., 1956).

Para a extracdo dos acgucares soluveis totais, foram
utilizadas trés repeticbes de uma semente, o que equivale a 1,200 g por repetigao
de cada tratamento. As amostras foram moidas em 10 ml de etanol a 80% e a
extracao foi feita por fervura em banho-maria a 90 °C por cinco minutos para
inativar as enzimas. Em seguida foram centrifugadas a 1000 g, a 4 °C por cinco
minutos e o residuo extraido mais duas vezes com etanol 80% por cinco minutos
a 80 °C e uma vez com agua por cinco minutos a 60 °C. Da combinagdo dos
extratos, resultou a fracdo de acucares soluveis totais. Os extratos foram

concentrados a 35 °C para redug¢ao do volume.

5.3.3 Determinacgao de proteinas

Para a extracdo das proteinas foram utilizadas trés
repeticbes de uma semente, o que equivale a 1,200 g em média, por repeticéo de
cada tratamento. A extragdo foi realizada conforme Suda e Giorgini (2000).

As proteinas foram extraidas conforme sua solubilidade. Dos

endospermas foi extraido consecutivamente, albuminas (com agua destilada),
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globulinas (com 5% de cloreto de so6dio), prolaminas (com 60% de etanol) e
glutelinas (com 0,4% de hidroxido de sodio), a cada 24 horas.

Os extratos eram centrifugados a 15000 g por 30 minutos e
os sobrenadantes quantificados de acordo com Bradford (1976). A cada 24 h era

extraida uma proteina, de acordo com o solvente.

5.3.4 Determinacao de lipideos

A extracdo de lipideos foi realizada conforme Manirakiza et
al. (2001), Ambalkar et al. (2011). Para a extragao dos lipideos foram utilizadas
trés repeticdes de trés sementes, o que equivale a aproximadamente 3,987 g por
repeticdo de cada tratamento.

Os endospermas foram moidos em almofariz, colocados em
matraz com hexano e mantidos em Soxhlet para extracdo por trés periodos de 8
h. A cada periodo de extracdo o sobrenadante era filtrado e levado para ser

concentrado e armazenado em frascos devidamente etiquetados e pesados.

5.3.5 Analise estatistica

Os dados das concentragbes hormonais, agucares soluveis
totais, proteinas e lipideos foram submetidos a analise de variancia, teste de
homogeneidade de Levenne a 0,01% e regressdo polinomial para verificar a
tendéncia dos dados em relacdo ao periodo compreendido entre o inicio da
embebicdo das sementes a germinacgao visivel (15 dias) (PIMENTEL-GOMES,
2000).

Para realizagdo das analises, foi utilizado o programa SAS
(SAS institution, Cary, NC).
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6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Experimento 1: Curva de aquisi¢cao de agua de sementes de Annona

diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal

Durante a aquisigdo de agua pelas sementes s&o ativados
processos metabolicos, com o objetivo de fornecer energia para a retomada do
desenvolvimento do embrido e estabelecimento do individuo para perpetuagéao da
espécie (BEWLEY, 1997; COPERLAND; McDONALD, 1999). Deste modo, a partir
da entrada de agua em sementes quiescentes ocorre a sintese de novo de
hormdnios como as giberelinas e enzimas como a alfa amilase, que irdo atuar na
degradacéo de reservas (TAIZ; ZEIGER, 2009).

Neste contexto se evidencia a importancia da compreensao
das Fases de aquisicao de agua pelas sementes propostas por Bewley e Black
(1994). O conhecimento das Fases auxiliara, portanto na detecgédo de
mecanismos de controle de entrada de agua nas sementes, e também auxiliara
na determinacao de tempos para tratamentos pré-germinativos em solugdes, com

reguladores vegetais ou condicionamento osmatico, por exemplo.
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Os gréafico contendo a curva de aquisicdo de agua das
sementes de Annona diversifolia Saff.e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal estéo
apresentados nas Figuras 3 e 4 respectivamente. A partir de calculos propostos
por Mischan et al. (2011), foi possivel estabelecer o término da Fase | de
aquisicao de agua, a partir da determinagdo do ponto de desaceleracao
assintético. Este ponto indica um valor aproximado, quando ha a reducé&o da
velocidade de aquisicdo de agua pela semente, indicando que o potencial
matricial tende a zero, o que resulta na estabilidade da aquisigao de agua.

A aquisicdo de agua pelas sementes ocorre em fungédo da
diferenca entre o potencial hidrico destas e do meio. Neste caso, a primeira fase
da aquisi¢cdo de agua (Fase |) tem a tendéncia de ser rapida, devendo durar de 1
a 2 horas (BEWLEY; BLACK, 1994).

Figura 3. Curva de aquisi¢cao de agua de sementes de Annona diversifolia Saff.

Deste modo, o principal responsavel pela variagdo do
potencial hidrico nesta fase € o potencial matricial e o processo é considerado
fisico, por depender da adsor¢cao da agua a uma matriz, ocorrendo em material
vivo ou morto, que contenha sitios de ligacao ou afinidade pela agua (CASTRO;
HILHORST, 2004).
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No entanto, a duracdo das fases e a quantidade de agua
embebida dependem de uma série de fatores tais como a resisténcia conferida
pelo tegumento a entrada de agua, a composicao das reservas e as condigdes
ambientais no momento da embebigdo (BEWLEY; BLACK, 1994; CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000; FERREIRA; BORGHETTI, 2004).

Figura 4. Curva de aquisicdo de agua de sementes de A. purpurea Moc & Sessé
ex Dunal.

Neste experimento e de acordo com calculos propostos por
Mischan et al. (2011) a Fase | da aquisicdo de agua ou embebicao, teve duracao
de aproximadamente 50 horas em sementes de A. diversifolia, quando houve
tendéncia a estabilidade na aquisicdo de agua. Estas sementes apresentavam
teor de agua inicial de 9,04%, antes do inicio da embebicdo e, apos
aproximadamente 50 horas de imersdao em agua sob condicbes de 30°C e
aeracao constante, atingiram 31,16% de teor de agua.

O mesmo padréao de resposta foi observado em sementes
de A. purpurea, sendo que estas possuiam teor de agua inicial de 16,54% e
alcancaram a estabilidade da curva ao redor das 70 horas, com teor de agua de
31,18%.

As espécies em estudo apresentaram aquisigdo de agua de
maneira lenta, no entanto, foi estabelecida a Fases | do padrao trifasico proposto

por Bewley e Black (1994), embora ndo possa ser considerado um processo
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rapido, conforme sugerido pelos autores. No entanto, estd de acordo com as
variagbes observadas com sementes de outras anonas.

Nota-se que, enquanto sementes de A.diversifolia e de A.
purpurea apresentam duracdo da Fase | em torno de 50 e 70 horas
respectivamente, Ferreira et al. (1997) observaram que sementes de A.
squamosa L. estabilizavam a entrada de agua com aproximadamente 5 horas de
imersdo em agua, caracterizando a mudanga entre as fases | e |Il, enquanto, com
12 horas, as sementes de atemdia (Annona cherimola x A. squamosa)
continuavam na Fase I.

Posteriormente, Ferreira et al. (2006) determinaram a Fase |
em sementes de atemdia (Annona cherimola x A. squamosa) com duragao de 30
a 36 horas. E em estudo com sementes de Annona emarginata, Costa (2009)
verificou que para completar a Fase | foram necessarias de 60 a 72 h de
embebicao.

Cabe observar ainda, que independente do teor de agua
inicial das sementes, a Fase | se completou em ambas as espécies quando foi
atingido teor de agua de aproximadamente 31%, ndo importando o tempo gasto
para atingir tal conteudo de agua.

Assim, fica evidente que a mudanca da Fase | para a Fase |l
€ caracterizada pelo teor de agua atingido e ndo em fungéo do tempo gasto para
atingi-lo. Da mesma forma Costa (2009) também obteve 27,85% e 28,35% de teor
de agua em sementes de A. emarginata quando completaram a Fase | da curva
de aquisicdo de agua. Tais observacbes estdo de acordo com o proposto por
Carvalho e Nakagawa (2000), uma vez que os autores relatam que a
estabilizacdo da curva se da quando ¢ atingido teor de agua de aproximadamente
25 a 30% em sementes endospermaticas.

Com o término da Fase | com duracédo de 50 h para
sementes de A. diversifolia e 70 h para sementes de A. purpurea, teve inicio a
Fase Il, que foi observada até 480 h do inicio da imersdo, quando as sementes
ainda n&o haviam atingido a Fase Il da germinagdo. No entanto, o experimento
foi encerrado devido ao elevado nivel de danos observado aos tegumentos pelo

manuseio.
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Observa-se que na Fase Il a aquisicdo de agua se torna
lenta, pois as redug¢des no potencial hidrico da semente s&o dependentes
principalmente de redugdes no seu potencial osmotico, que por sua vez, depende
da atividade metabdlica iniciada na Fase | (BEWLEY; BLACK, 1994). Assim,
nesta fase é comum observar pequenas variagdes na aquisicao de agua, o que
nao foi detectado neste trabalho.

Além disso, quando as sementes apresentam dorméncia
fisiologica ou morfofisiologica, a duragdo da fase Il pode ser consideravelmente
prolongada, podendo sustentar um baixo nivel de atividade metabdlica e
permanecer na fase Il por meses ou anos, até a tingir a germinacéo visivel
(BRADFORD, 1995; KIGEL; GALILI, 1995).

Desta forma, eventos metabdlicos que ocorrem durante a
embebicdo de sementes dormentes também podem ocorrer em sementes
germinantes. Assim, taxas respiratorias, perfis de sintese de proteinas, consumo
de ATP e atividade de diversas enzimas do metabolismo sdo bastante similares
em embrides dormentes e ndo dormentes, 0 que sugere que a passagem da
condicdo de dormente para germinante envolve alteracbes “discretas” no
metabolismo embrionario durante a embebig¢do (BEWLEY; BLACK, 1994).

No entanto, somente sementes viaveis nao dormentes
atingem a Fase lll, quando é observada a protrusdo da radicula, o que significa
que todo o processo germinativo ocorreu de modo satisfatério. Deste modo, o fato
de sementes de A. diversifolia e A. purpurea ndo alcancarem a Fase lll, indica a
existéncia de algum outro mecanismo de dorméncia, que n&o esteja relacionado a
aquisicao de agua pelas sementes.

Observa-se, portanto, que embora ocorram relatos de
dorméncia em sementes de anonaceas devido a dureza do tegumento (Pawshe et
al.,1997; Smet et al.,1999), neste experimento pode-se verificar que as sementes
de A. diversifolia e A. purpurea apresentaram aquisicdo de agua e que portanto,
nao € o tegumento o responsavel pela dorméncia das sementes.

Da mesma forma, Esquinca et al. (1997) observaram que
sementes de A. diversifolia escarificadas com lixa e ndo escarificadas, nao
apresentaram diferengas na porcentagem de germinacao, o que confirma que nao

sdo as caracteristicas do tegumento as responsaveis por regular a germinacgao.
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Outros autores, tais como Ferreira et al. (1997) com
sementes de A. squamosa, Ferreira et al. (2006) com sementes de atemodia, Silva
et al. (2007) com sementes de A. crassiflora, Costa (2009) com A. emarginata e
Lobo et al. (2010) com sementes de A. muricata e A. cherimola, também
verificaram que as sementes de anonaceas absorvem agua e portanto, devem
haver outros mecanismos de dorméncia envolvidos com a sementes da Familia

Annonaceae que devem ser avaliados.
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6.2 Experimento 2: Germinagcdao de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de GAs e
GAs:7+ BA

Quanto aos resultados obtidos para porcentagem de
germinacao, verificou-se que as sementes de A. diversifolia e A. purpurea que
foram colocadas para germinar sem embebicao prévia, mantiveram-se dormentes
durante os 30 dias de avaliagdo. Como n&o ocorreu germinagéo estes resultados
nao estado apresentados nas tabelas, pois ndo fizeram parte da analise estatistica.

Na Tabela 1 observa-se que as sementes de A. diversifolia
que embeberam em agua durante os 4 dias ndo germinaram, enquanto sementes
de A. purpurea apresentaram de 1% a 4% de germinagdo quando embebidas em

agua.

Tabela 1. Germinagédo (%) de sementes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentra¢cdes de GA; e

GA4+7 + BA
GERMINACAO (%)
A. diversifolia A. purpurea
mg L’ GA3 GA4.7 + BA GAs;  GAs7+BA
0 0 A* 0A 4,0A 1,0 A
200 51 B 77 A 17,0 B 30,0 A
400 37B 71 A 19,0 B 29,0 A
500 39B 66 A 29,0 A 27.0B
600 35B 60 A 21,0 A 22,0 A
800 32B 59 A 20,0 A 18,0 A
1000 19 B 50 A 20,0 B 25,0 A
Média 30,5B 54,7 A 18,6 B 21,7 A
F 881,01 77,52
Pr>F <0,0001 <0,0001
C.V. 3,84 9,75

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

Quando as sementes de A. diversifolia e A. purpurea
receberam GA; ou GA4.+7 + BA ocorreu germinagcéo, com tendéncia de aumento
da porcentagem de germinacdo com o uso dos reguladores nas menores

concentracdes (Figura 5).



46

Figura 5. Germinagdo (%) de sementes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de GA; e
GA4+7 + BA.

No entanto, ao se comparar os efeitos de GA3z com os de
GA4:7 + BA (Tabela 1), obteve-se que sementes de A. diversifolia e A. purpurea
tratadas com GA4+7 + BA apresentaram maiores porcentagens de germinagéao do
que as que receberam somente GAs3, em todas as concentragdes, exceto quando
se empregou 500 mg L' em sementes de A. purpurea em que a porcentagem
com GAg.7 + BA foi menor e, quando se usou 600 mg L™ e 800 mg L™ e nao se
observou diferencas entre os reguladores.

Em relacéo aos efeitos da aplicacdo do GAs, verifica-se que
sementes tratadas com GA; apresentaram porcentagens de germinagdo que
variaram de 19% a 51% (A. diversifolia) e de 17% a 29% (A. purpurea). Tais
porcentagens, embora baixas por serem menores que 50% (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2000; BRASIL, 2009), representam as altera¢cdes provocadas pelo
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GA3; no metabolismo que resultou na germinacao, uma vez que sem o GA; as
sementes mantiveram-se dormentes.

Quanto as sementes de A. purpurea as porcentagens de
germinacao obtidas com GAs (17% a 29%) sédo proximas a encontrada por
Albornoz et al. (2006) ap6s 9,5 meses de armazenamento das sementes em
temperatura ambiente (17,5%). Os resultados observados com A. diversifolia
diferem dos relatados por Campbel e Popenoe (1968) e Jubes et al. (1975), pois
os autores sugerem que 350 a 500 mg L™ de GA; promoveriam aumento na
porcentagem de germinacéo das sementes de 30 a 80%.

Em contrapartida, Esquinca et al. (1997) ndo obtiveram
diferencas entre a testemunha e uso de GA; em sementes de A. diversifolia e
embora tenham observado 42% de germinagdo com 10> M de GAs em sementes
armazenadas por 18 dias, ndo consideraram o efeito satisfatério. Observaram
ainda que, mesmo com o periodo de armazenamento de seis meses, a dorméncia
ndo foi totalmente superada. Os autores obtiveram 64% de germinagdo com
armazenamento de 51 dias.

Cabe salientar que os valores observados com o uso de GA;
neste trabalho (19 - 51%) sdo menores que os 64% de germinacao obtidos por
Esquinca et al. (1997) apés armazenamento das sementes, porém proximos aos
42% com o uso de GAsz. Gutu (2010), também estudando periodos de
armazenamento de semente de A. diversifolia, verificou que sementes sem
armazenamento ndo germinavam e necessitavam de um periodo de repouso de
aproximadamente sete meses para obter entre 53,3 a 58,8% de germinacgao.

Aléem das condigdbes ambientais dos locais de
desenvolvimento da planta de origem, que poderiam provocar variagdes tanto no
acumulo do ABA na semente, como alterar a sensibilidade ao ABA e as
giberelinas (KIGEL; GALILI, 1995), parece haver algum outro fator que né&o
permite a superagao total da dorméncia, mesmo quando &€ empregado um
promotor como o GA3; ou, quando as sementes permanecem em periodo de pds-
maturacdo considerado adequado a germinacdo, conforme observado por
Esquinca et al. (1997) e Gutu (2010), o que pode indicar baixo vigor das sementes
da espécie (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).
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No entanto, o efeito de GA; para estimular a germinagéo é
relatado em varias anonaceas. Com sementes de A. cherimola pode-se citar
desde os trabalhos de Campbell e Popenoe (1968) aos de Valenzuela e Osorio
(1998) e Smet et al. (1999). Pinto (1976) em trabalho pioneiro com Annona
muricata obteve aumento na porcentagem de germinacao de 75,1% (testemunha)
para 82,0% de germinagcao com 300 mg L™ de GAs. Ha diversos outros trabalhos,
com sementes de A. squamosa (FERREIRA et al., 1999; FERREIRA et al., 2000a;
FERREIRA, et al., 2000b.), de ateméia (FERREIRA et al., 2003; BRAGA et al.,
2010; OLIVEIRA et al., 2010) e Anona purpurea (VIDAL-LEZAMA, 2008), nos
quais o GA3z promoveu efeito satisfatorio.

Ao se avaliar o efeito de GA4+7 + BA em sementes de A.
diversifolia verifica-se que as porcentagens de germinacéo variaram de 50% a
77% com o emprego de concentragcdes de 1000 mg L' a 200 mg L
(respectivamente) (Tabela 1 e Figura 5), enquanto em sementes de A. purpurea
as porcentagens foram de 18% a 30% (800 mg L™ a 200 mg L™). As maiores
porcentagens foram obtidas com o emprego de concentragdes menores conforme
verificado na curva de tendéncia (Figura 5) de ambas as espécies.

Silva et al. (2007), Braga et al. (2010) e Costa et al. (2011)
também obtiveram efeito significativo do uso de misturas de reguladores na
promogdo da germinagdo de sementes de anonaceas. Braga et al. (2010)
obtiveram incremento na porcentagem de germinagcéo de sementes de atemdia,
enquanto Costa et al. (2011), observaram o mesmo efeito em sementes de A.
emarginata. Silva et al. (2007) verificaram efeito de GA4+7 na superagdo da
dorméncia de sementes de A. crassiflora e na germinagdo, uma vez que GAy.7
induziu a sintese de endo-beta-mananase e o crescimento do embrido.

Ao mesmo tempo em que se avalia a porcentagem de
germinacao, deve-se observar outras duas variaveis que séo a porcentagem de
sementes dormentes (Figura 6 e Tabela 2) e de sementes mortas (Figura 7 e
Tabela 3), pois sementes ndo germinadas poderiam estar mortas e, portanto néo
dormentes, o que resultaria em interpretacdo equivocada da porcentagem de

dorméncia.
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Figura 6. Porcentagem de sementes dormentes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GA; e

GA4+7 + BA

Observa-se na Figura 6 que ha tendéncia de redugédo da
porcentagem de sementes dormentes de A. diversifolia, tratadas tanto com GA;3,
como com GA4+7 + BA em concentragbes menores (entre 200 mg L' e 600 mg L
') o que confirma os resultados obtidos com a porcentagem de germinagao.
Observa-se também que GA4+7 + BA proporcionou as menores porcentagens de

sementes dormentes em comparagdo com GAs em cada uma das concentragdes

(Tabela 2).
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Tabela 2. Porcentagem de sementes dormentes de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragbes de GA; e

GA4+7 + BA
SEMENTES DORMENTES (%)
A. diversifolia A. purpurea
mg L™ GAs  GAsuz+BA GA; GA4+7 + BA
0 99 A*’ 94 B 92,0 A 96,0 A
200 43 A 20B 79,0 A 64,0 B
400 47 A 24 B 75,0 A 62,0 B
500 53 A 25B 65,0 A 66,0 A
600 54 A 23B 79,0 A 69,0 B
800 56 A 35B 78,0 A 75,0 A
1000 66 A 47 B 74,0 A 68,0 A
Média 59,71 A 38,29 B 77,43 A 71,43 B
F 44,41 41,31
Pr>F <0,0001 <0,0001
C.V. 15,06 4,22

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

Ao se analisar as sementes mortas de A. diversifolia verifica-
se que GA4+7 + BA reduziu a porcentagem de sementes mortas em relacao a GA3
nas concentracdes de 400 mg L™ e 1000 mg L™ (Figura 7 e Tabela 3). Observa-se
ainda, que apesar de concentracbes elevadas ndo terem sido efetivas para a
superacao da dorméncia (tanto com GA3; como com GA4+7 + BA), ha tendéncia de
reducdo da porcentagem de sementes mortas em concentragdes elevadas de
GA4+7 + BA, porém aumento com o uso de GA; (Figura 7).

Deste modo, o emprego dos reguladores nao afetou
negativamente as sementes de A. diversifolia e, portanto o fato de néo terem
germinado relaciona-se a elevada dorméncia e nédo a taxas de mortalidade das
sementes.

Em relacdo as sementes de A. purpurea, as menores
porcentagens de sementes dormentes foram observadas em concentracdes
menores, conforme indica a curva de tendéncia (Figura 6), com ambos os
reguladores. No entanto, as menores porcentagens de sementes dormentes
foram obtidas com o uso de 200 mg L', 400 mg L™ e 600 mg L™ de GA4.7 + BA
(Tabela 2). Dentre tais concentragdes somente 200 mg L™ e 400 mg L™ de GA4+7

+ BA haviam diferido do uso de GA3; no aumento da porcentagem de germinagao
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Figura 7. Porcentagem de sementes mortas de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GA; e
GA4+7 + BA

Quanto as sementes mortas de A. purpurea verifica-se
tendéncia de maiores porcentagens em concentragcdes intermediarias, tanto com
GA; como com GAs+7 + BA (Figura 7). Além disso, ndo foram observadas
diferencas entre as porcentagens de sementes mortas tratadas com os
reguladores em nenhuma das concentragdes, indicando que a porcentagem de

mortalidade reflete caracteristicas da espécie (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de sementes mortas de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragbes de GA; e

GA4+7 + BA
SEMENTES MORTAS
A. diversifolia A. purpurea
mg L’ GAs  GAsu7+BA GA;  GAsz+BA
0 6 A*' 1B 4,0A 3,0A
200 6 A 3A 40A 6,0 A
400 16 A 5B 6,0 A 9,0A
500 8 A 9A 6,0 A 8,0 A
600 11 A 17 A 7,0A 9,0A
800 12 A 6 A 2,0A 7,0 A
1000 15 A 3B 6,0 Aa 7a
Média 9,86 A 70B 7,0 A 5,0B
F 4,47 1,99
Pr>F 0,0001 0,0460
C.V. 57,19 49,87

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

Resultados satisfatorios na superacdo da dorméncia de
sementes de anonas com o uso de misturas contendo giberelinas e citocinina
também foram observados por Braga et al. (2010) e Costa et al. (2011). Os
autores verificaram que além da superacdo da dorméncia, os reguladores nao
alteraram a porcentagem de mortalidade das sementes, que também foi reduzida,
conforme se observa neste experimento.

No entanto, Costa et al. (2011) necessitaram de
concentracbes mais elevadas para superar a dorméncia de sementes de A.
emarginata, sendo necessarias concentragdes entre 600 mg L' e 800 mg L de
GA4+7 + fenilmetilaminopurina, e no entanto as maiores porcentagens de
germinagao nao ultrapassaram 37%.

Além dos reguladores atuarem no processo germinativo
alterando as porcentagens de germinagao, também afetaram a velocidade (Figura
8 e Tabela 4) na qual o processo ocorreu, assim como o tempo médio (Figura 9 e
Tabela 5) e a frequiéncia (Figuras 10 e 11).

A velocidade de germinagdo das sementes de A. diversifolia
segue 0 mesmo modelo estatistico da porcentagem de germinagdo sendo as

maiores velocidades observadas com as menores concentragbes. Da mesma
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forma, GA4+7 + BA proporcionou as maiores velocidades, em todas as

concentragdes, em relagdo ao uso de GAs (Tabela 4).

Figura 8. indice de Velocidade de Germinagdo de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentragdes de
GA3 e GA4+7 + BA.
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Tabela 4. indice de Velocidade de Germinagdo de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentracdes de
GA3z e GA4+7+ BA

iINDICE DE VELOCIDADE DE GERMINACAO

A. diversifolia A. purpurea
mg L™ GA; GA4+7 + BA GA; GAs.7 + BA
0 0 A*’ 0A 0,24 A 0,05A
200 3,25B 6,09 A 1,00 B 216 A
400 242B 521A 1,17 B 217 A
500 2,76 B 4,71 A 1,69 A 1,76 A
600 252B 3,99 A 1,31B 1,60 A
800 1,91 B 3,89 A 1,19B 1,25 A
1000 0,90 B 3,37 A 1,13 B 1,74 A
Média 1,96 A 3,90 B 1,10 B 1,53 A
F 848,04 220,43
Pr>F <0,0001 <0,0001
C.V. 4,29 6,35

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

O tempo médio necessario para ocorrer a germinacao foi
reduzido com o uso de concentragcdes menores de ambos os reguladores (Figura
9) em sementes de A. diversifolia. Deste modo, quanto maior a velocidade de
germinagao, menor o tempo médio necessario para 0 processo.

No entanto as diferengas entre GAs.7 + BA e GA3; na
reducdo do tempo médio necessario para a germinagédo, foram observadas
somente com 200, 400 e 1000 mg L™ de GA4.7 + BA diferindo de GAs, enquanto a
velocidade do processo foi maior em cada uma das concentragdes de GA4+7 + BA

em relacédo a GA; .(Tabela 5).
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Figura 9. Tempo médio de germinagdo de sementes de A. diversifolia e A.
purpurea submetidas a tratamentos com diferentes concentragcbes de
GAs e GA4+7 + BA.

Verifica-se ainda, no grafico de frequéncia relativa da
germinacéo de A. diversifolia (Figura 10) que com o uso de 200 mg L™ a 600 mg
L™ de GAs a germinagao foi antecipada em relacdo as concentracdes maiores,

ocorrendo de modo mais sincronizado.
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Tabela 5. Tempo médio de germinagdo de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragbes de GA; e

GA4+7+ BA
TEMPO MEDIO DE GERMINACAO
A. diversifolia A. purpurea
mg L™ GA;  GAsu7+BA GA; GA4+7 + BA
0 0 A* 0A 8,62 A 525 A
200 17,99 A 13,16 B 18,72 A 14,54 B
400 16,29 A 14,55 B 16,56 A 13,61 B
500 14,85 A 14,72 A 18,26 A 15,76 A
600 14,42 A 16,42 A 17,51 A 13,74 B
800 18,13 A 15,99 A 18,44 A 15,51 A
1000 22,45 15,94 B 18,94 Aa 14,82 B
Aa
Média 14,86 A 12,93 B 16,72 A 13,31 B
F 117,06 3,5
Pr>F <0,0001 0,001
C.V. 8,38 28,01

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

Quando foi utilizado GAs4+7 + BA verifica-se que além do
aumento da porcentagem de germinacdo, houve maior concentragdo de
sementes germinadas no inicio do periodo, até a concentragcao de 500 mg L™
Concentragbes maiores de GA4.7 + BA além de reduzirem as porcentagens de
germinacao, fizeram com que a as sementes germinassem de maneira dispersa
ao longo do tempo.

As sementes de A. purpurea também germinaram mais
rapido quando tratadas com de GA4+7 + BA, diferindo daquelas que receberam as
concentragdes de GAs. (Tabela 4). As maiores velocidades foram alcangcadas com
0 emprego de concentracbes menores de GA4+7 + BA enquanto a tendéncia para
respostas do uso de GA; foi a obtengdo de maiores velocidades com
concentragdes intermediarias (Figura 8).

Enquanto o uso de GAs:; + BA promoveu as maiores
velocidades de germinagéo, os menores tempos médios foram obtidos com as
concentragdes de 200, 400 e 600, quando comparados com as concentracdes de

GA;. (Tabela 5). Verifica-se ainda tendéncia de que para esta variavel, na medida
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em que aumentou a concentracdo empregada, aumentou o tempo medio, com

posterior redugao nas concentragdes maiores (Figura 9).

100 00
w0 GA; 200 mg £w GAs~BA D mg
g & 360 51 g o n*:gil_m
TG 1784 » by
5 40 7 el Ll
-] Z'_\ E’ D
.E g.. 'S Q '
] ] 0 30 40 50 8a
0 0 20 _DIIEEI 40 50 -] ME
Ll -
- = ™71 m~ e ame
= 854 Gi; 400 mz = & BT EASImE
& an G w= & oae i el 71
= D ., 2 s T ] _
= TMG: 1620 £ ol FaY THG 1855
g T - : | 21 Fon
o a9n J Al Y T o d i -
E e J’ N ‘\. Y E - = Jr _--'I\ a
[ G g ErR——_ W, TR —— == a I E—— ™ S—— ——
o 0 20 i Ll L] &0 [} 0 e '] 42 & &a
DaIE DRiE
ey 00 -
P = H . = rmm
£ =T LA GAL--BAMO mz
= m 4 & oam i3 66
H 4 g @
- g
£ gﬂ 10 i} k1] “ 40 %0 ] se
DRIE ] ] 0 mzw 42 50 80
100 Wo
£ GA, 800 mg z oyl GA,-~BA &0 me
Ey Fal 33 2 ol W&
g1 . THEG: 1442 g TG: 1606
i as 1 o ‘oA N
= | I I - - 1 I ol
iR ] F 2 T s
= I I . s 1 s i o
T sl " ol i = ! . i 1‘_-.--_ . .
] 1] =0 I 1] F 85 5] 1] 1] 20 — L] 55 85
LK i s
210y 2™
£ a4 £ 824
—_ T =
2 &4 = 804
e 4d . - 7 =
[ I T 304 F
a 7 ~ kY _ =4 ri - N
& ad i B e S
] i 0 3 43 L @
0 20 Dﬁiw 4 50 1] DHIE
100 100 1
F o G4, 1000 me F oz, Gl -=BA4 1000 me
s e Yl 19 ey G 30
2 0 TMG: 2245 B po MG 1594
E o I e - E 20 If“\i
- 1 e - ri R [ r LY =
g4 . e . = @ * T -
" i o, 3 &0 55 85 o it =z 3% e £ =
LmiEe e

Figura 10. Frequéncia relativa (%) da germinacado de sementes de A. diversifolia
submetidas a tratamentos com diferentes concentracbes de GAs e
GA4+7 + BA (DAIE = dias ap6s o inicio da embebicao).

Em comparacado com A. diversifolia, verifica-se nos graficos
de frequéncia que as sementes de A. purpurea (Figura 11) comegaram a germinar
mais tarde e de maneira desuniforme ao longo do tempo. Sementes tratadas com
200 mg L' e 400 mg L' GA4z + BA foram as que apresentaram maiores

porcentagens de germinagdo, porém foi com 400 mg L' que houve maior
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do periodo e que inclusive reduziu o tempo
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Os reguladores utilizados nao afetaram a porcentagem de
plantulas normais de A. purpurea. No entanto, em A. diversifolia o estimulo dado a
germinacgao refletiu na porcentagem de pléntulas normais, observando-se maiores
porcentagens com GAs7 + BA em comparacdo com GAs;. nas diferentes

concentracgdes (Figura 12 e Tabela 6)

Figura 12. Porcentagem de plantulas normais de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragcdes de GA; e
GA4+7 + BA
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Tabela 6. Porcentagem de plantulas normais de A. diversifolia e A. purpurea
submetidas a tratamentos com diferentes concentragbes de GA; e

GA4+7 + BA
PLANTAS NORMAIS
A. diversifolia A. purpurea
mg L™ GA; GA4+7 + BA GA;  GAsu7+BA
0 0 A 0A 4,0 A 0,0A
200 34,0B 68,0 A 12,0 A 16,0 A
400 31,0B 63,0 A 15,0 A 15,0 A
500 34,0B 58,0 A 15,0 A 16,0 A
600 30,0 B 41,0 A 16,0 A 70B
800 27,0B 58,0 A 14,0 A 10,0 A
1000 13,0 A 12,0 A 14,0 A 15,0 A
Média 241B 429 A 12,9 A 11,2 A
F 1236,34 2,54
Pr>F <0,0001 0,0114
C.V. 3,79 52,33

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha nao diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade e comparam reguladores em cada espécie.

Ao se analisar de maneira conjunta os resultados obtidos
para as diferentes variaveis do processo germinativo, confirma-se a dorméncia
das sementes de A. diversifolia e A. purpurea. No entanto, a dorméncia ndo esta
relacionada com a impermeabilidade de tegumento (exdgena) conforme relatado
por Pawshe et al. (1997) e Smet et al. (1999) e confirmado no primeiro
experimento deste trabalho. Deste modo, sementes de A. diversifolia e de A.
purpurea apresentam aquisicdo de agua de maneira lenta, mas nao é esta
caracteristica do tegumento que impede a germinacdo, o que também foi
reportado por Perez (1992) e Esquinca et al. (1997) em relagédo as sementes de
A. diversifolia e Albornoz et al. (2006) em relagdo a sementes de A. purpurea.

Desta forma, quando se refere a superacdo de dorméncia
em Familia Annonaceae, se trata de dorméncia endogena, no entanto o tipo de
dorméncia enddgena ainda é motivo de discusséo.

Uma das hipoteses citadas na literatura é a de que a
dorméncia a morfofisiologica, devido a presenca de embrido rudimentar, n&o
diferenciado e de desenvolvimento lento (SANEWSKI, 1991; SMET et al., 1999
referindo-se a citacdo de HAYAT, 1963). Rizzini (1973) e Baskin e Baskin (1998)

confirmam que a dorméncia em anonas é morfofisioldgica, assim como Lobo et al
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(2007) no estudo de A. cherimola e A. muricata. Em contrapartida, Silva et al.
(2007) se referem como dorméncia fisiolégica, quando utilizaram como modelo a
especie A. crassiflora.

Deste modo, para que a dorméncia seja considerada
morfofisiolégica se deve ter a associagdo entre caracteristicas morfolégicas e
fisiolégicas (FERREIRA; BORGHETTI, 2004; SILVA et al, 2007). As
caracteristicas morfologicas estudadas por Esquinca et al. (1997) e Gutu (2010)
com sementes de A. diversifolia, resultam nas informacdes de que néo existe
imaturidade do embrido no momento da dispersdo e que ha diferenciacdo dos
tecidos embrionarios.

Além disso, Esquinca et al. (1997) relatam que foi notéria a
presenca de sistema vascular que recorre de maneira continua tanto os
cotilédones como o eixo embrionario e que ndo ocorreram modificacdes
anatdbmicas durante sete meses de armazenamento das sementes. De maneira
complementar Gutu (2010) verificou que os embrides possuiam cotilédones, eixo
embrionario e radicula diferenciados no momento da dispersdo, embora com
tamanho reduzido (3,28 mm de comprimento por 1,13 mm de largura, em média).
Estas informacbes diferem das observadas por Rizini (1973), no entanto com
outra anonacea, a A. crassiflora, cujas sementes possuiam tecido indiferenciado e
muito pequeno (2 mm) no momento da dispersdo, o que denominou de embrido
imaturo.

Cabe ainda observar que na natureza as sementes de A.
diversifolia sao dispersas no inicio do inverno, momento desfavoravel a
germinacgao. Ao longo dos meses de dorméncia e com a chegada a primavera, as
sementes sao submetidas a sinais ambientais que estimulam a sintese de
giberelinas e redugdo de ABA (KUCERA et al., 2005), de modo a favorecer a
germinacao na época adequada a sobrevivéncia da plantula. Tais informacgdes
sugerem a presenca de dorméncia fisioldgica.

As sementes de A. diversifolia necessitam, portanto, de seis
a oito meses de armazenamento para superar a dorméncia, mesmo
considerando-se que no momento da dispersdo os embrides encontram-se
completos (ESQUINCA et al.,, 1997; GUTU, 2010). Deste modo, os embrides

necessitam retomar o desenvolvimento que foi interrompido por ocasido da
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dispersdo (FERREIRA; BORGHETTI, 2004) e nao de estimulo para que ocorra
diferenciagdo de suas estruturas.

Além disso, apds condi¢des ambientais adequadas ou com
estimulo dado por reguladores aplicados as sementes, os embrides retomam seu
crescimento e as sementes germinam. Isto ndo seria possivel em sementes sem
armazenamento se os embrides estivessem imaturos.

Conforme observado neste experimento, com a aplicagao de
200 mg L™ a 400 mg L™ de GA4.7 + BA n&o ha necessidade de esperar de 6 a 8
meses para que ocorra a superacdo da dorméncia, pois o0s reguladores
promoveram incremento em todo o processo germinativo; desde o aumento na
porcentagem e velocidade de germinagcdo, até a maior sincronizagcdo da
germinacao, o que favorece o manejo das plantas em viveiros de producéo de
mudas.

Em relacdo a A. purpurea nao foram encontrados relatos do
estadio de desenvolvimento do embrido no momento da disperséo das sementes.
No entanto, a literatura reporta elevada dorméncia na espécie, com germinagao
de 17,5% (ALBORNOZ et al., 2006) e mesmo com os reguladores observou-se
neste trabalho que a maior porcentagem de germinacgao foi de 30% com GA4.7 +
BA. O incremento na germinagéo foi de 71,5%, no entanto, a porcentagem de
germinacgao continua sendo baixa.

Desta forma, para A. purpurea sdo necessarios estudos com
o0 objetivo de compreender como as caracteristicas genéticas e de adaptacéo
ambiental afetam o mecanismo de dorméncia. Neste caso, devem-se avaliar tanto
aspectos anatdbmicos do embrido antes e ap6s a dispers&o, além de balanco
hormonal e padrées metabdlicos durante a superagcado da dorméncia.

Em resumo, somente a embebicdo em agua néao foi
suficiente para ativar a sintese de novo de GA e antagonizar os efeitos do ABA.
Desta forma, aplicacbes exdégenas dos reguladores foram necessarias para a
superagao da dorméncia e o estabelecimento do processo germinativo.

Neste contexto, as giberelinas podem ser consideradas
responsaveis tanto pela superacdo da dorméncia como pela promoc¢ao da
germinacao. As giberelinas antagonizam o efeito do ABA durante a dorméncia,

bem como estimulam a sintese de enzimas, como a alfa e beta-amilase, que irdo
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degradar reservas liberando energia para o desenvolvimento do embrido, além
do que também atuam na sintese de mananases responsaveis pela degradacéo
de paredes de células do endosperma que atuardo na reducdo da resisténcia dos
tecidos para facilitar a protrusado da radicula (DAVIS, 1995; YAMAGUCHI et al.,
2001; KUCERA et al., 2005; TAIZ; ZEIGER, 2009; NONOGAKY et al., 2010).

Dentre os reguladores, a mistura GA4:; + BA foi mais
adequada para a superacéo da dorméncia de A.diversifolia e A. purpurea do que
a aplicacédo de a GAs. Ao utilizar o bioestimulante (GAs+7 + BA) ha o efeito
sinergistico das duas giberelinas e da citocinina empregadas, permitindo inclusive
seu uso em menores concentragdes. Assim, tanto GA4s como GA7, que sao ativas,
atuaram na superacao da dorméncia por antagonizar o ABA e na promogéo da
germinacao (YAMAGUCHI et al., 2001; BENTSINK; KOORNNEEF, 2008).

Além disso, houve o efeito associado da citocinina, que
também atua como antagonista ao ABA (WALKER et al, 1989; BEWLEY; BLACK,
1994) e na divisdo celular, mesmo antes da protrusdo da radicula, conforme
observado por Silva et al. (2007) em sementes de A. crassiflora, indica que
durante a protrusdo nao ocorre apenas alongamento celular. Efeitos de citocinina
na germinagao estdo de acordo com Horcat e Letham (1990) e Crozier et al.
(2001).

Cabe acrescentar, no entanto, que mesmo com o aumento
da germinacéo promovido por GAs+7 + BA, concentragdes elevadas reduziram a
porcentagem de germinacgao, o que pode estar relacionado com o autocontrole da
biossintese da giberelinas (TAIZ; ZEIGER, 2009; NONOGAKI et al., 2010). Assim,
com a adicado de concentracdes elevadas de giberelinas, ao contrario de inibir a
acdao do ABA na redugdo da dorméncia e estimular a sintese de enzimas
hidroliticas e/ou a sintese de novo de GA, pode ter atuado controlando a
concentragcéo enddgena, o que resultou em reducgao do efeito.

Os resultados demonstram a importancia dos reguladores na
superacdo da dorméncia de sementes de A. diversifolia e A. purpurea. Neste
contexto cabe avaliar como as aplicagdes exdgenas dos promotores provocaram
alteragdes no balanco hormonal e ainda atuaram na degradacgao de reservas para

superar a dorméncia.
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6.3 Experimento 3: Balangco hormonal e degradacao de reservas em
sementes de Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal

submetidas a tratamentos para superagao da dorméncia

Nas sementes dormentes de A.diversifolia e A. purpurea
sem embebicdo prévia (Seca) ou embebidas em &gua (Agua), ndo foram
verificadas alteragdes nas concentracdes de ABA (Acido abscisico) ao longo do
tempo (Figura 13), mas tendéncia a pequenas altera¢gdes no conteudo de GA

(Giberelinas), conforme Figura 14.

Figura 13. Concentragcbes de acido abscisico (ABA) em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.
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Em contrapartida sementes que receberam GA4.; + BA

apresentaram grandes variagdes no conteudo de ABA e GA durante o periodo de

avaliacao do processo (Figuras 13 e 14).

Figura 14. Concentracbes de giberelinas (GA) em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sesse ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicéo prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e

embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.

Com a aplicagao de GA4+7 + BA obteve-se tendéncia de

aumento da quantidade do GA enddgeno nas sementes de ambas as espécies,
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desde o inicio da embebicdo até 10 dias, o que coincidiu com o inicio da emiss&o
de radicula (1 mm). A partir desta avaliacao a quantidade foi diminuida. Cabe
observar que as sementes de A. diversifolia possuiam maiores quantidades de
GA, do que as de A. purpurea, principalmente ap6s o tratamento com GA4.7 + BA.
Ao contrario do observado com o conteudo de GA, que
aumentou ao longo do tempo com a aplicagdo de GA4+7 + BA, a quantidade de
ABA foi reduzida. A partir de 2 dias de embebicdo nos reguladores, houve
tendéncia de redugéo constante na quantidade de ABA até o final das avaliagbes
(15 dias ap6s o inicio da embebicéo), tanto nas sementes de A. diversifolia como
A. purpurea. As sementes de A. purpurea apresentaram maiores quantidades de
ABA, ao longo do tempo, do que as de A. diversifolia mesmo ap6s receberem os
tratamentos com os reguladores.
A literatura descreve o ABA como responsavel tanto pela
indugdo como pela manutencdo das sementes em dorméncia. Neste caso, é
durante os estadios finais da maturagdo das sementes que o ABA se acumula
estabelecendo a dorméncia primaria (BEWLEY; BLACK, 1994; NAMBARA,;
MARION-POLL, 2003; GUBLER et al., 2005; BENTSIN; KOORNNEEF, 2008).
Estas observagbes levam ao entendimento de que a
quantidade inicial de ABA encontrada nas sementes de A. purpurea e A.
diversifolia foi, portanto acumulada nos estadios finais da maturacédo e é
caracteristica genética das espécies. Além disso, conforme citado por Kigel e
Galili (1995), depende em parte do ambiente no qual as sementes foram
desenvolvidas. Observa-se ainda, que tais quantidades foram suficientes tanto
para o estabelecimento como a manutengdo da dorméncia, uma vez que durante
todo o periodo do estudo ndo se observou variagdes no conteudo de ABA.
Ressalta-se também que ndo € s6 a redugcéo do ABA que
significaria a superagédo da dorméncia, mas mudangas na sensibilidade ao ABA e
o0 aumento de promotores como giberelinas e citocininas uma vez que sementes
sem habilidade em produzir GA ndo germinam (YAMAGUCHI, 2008; NONOGAKY
et al., 2010). Deste modo, somente com a alteragdo do balan¢co hormonal
provocada pela aplicagdo dos promotores € que a superagdo da dorméncia foi

possivel.
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Outro aspecto a ser avaliado € que durante a embebicao
(Fase | da germinacgéo) poderia ter havido aumento da sintese de ABA para a
manutencdo da dorméncia, conforme proposto por Garello et al. (2000), porém
esse aumento nao foi observado. Em contrapartida, Perez-Flores et al. (2003)
relatam que sementes dormentes em embebicado mantém a elevada concentragao
de ABA, pois este reprime a expressdo do gen da GA20-ox, impedindo a
formacgao de GA.

Desta forma, a manutencdo da dorméncia verificada nas
sementes cuja concentragdo de ABA se manteve elevada, pode ser
compreendida pela acédo do ABA, que inibe a sintese de GA, conforme relatos de
Finkelstein et al. (2002) e Perez-Flores et al. (2003). Além disso, o ABA atua na
inibicdo da expressdo de genes envolvidos na mobilizagcdo de reservas como
amilases e proteinases, cuja sintese é promovida por giberelinas (BARDUCHE et
al., 1999; PRITCHARD et al, 2002).

Ao se analisar o efeito dos reguladores, verifica-se que a
aplicacao do bioestimulante GA4.7 + BA foi responsavel pela alteragéo no balanco
hormonal que resultou na superagao da dorméncia e na ativacdo do metabolismo
que levou a germinacdo de sementes de A. diversifolia e A. purpurea. Desde o
inicio da embebicdo das sementes nos reguladores foi possivel verificar o
aumento de GAs e a redugédo do ABA.

Para a superacdo da dorméncia, GAs bloqueiam a
expressao de genes repressores da germinacéo (RGL2, SPY) e/ou promovem a
degradacdo dos respectivos produtos (MRNAs e proteinas), aumentando a
possibilidade de germinagdo (PENG; HARBERD, 2002). Cabe acrescentar que
tratamentos para superagao da dorméncia provocam mudangas no catabolismo
do ABA, resultando em reducao do conteudo de ABA no embrido e um aumento
na quantidade de ABA em formas inativas, o que é crucial para superar a
dorméncia (KUSHIRO et al, 2004; GUBLER et al., 2005).

Com a redugéo do conteudo de ABA nas sementes, também
diminui a sensibilidade a este inibidor e aumenta a sensibilidade as giberelinas,
mediando uma alteragdo entre sementes dormentes e ndo dormentes (GUBLER

et al. 2005). Além do que, com a reduc¢ao do conteudo de ABA os repressores da
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sintese de GA desaparecem, bem como, os repressores da sintese de enzimas
hidroliticas (PEREZ-FLORES et al., 2003).

Ao mesmo tempo em que bloqueiam genes repressores da
germinacao, GAs sintetizadas de novo iniciam sinais por meio de fatores de
sinalizacdo (GCR1, SLY, CTS) que, por sua vez, promovem a sintese de enzimas
hidroliticas que atuam na modificagdo da parede celular, enfraquecem o
tegumento e facilitam a protrusdo da radicula (PENG; HARBERD, 2002) bem
como, de enzimas relacionadas a degradacédo e mobilizagao de reservas, para o
desenvolvimento do embrido (PRITCHARD et al, 2002).

Deste modo, com a aplicagao de GAs exdgenas, acredita-se
que devem ter desaparecido diversos transcriptos inibidores, como o RGL2 e ao
mesmo tempo aparecido genes ativados por GA, como CTS que atuam na
repressao da dorméncia e promocgéo da germinagéo, conforme relatado por Peng
e Harberd (2002).

Assim, na medida em que foram acrescentados GA4.+7 + BA
as sementes, sugere-se que houve o silenciamento de genes relacionados a
manutencdo da dorméncia, em funcdo da acédo das giberelinas, conforme
proposto por Barduche et al. (1999), Peng e Harberd (2002).

Cabe salientar que com o uso do bioestimulante deve-se
considerar o efeito sinérgistico dos reguladores. Assim, a citocinina age de modo
similar as GAs para antagonizar o efeito do ABA na superagdo da dorméncia e,
ao mesmo tempo, atua na germinagao promovendo a divisdo celular (BEWLEY;
BLACK, 1994). As GAs atuam no alongamento celular e as citocininas na divisao
celular, o que resulta no desenvolvimento do embrido e consequentemente na
protrusdo da radicula, completando-se a germinagédo (NONOGAKI et al., 2010).

O aumento gradativo da quantidade de GA até os 10 dias
apos o inicio da embebicéo sugere que GA4+7 + BA tenha estimulado a sintese de
novo de giberelinas. Como a redugao ocorreu entre 10 e 15 dias, pode-se supor
que tenha sido utilizado no alongamento celular, o que resultou no aumento do
tamanho da radicula.

Dentre os efeitos das GAs na germinacao ja relatados por
Bewley e Black (1994), Peng e Harberd (2002), cita-se seu papel para a produgao

de enzimas hidroliticas, como a endo- B- mananase, que degrada mananos da
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parede celular. Tonini et al. (2006) relatam que esta enzima é formada em reposta
ao GA proveniente da radicula ou da aplicagdo exodgena, conforme observado em
estudos com mutantes deficientes em GA, com a funcdo de degradar parede
celular do endosperma que circunda a radicula e facilitar a protrusao da raiz.

Embora a mobilizacdo de reservas seja considerada um
evento pds-germinativo, no qual compostos mais simples sao transportados do
endosperma ou cotilédones para o crescimento das plantulas, em algumas
espécies parte deste processo ocorre antes da protrusao da radicula. (NIELSEN;
LIENER, 1984; KIGEL; GALILI, 1995). Neste experimento nao foi estudado o
papel dos reguladores na degradacéo de reservas de parede celular, no entanto,
nao se pode descartar a possibilidade de sua ocorréncia, de modo aditivo aos
efeitos hormonais, da mesma forma que relatado por Silva et al. (2007) em
sementes de A. crassiflora.

Além de atuarem na degradagdo de parede celular do
endosperma, giberelinas e outros promotores como citocininas estdo envolvidos
no controle da sintese ou ativagdo de enzimas como lipases, proteinases,
fosfatases e hidrolases. Tais enzimas serdo responsaveis pela degradacédo das
reservas e manutencao do metabolismo do embrido até o estabelecimento da
plantula (BEWLEY; BLACK, 1994; ARTECA, 1995; KAUR et al., 1998).

Deste modo, durante a germinacdo as reservas sao
hidrolisadas e mobilizadas para o crescimento do embrido (KUCERA et al., 2005).
Lipideos e carboidratos sdo usados como fonte de energia (PRITCHARD et al.,
2002; SUBEDI; BHATTARAI, 2003) e proteinas para fornecer aminoacidos para
formacao de novos tecidos (RAMAKRISHNA, 2007).

Em relacdo as proteinas, verifica-se que embora a
degradacdo seja considerada um evento pds-germinativo, relacionado ao
crescimento e desenvolvimento da plantula (DAVIES; SLACK, 1981;
RAMAKRISHNA; RAO, 2005), neste experimento a degradacado foi observada
desde os primeiros dias quando as sementes foram embebidas em GA4.7 + BA,
conforme pode ser observado nas Figuras 15, 16, 17, 18 e Tabelas 7, 8, 9, 10.

Durante a germinagdo, que € iniciada com a ativacado do
metabolismo na embebicdo das sementes, as reservas de proteinas comecaram

a ser degradadas por proteases com o objetivo de converter proteinas insoluveis
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em peptideos soluveis e aminoacidos livres, conforme proposto por Ramakrishna
e Rao (2005). No entanto, cabe observar que esta degradacdo somente ocorreu
quando as sementes foram tratadas com GA4.7 + BA. Neste caso, ocorreu
tendéncia a diminuigdes nas quantidades das diferentes proteinas (albuminas,
globulinas, prolaminas e glutelinas) ao longo do tempo, em ambas as espécies.

Em sementes de A. diversifolia e de A. purpurea que
receberam os reguladores, ocorreu constante degradagcédo de albuminas (Figura
15 e Tabela 7), diferindo das sementes dormentes (secas e embebidas em agua)
a partir de 5 dias (120 h) até os 15 dias quando a radicula ja apresentava 1 cm de
comprimento. Suda e Giorgini (2000) observaram degradacao de albuminas entre
60 e 84 horas, o que consideraram inicio da germinagdo e neste trabalho a
degradagao foi observada em todo o periodo, durante os 15 dias (360 horas).

Embora sejam observadas variacbes entre espécies
conforme relatado por Al-Helal (1996), tanto Suda e Giorgini (2000) com
sementes de Euphorbia heterophylla como neste trabalho, a degradac&o de
proteinas teve inicio com a embebigdo. A diferenca é que sementes de A.
diversifolia e de A. purpurea necessitaram de aplicacédo exdgena de reguladores
vegetais para superar a dorméncia e dar inicio a degradacédo. Outros autores
como Ramakrishna e Rao (2006) também observaram degradacéo de proteinas
no inicio da embebigdo de sementes de Dolichos lablab L. vr. Lignosus.

Alem de diferengas na degradagao de albuminas entre as
espéecies, a quantidade observada em cada espécie também foi diferente, sendo
que as sementes de A.diversifolia secas (tempo 0) apresentavam 9668,32 ug g~ e
foram reduzidas a 2347,32 ug g de albuminas aos 15dias ap6s o inicio da
embebicdo com os reguladores e nas de A. purpurea a quantidade inicial era de
19632,39 ug g’ e atingiu 6368,54 pg g”' no final do periodo, também com os

reguladores.
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Figura 15. Variagbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebigao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.

Ao se observar conjuntamente a degradacdo de albumina
com a de globulina nas sementes tratadas com os reguladores, verificam-se
padroes distintos. Em A. diversifolia, a degradagdo de albumina foi menor no
inicio das avaliagdes (entre 0 e 2 dias) e alcangou seu maximo em estadios mais

tardios da germinacgéo.
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Tabela 7.Variagbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebic&o prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias

ALBUMINA (g g™)
A. diversifolia

Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 9668,32 * 9668,32 9668,32
2 9296,91 A 7633,97 A 9580,88 A
5 7179,23 A 7077, 72 A 3849,83 A
10 8130,63 A 8039,65 A 2862,95 B
15 7106,46 B 8162,07 A 2347,32 C
Média 7928,30 A 7728,40 A 4660,20 B
F 6,86
Pr>F <0,0001
C.V. 23,59
A. purpurea
Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 19632,39 19632,39 19632,39
2 17937,53 A 16245,77 A 17125,66 A
5 18030,44 A 18324,79 A 16049,66 B
10 16086,55 A 16946,46 A 9410,38 A
15 15102,27 A 14420,38 A 6368,54 B
Média 16789,20 A 16484,40 A 12238,60 B
F 7,52
Pr>F <0,0001
C.V. 15,21

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo as globulinas, a degradagéo ocorreu de maneira
mais acentuada desde o inicio da embebicdo (Figura 16, Tabela 8). Nas
sementes de A. purpurea albuminas e globulinas também iniciaram a degradacao
mais tarde sendo continuamente degradadas.

O mesmo foi observado por Ramakrishna (2007) durante a
germinacao de sementes de Dolichos lablab L. vr. Lignosus cujas fracdes de
albuminas e globulinas também foram degradadas de maneiras distintas.
Globulinas foram degradadas continuamente a partir do inicio da embebicao,
enquanto as albuminas foram menos degradadas nos estadios iniciais da

germinacao e atingiram seu maximo em estadios tardios.
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Figura 16. Variagbes no conteudo de globulinas em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebigado prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.

Schlereth et al. (2000) verificaram que ap6s 24 h de
embebicdo de sementes de Vicia sativa L., quando ocorreu a emissao da
radicula, a maior parte da globulina do eixo embrionario ja havia sido degradada,
enquanto a degradacg&o dos cotilédones ainda ndo havia sido detectada. Neste
caso, a degradagao também ocorreu antes da emissao da radicula, no entanto, a

reserva usada inicialmente foi do embrido. Em relagdo as anonas em estudo, se
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observou degradagdo das proteinas do endosperma, desde o inicio da

embebigcédo, mas o embrido nao foi avaliado.

Tabela 8. Variagcbes no conteudo de albumina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias

GLOBULINA (ug g™)
A. diversifolia
Dias Seca Agua GA47 + BA
0 9197,99 *' 9197,99 9197,99
2 8213,51 A 7233,78 A 7336,52 A
5 8818,30 A 7714,38 AB 6474,77 B
10 8647,81 A 8288,72 A 5471,11 B
15 8369,66 A 791411 A 3929,01 A
Média 8512,30 A 7787,70 A 5802,90 B
F 2,79
Pr>F 0,0172
C.V. 20,33
A. purpurea
Dias Seca Agua GA47+ BA
0 9204,31 9204,31 9204,31
2 9936,10 £ 2253,56  9472,33 +1746,15  8819,09 + 230,69
5 8976,96 + 132,32 8793,71+ 668,69 854365+ 72,52
10 10375,19+ 780,80 9666,23 + 346,57 7809,18+ 179,13
15 0282,93 + 888,97 8262,80+ 271,64 446152+ 232,94
Média 9936,09+ 364,43 9472,33+ 371,70 8819,09 + 1160,63
F -
Pr>F -
C.V. -

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Prolaminas e glutelinas foram também degradadas ao longo
do tempo em ambas as espécies, em fungcédo da aplicacdo de GA4.+7 + BA, no
entanto, tais proteinas apresentaram concentra¢cdes bem menores (Figuras 17, 18
e Tabelas 9, 10, respectivamente). Suda e Giorgini (2000) observaram que
glutelinas também foram degradadas desde o inicio da embebi¢do de sementes
de Euphorbia heterophylla, no entanto, os autores verificaram pequenas
concentragbes de prolaminas nas sementes e nestas, ndo detectaram variagdes

na concentragao.
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Figura 17. Variagcbes no conteudo de prolaminas em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebigado prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.

Ao se analisar a degradacédo do conjunto de proteinas em
funcdo do tratamento com GAs+7 + BA, se confirma a acdo dos reguladores
vegetais, no aumento da sintese de enzimas hidroliticas, com consequente
fornecimento de aminoacidos e energia para sustentar o desenvolvimento do
embrido (BEWLEY; BLACK, 1994; NANDI et al, 1995; BEWLEY,
1997;BRADFORD et al.,, 2000; MUNTZ et al.,, 2001; RAMAKRISHNA; RAO,
2005a).
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Tabela 9. Variagbes no conteudo de prolamina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sesse ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebicao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e

embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias

PROLAMINA (ug g”)

A. diversifolia

Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 167,50 *' 167,50 167,50
2 132,01 £ 0,64 158,65+ 559 147,38+ 1,52
5 134,83 £ 5,04 164,62 + 11,18 132,81+ 5,85
10 146,26 *+ 2,68 151,97 £45,02 117,40 £ 14,71
15 145,87 £ 4,72 148,69+ 7,17 89,46 + 16,41

Média 139,74 + 3,70 15598+ 3,55 121,76 + 12,38
F -

Pr>F -

C.V. -

A. purpurea

Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 101,36 101,36 101,36
2 76,72 £ 0,17 102,49+ 527 119,10 £ 21,20
5 128,60 + 4,99 96,78 + 5,63 65,66 + 2,40
10 142,32 + 0,65 105,35 + 19,16 88,76 + 24,33
15 96,95 + 3,08 82,06+ 7,43 76,14 + 20,58

Média 111,15 £ 17,20 96,67 + 2,45 87,41 £ 13,36
F -

Pr>F -

C.V. -

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Segundo Muntz et al. (2001), Ramakrishna e Rao (2005b) a
mobilizacdo de reservas de proteinas durante a germinagdo € iniciada por
endoproteases que convertem proteinas insoluveis armazenadas em peptideos
soluveis que podem ser hidrolisados em aminoacidos por exopeptidases.

Deste modo, os reguladores aplicados além de atuarem na
superacdo da dorméncia, ainda estimularam a degradagdo de proteinas,
liberando aminoacidos para o desenvolvimento do embrido (PRITCHARD et al.,
2002). Da mesma forma que verificado neste experimento, a redugéo do conteudo
de proteinas de reserva durante a germinagdo de sementes quiescentes foi
também observada em sementes de Macrotyloma uniflorum (KARUNAGARAN;
RAO, 1990) e Lupinus albus (NANDI et al, 1995).
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Figura 18. Variagbes no conteudo de glutelina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebigao prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4+7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.

Em contrapartida as sementes dormentes, que foram
previamente embebidas em agua ou ndo, antes de serem colocadas para
germinar, mantiveram o metabolismo reduzido, cujas variagbes nao foram
suficientes para sustentar o processo germinativo. Desta forma, confirma-se o fato
de que sementes dormentes podem sustentar baixo nivel de atividade metabdlica
durante a embebicao e Fase Il, no entanto, ndo atingem a Fase Il da germinagéo
(BEWLEY; BLACK, 1994; KIGEL; GALILI, 1995; CARVALHO; NAKAGAWA,
2000).
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Tabela 10. Variagbes no conteudo de glutelina em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebic&o prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias

GLUTELINA (ug g*)
A. diversifolia
Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 216,15 *' 216,15 216,15
2 172,72 A 130,82 B 157,76 AB
5 201,19 A 156,91 A 159,94 A
10 209,65 A 216,87 A 136,56 A
15 158,43 AB 204,88 A 112,20 B
Média 185,00 A 177,37 AB 141,62 B
F 2,22
Pr>F 0,0493
C.V. 23,26
A. purpurea
Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 125,82 125,82 125,82
2 132,22 A 114,99 A 133,22 A
5 131,47 A 107,39 B 112,10 B
10 105,19 AB 120,41 A 61,45B
15 102,24 A 97,98 A 58,61 A
Média 117,73 A 110,19 AB 91,34 B
F 4,41
Pr>F 0,0012
C.V. 19,14

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Cabe salientar que além de proteinas, a mobilizacdo de
outros componentes de reserva como acgucares e lipideos também foram
observados em fungdo da aplicagdo de reguladores para superagdo da
dorméncia.

Em relacdo a degradacdo de acgucares soluveis totais,
observou-se que em sementes dormentes de A. diversifolia ndo ocorreram
variagdes no conteudo de acucar, ao longo do tempo, que resultassem em
liberacdo de energia necessaria para a germinagdo. Este fato foi verificado
independente das sementes terem permanecido embebidas previamente em agua
ou néao (Figura 19 e Tabela 11).
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Figura 19. Variagbes no conteudo de Agucares Soluveis Totais em sementes de
Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal,
colocadas para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas
em agua (Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10
e 15 dias.

Da mesma forma, sementes dormentes de A. purpurea,
previamente embebidas em agua ou ndo, também apresentaram pequena
reducdo no conteudo de acgucar, portanto, o metabolismo ndo é incrementado,
havendo necessidade da aplicagcdo exdgena de reguladores para alterar o
balango hormonal e estimular a degradacéo.

Para que reservas de amido sejam degradadas, e possam

ser utilizadas no metabolismo, had necessidade de serem desmembradas em
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estruturas menores, e neste processo destacam-se as enzimas alfa-amilase,
beta-amilase e amido fosforilase. Destas, a alfa-amilase é a Unica que ataca
diretamente os granulos de amido, o que a caracteriza como a primeira enzima do
processo de degradacado de amido (BUCKERIDGE et al., 2004). No entanto, os
autores afirmam que as alfa-amilases nao estdo presentes em sementes
dormentes e quiescentes de cereais, sendo necessario que sejam sintetizadas de

novo durante a germinagao.

Tabela. 11. Variagées no conteudo de Acucares Soluveis Totais em sementes de
Annona diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal,
colocadas para germinar sem embebicdo prévia (Seca), embebidas
em agua (Agua) e embebidas em GA4:7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10
e 15 dias

ACUCARES SOLUVEIS TOTAIS (mg g™)
A. diversifolia

Dias Seca Agua GA47 + BA
0 36,80 * 36,80 36,80
2 35,83 A 37,48 A 40,38 A
5 32,89 A 33,91 A 26,47 B
10 32,79 A 31,82 A 245B
15 27,14 A 28,47 A 2,02 B

Média 32,16 A 32,92 A 17,83 B
F 21,47

Pr>F <0,0001

C.V. 16,96

A. purpurea

Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 33,89 33,89 33,89
2 34,96 A 26,28 A 20,58 A
5 21,78 A 21,25 A 15,79 B
10 20,52 A 21,82 A 2,27 B
15 20,63 A 21,69 A 1,89 B

Média 2447 A 22,76 A 10,13 B
F 10,95

Pr>F <0,0001

C.V. 25,11

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

Para a inducdo da sintese de alfa-amilase é necessaria a
presenca de giberelinas, que em cereais sao produzidas pelo eixo embrionario e

se difundem até o escutelo e camada de aleurona onde atuam como ativador
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primario numa cascata de sinais que resulta com um fator de transcricdo (o
GAMyb) e a expressdo génica de enzimas amiloliticas (JACOBSEN; BEACH,
1985; UEGUCHI-TANAKA et al., 2000; TAIZ; ZEIGER, 2009).

Desta forma, sementes embebidas em agua ou que foram
colocadas para germinar sem embebicdo prévia, ndo ativaram a sintese de
giberelinas, como ocorreria em sementes quiescentes em embebigcdo e,
consequentemente nao houve estimulo para sintese de alfa-amilase.

Neste caso, o ABA apresenta importante papel, tanto para a
manutengdo da dorméncia por inibir a sintese de GA (FINKELSTEIN et al., 2002;
PEREZ-FLORES et al., 2003) como inibindo a sintese de novo de alfa amilase a
nivel de transcricdo génica (BARDUCHE et al., 1999; PRITCHARD et al., 2002;
KUCERA et al., 2005). Além do que, Zentella et al. (2002) a partir de estudos com
cevada, relatam que o ABA pode afetar a estabilidade dos mRNA de alfa amilase,
e consequentemente reduzir a producdo da enzima. Assim, ABA bloqueia a
cascata de sinais ativada por GA, antes da formagéo do fator de transcrigéo
GAMyb, por meio de uma proteina quinase que € induzida por ABA a PKABA1.

Deste modo, os resultados sugerem que estes podem ter
sido os mecanismos de controle provocados pelo ABA. No entanto, considerando
que a alfa amilase tenha que ser produzida pela sintese de novo durante a
germinagcdo e que sua inducdo depende da disponibilidade de giberelinas
(KUCERA et al., 2005; NONOGAKY et al., 2010), o efeito somente foi observado
com a aplicagao exégena destas.

Quando GAs+7 + BA foi aplicado as sementes de A.
diversifolia e de A. purpurea, além dos efeitos provocados pelas giberelinas
associadas a citocinina na superagéo da dorméncia (PENG; HARBERD, 2002;
KUSHIRO, 2004; GUBLER et al., 2005) foi possivel verificar a agdo também na
reducdo dos teores de acucares totais desde o inicio da embebicdo, com
diferencas significativas entre as sementes secas (sem embebicdo prévia) e as
que foram embebidas em agua (Agua), Tabela 11, o que é resultado do aumento
das atividades metabdlicas. Subedi e Bhattarai (2003) relatam elevada sintese de
alfa amilase e degradagao de amido desde as primeiras horas de embebicao de

sementes de Zea mays L. var. Arun-2 em giberelina (GA3).
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Além das giberelinas estimulando a sintese de alfa amilase
para a degradagédo de amido, deve-se relatar o efeito da citocinina, que além de
estarem relacionadas com a atividade amilolitica e proteolitica (BEWLEY; BLACK,
1994; KUCERA et al., 2005), atuam na divisao celular (KUCERA et al., 2005;
NONOGAKY et al., 2010).

Da mesma forma, observam-se na Figura19 e Tabela 11 que
sementes de A. purpurea tratadas com GA;.7 + BA também apresentaram
reducdo na quantidade de acucares totais ao longo do tempo, assim como A.
diversifolia, comprovando que 0s agucares sao 0s substratos iniciais para a
respiragdo, a fim de garantir a continuidade do metabolismo que resultara na
germinagao.

Verifica-se, portanto, que a redugao dos agucares soluveis
totais € cada vez maior na medida em que mais energia € necessaria para
sustentar o desenvolvimento do embrido, o que resulta em 1 cm de radicula apés
15 dias do inicio da embebigdo e reduzidos teores de agucares soluveis totais
(Figura 19 e Tabela 11).

Comparando-se as espécies tratadas com os reguladores,
os dados revelam que as sementes de A. purpurea além de terem menor
quantidade inicial de acgucares, apresentam degradagdo mais rapida desde o
inicio da embebicdo. No entanto, ambas as espécies apresentam teores muito
proximos de agucares no momento da emissao da radicula.

Cabe observar que as principais reservas encontradas no
endosperma de sementes de anonaceas sao predominantemente de proteinas e
lipideos, seguidas de amido. Galastri (2008) detectou a partir de testes
histoquimicos maior presenca de proteinas e lipideos em sementes de Duguetia
furfuraceae e Xylopia emarginata e além destas reservas, ainda amido em
sementes de A. dioica. De maneira semelhante, Corsato (2010) observou que
células do endosperma de A. emarginata apresentam maiores quantidades de
lipideos e proteinas que amido.

Deste modo, a rapida redugcédo no conteudo de acgucares
soluveis totais pode estar relacionada com a pequena quantidade de amido
relatada para as anonaceas e ao mesmo tempo, a necessidade de uso imediato

deste tipo de reserva, pois 0s agucares s&0 as reservas mais prontamente
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disponiveis para uso imediato pelo embrido em desenvolvimento (BUCKERIDGE
et al.,, 2004; TAIZ; ZEIGER, 2009). Desta forma, tanto o amido foi degradado e
prontamente utilizado, como outras possiveis reservas pré-existentes, como
sacarose em funcao da aplicagédo dos reguladores.

Da mesma forma que observado com reservas de proteinas
e agucares, reservas lipidicas também foram degradadas em fungéo da aplicagéo

dos reguladores, conforme se verifica na Figura 20 e Tabela 12.

Figura 20. Variagbes no conteudo de Lipideos em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas para
germinar sem embebigado prévia (Seca), embebidas em agua (Agua) e
embebidas em GA4.+7 + BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15 dias.
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Sementes de A. diversifolia e A. purpurea cuja dorméncia foi
superada com GA4+7 + BA apresentaram redugéo no conteudo de lipideos logo no
inicio da embebi¢cdo, que se seguiu de maneira constante, evidenciando-se a
partir dos 10 dias, com diferencas entre os tratamentos para sementes de A.
purpurea e aos 15 dias para sementes de A.diversifolia, quando foi observado o

desenvolvimento da radicula (Tabela 12).

Tabela. 12. Variagdes no conteudo de Lipideos em sementes de Annona
diversifolia Saff. e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal, colocadas
para germinar sem embebic&do prévia (Seca), embebidas em agua
(Agua) e embebidas em GA4.7 +BA, avaliadas aos 0, 2, 5, 10 e 15

dias
LIPIDEOS (mg g*)
A. diversifolia
Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 474,66 *' 474,66 474,66
2 357,24 A 345,76 A 326,55 A
5 318,67 A 286,35 A 261,06 A
10 318,56 A 306,19 A 242,28 A
15 309,51 A 335,08 A 206,92 B
Média 326,00 A 318,34 A 259,20 B
F 1,61
Pr>F 0,1588
C.V. 20,18
A. purpurea
Dias Seca Agua GA4.7 + BA
0 445,01 445,01 445,01
2 335,77 A 380,80 A 304,38 A
5 320,62 A 354,37 A 265,58 A
10 311,29 A 345,36 A 255,59 B
15 331,40 A 330,50 A 246,66 B
Média 324,76 A 352,76 A 268,05 B
F 3,72
Pr>F 0,0035
C.V. 16,63

*1. Médias seguidas da mesma letra na linha ndo diferem entre si pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

No entanto, sementes dormentes apresentaram pequenas
reducdes no conteudo de lipideos, demonstrando atividade metabdlica na Fase Il

da germinacédo, conforme relatos de Bewley e Black (1994), Carvalho e
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Nakagawa (2000). Porém, devido a necessidade de superagédo da dorméncia para
posterior germinacao, as sementes mantiveram-se com atividade metabdlica, mas
sem completar a germinagdo, devido a elevadas concentracbes de ABA
impedindo o processo (PEREZ-FLORES et al., 2003; ALI-RACHED et al., 2004,
GUBLER et al., 2005).

Desta maneira, Pritchard et al. (2002) relatam que o ABA
relaciona-se a manutengado da dorméncia, conforme ja citado, porém, o ABA nao
interfere diretamente na mobilizacdo de lipideos, que é considerado ABA-
independente. Os autores observaram mobilizacdo de lipideos na presenca de
ABA, diferente do que ocorre com proteinas e agucares, quando ha completa
inibicdo com a aplicacéo exdgena de ABA.

Apds a superacgado da dorméncia com a aplicacéo de GA4+7 +
BA, portanto, houve incremento na degradacgao de lipideos, no entanto, a redug¢ao
na quantidade de lipideos ocorreu de maneira mais lenta que as demais reservas
estudadas (agucares e proteinas). Este resultado pode ser explicado pelo fato de
que deste tipo de reserva é comumente degradada com maior intensidade em
pds-germinagao, conforme relatos de Buckeridge et al. (2004), Penfield et al.
(2005).

Desta forma, a degradacdo de lipideos em periodos pds-
germinativos € uma maneira de continuar o fornecimento de sacarose para o
estabelecimento das plantulas e ndo mais para estimular o inicio da germinagéo.
Assim, a partir da ativagdo da sintese de lipases os triglicerideos foram
hidrolisados e tanto glicerol como acidos graxos livres foram utilizados para a
sintese de sacarose (SUDA; GIORGINI, 2000). Desta forma, este processo
ocorreu de maneira lenta, pois a sacarose seria empregada principalmente a
partir dos 15 dias do inicio da embebi¢cédo, quando as sementes apresentavam 1
cm de radicula e portanto, em pés-germinacao.

Em contrapartida, em sementes de A. purpurea tratadas com
os reguladores a redugao dos niveis de lipideos ja era mais evidente a partir de
10 dias, demonstrando maior necessidade de energia para a manutengdo do
desenvolvimento do embrido do que em sementes de A. diversifolia.

A maior necessidade de acgucar em estadios pré-

germinativos ou muito proximos da germinagao visivel pode estar relacionada
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com a necessidade de energia nas sementes de A. purpurea, para garantir a
emissao da radicula, uma vez que sementes desta espécie possuem menor
quantidade inicial de acucares em relacdo a A. diversifolia. Aléem do que,
sementes de anonaceas tem maior reserva de lipideos do que de acgucares
(GALASTRI, 2008; CORSATO, 2010), dependendo destes para a sintese de
sacarose (SUDA; GIORGINI, 2000).

Assim, para o fornecimento de sacarose e manutencédo do
desenvolvimento do embrido, teve inicio a degradacéo de reserva lipidica, com
aumento da atividade enzimatica num evento pré-germinativo, bem antes de
terminada a germinacao visivel, conforme haviam proposto Penfield et al. (2005).
Da mesma forma que neste experimento, Lima et al. (2008) observaram reducgbes
no conteudo de lipideos desde antes da emissédo da radicula de sementes de
Aniba roseodora. Pontes et al. (2002) também verificaram redugdo no conteudo
de lipideos de sementes de Apuleia leiocarpa desde o inicio da embebicao.

Com a aplicacao de GA4.7 + BA, portanto, foi possivel
verificar uma rapida degradacdo das reservas, principalmente de proteinas e
acgucares totais, seguida por lipideos, o que confirma a agao dos reguladores na

sintese ou ativacao de enzimas relacionadas com a degradacao de reservas.
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7 CONCLUSOES

A partir da analise dos resultados obtidos com Annona
diversifolia Saff e A. purpurea Moc & Sessé ex Dunal pode-se concluir:

- A dorméncia das sementes das espécies nao esta
relacionada com a dificuldade de aquisicdo de agua, mas a um balang¢o hormonal
favoravel a sua manutencéo;

- A superacao da dorméncia € possivel com a aplicacao de
GA; e de GA4:7 + Benziladenina, sendo que a mistura de reguladores promoveu
respostas mais significativas para as duas espécies;

- GA4+7 + Benziladenina aplicados as sementes induzem a
superacao da dorméncia pela diminuicdo do conteudo de ABA e estimulam a
degradacdo de reservas durante a germinacdo, principalmente proteinas e

acgucares, seguidos pelos lipideos, desde o inicio da embebicao.
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