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

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

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



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

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

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



1 INTRODUCAO

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

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

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

de sementes de Annona cacans.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 GERMINACAO E DORMENCIA EM SEMENTES

A germinac&o inicia com a absorcdo de agua pelas sementes e termina com a emergéncia
do eixo embrionério através das estruturas que o circundam, sendo que este Ultimo evento &, as
vezes, referido como germinacéo visivel, pois € 0 momento em que ocorre o0 aparecimento do
embrido (Nonogaki et al., 2010). O sucesso na germinacdo € um fator determinante na
propagacdo de plantas e, devido a sua vulnerabilidade a estresses ambientais, pode ser
considerada uma fase critica no ciclo de vida da planta (Rajjou et al., 2012).

A germinacdo segue um padrdo trifasico de absorcdo de agua pela semente. A primeira
fase, também chamada de embebicéo, é caracterizada pela entrada rapida de &gua em resposta
ao baixo potencial matricial na semente seca, fase que ocorre em sementes permeaveis a agua,
sendo elas vidveis ou ndo, e dormentes ou ndo. A segunda fase ocorre quando o potencial agua
da semente fica préximo ao equilibrio com a fonte de agua externa, levando a reduzido
movimento de dgua para dentro da semente. Durante esta fase ocorrem eventos metabdlicos
essenciais como a recuperacgéo da integridade celular e o reparo mitocondrial e do DNA. Entre
a segunda e a terceira fase ha diminuigdo no potencial osmotico das células devido a producéo
de substancias osmoticamente ativas que contribuem com o gradiente de movimento da agua
para dentro da semente, ocorrendo alongamento celular, que culmina com a emergéncia da raiz
primaria, caracterizando a terceira fase (Bewley et al., 2013).

Sementes maduras, com baixo teor de agua (5-15%) e com atividade metabdlica reduzida
podem ser chamadas de quiescentes, as quais necessitam apenas de hidratacdo em condi¢6es
adequadas de temperatura e oxigénio para que ocorra a germinacao (Bewley et al., 2013). Além
desses requerimentos basicos, sementes ndo dormentes tem a capacidade de germinar em varias
condicBes ambientais possiveis para a sua sobrevivéncia, ou seja, ndo necessitam de estimulos
ambientais especificos para que ocorra a germinacdo (Finch-Savage; Leubner-Metzger, 2006).

Por outro lado, as sementes dormentes possuem algum bloqueio que precisa ser removido
ou superado antes da germinacéao ser completada (Bewley et al., 2013), e ndo tém a capacidade
de germinar em um periodo especifico de tempo submetidas a fatores ambientais que seriam
favoraveis a germinacdo de sementes ndo dormentes (Baskin; Baskin, 2014).

A dorméncia é um fator determinante na distribuicdo e diversificagdo evolutiva de
espécies. Sementes ndo dormentes podem estar aptas para explorar novos ambientes, pois ndo

dependem de estimulos especificos de superacdo de dorméncia, enquanto sementes dormentes,
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que necessitam de estimulos especificos, podem colonizar locais com sazonalidade adequada
as suas exigéncias, reduzindo o risco de extincdo (Willis et al., 2014). Assim, a incidéncia de
sementes dormentes muitas vezes € maior em locais com alguma limitacdo, por exemplo, em
savanas e florestas deciduas, onde a precipitacdo € menor, pode haver maior numero de
sementes dormentes do que em florestas perenes e semideciduas onde a precipitacdo é maior
(Baskin; Baskin, 2005).

2.2 CLASSIFICACAO DA DORMENCIA

A dorméncia pode ser classificada quanto a origem, com base no momento em que ela é
adquirida, sendo denominada priméaria ou secundaria (Bewley et al, 2013). A dorméncia
primaria € adquirida ainda na planta mée, durante o desenvolvimento e maturacdo das sementes,
podendo incluir bloqueios metabdlicos a germinacdo como também, bloqueios no tegumento,
como a impermeabilidade a 4gua ou oxigénio, enquanto que a dorméncia secundéria € imposta
em sementes apds a perda da dorméncia primaria (Hilhorst, 1995; Hilhorst, 2007), ou em
sementes ndo dormentes quando submetidas a um estresse ambiental, como suprimento
insuficiente de agua (Murdoch; Ellis, 2000; Finkelstein et al., 2008).

Classificacdo semelhante de dorméncia j& havia sido sugerida por Harper (1977), como
dorméncia inata (primaria), induzida (secundaria) e forcada (quiescéncia). Na inata, a
dorméncia era adquirida na planta mae, incluindo sementes com tegumentos impermeaveis,
embrides morfologicamente incompletos no momento da disperséo e presenca de inibidores de
germinacdo. Na induzida, as sementes eram incapazes de germinar ap6s alguma experiéncia
desfavoravel apos a dispersdo. Na forcada, a semente apresentava impedimento de germinacao
devido a alguma restricdo ambiental como &gua insuficiente ou em excesso, temperatura
inadequada ou baixa oxigenacéo.

Porém, a diversidade anatémica e fisiologica da dorméncia das sementes implica em um
complexo historico de evolucdo, o que tem levado pesquisadores a sistematizarem os tipos de
dorméncia em mais niveis de classificacdo (Bakin; Baskin, 2014). Os principais sistemas foram
propostos por Crocker (1916), Lang et al. (1985; 1987) e por Nikolaeva (Baskin; Baskin, 1998,
2014).

Crocker (1916) prop6s um sistema com sete niveis de classificacdo da dorméncia: (1)
Embrides rudimentares que precisam estar maduros antes da germinagdo comegar; (2) inibicéo
na absorgéo de agua; (3) restricdo mecanica ao crescimento do embrido; (4) limitacdo as trocas

gasosas pelo embrido; (5) bloqueio no proprio embrido que o impede de germinar mesmo
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quando retirado de dentro da semente; (6) combinacGes entre dois ou mais fatores entre os
citados e (7) dorméncia secundaria.

No sistema de Lang et al. (1985; 1987) a classificacdo é mais simples, com trés diferentes
tipos: (1) endodorméncia, no qual o bloqueio esta no préprio embrido e este quando excisado
ndo tem capacidade para germinar; (2) paradorméncia, quando h4 um blogueio no tegumento,
devido a producdo de substancias inibidoras de germinagdo e (3) ecodorméncia, em que 0
tegumento promove um ambiente desfavoravel ao embrido, como por bloqueio de entrada de
agua ou oxigénio.

Nikolaeva prop6s um sistema de classifica¢do baseado nas caracteristicas morfologicas e
fisiologicas das sementes, porém como a maioria de suas publica¢cdes sdo no idioma russo,
Baskin e Baskin (1998; 2014), baseando-se nessas publicacdes, desenvolveram um sistema
hierarquico para a classificacdo da dorméncia das sementes. Em 1998, a dorméncia era dividida
em enddgena e exdgena. A enddgena poderia ser fisioldgica, morfoldgica ou morfofisioldgica,
enquanto que a exdgena poderia ser fisica, mecéanica ou quimica. Porém, Baskin e Baskin
(2004) mudaram esta classificacdo, incluindo as dorméncias mecanica e quimica na dorméncia
fisioldgica e apresentaram também a dorméncia combinada (fisica + fisioldgica). Desta forma,
atualmente o sistema de classificacdo contém cinco classes que agrupam caracteristicas gerais
das sementes (fisiologica, morfoldgica, morfofisioldgica, fisica e fisiofisica), dentro das quais
podem haver niveis de dorméncia, como por exemplo, profunda, intermediaria ou ndo profunda,
e ainda dentro de niveis podem ser categorizadas em tipos de acordo com suas respostas as
temperaturas necessarias para a superacdo da dorméncia (Baskin; Baskin, 2014). Como este

sistema é 0 mais atual, serd apresentado nos tépicos a seguir.

2.2.1 Dorméncia fisioldgica

Na dorméncia fisioldgica, as sementes sdo permeaveis a agua e apresentam um
mecanismo de inibicdo fisiologico no embrido ou nas estruturas que o circundam que previne
a emergéncia da raiz primaria. As sementes variam em relacdo a forca do mecanismo de
inibicdo, resposta a promotores de germinagdo e requerimentos para superacdo da dorméncia.
Conforme aumenta o nivel da dorméncia (ndo profunda, intermediaria e profunda), menor ¢ a
sensibilidade a promotores e mais especifico sera 0 método de superacdo (Baskin; Baskin,
2014).

A superagdo da dorméncia no campo, apés a disperséo, pode envolver os mesmos fatores

que sdo comumente usados em laboratério, como a pds-maturacdo em estado seco, ou
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tratamentos que envolvem a embebigdo das sementes, como a estratificacdo a frio ou quente,
luz, giberelinas e outros hormonios, substancias de fumaga como butenolide e éxido nitrico
(Fink-Savage; Leubner-Metzger, 2006). De qualquer forma, verifica-se que a dorméncia
fisioldgica € mantida principalmente por um balanco entre acido abscisico (ABA) e giberelinas
(GAs) no embrido, os quais podem ser alterados tanto por fendbmenos ambientais quanto por
tratamentos de laboratério e podem ser decisivos na perda ou manutencdo da dorméncia
(Bewley et al., 2013).

Os bloqueios metabolicos observados na dorméncia fisioldgica sdo geralmente
associados com 0 aumento no conteudo de ABA durante o desenvolvimento da semente (Fink-
Savage; Leubner-Metzger, 2006; Hilhorst, 2007). O ABA é um inibidor de germinacdo e seu
acumulo esta relacionado com o inicio da dorméncia (Finkelstein et al., 2008). Em muitas
espécies é observado um pico de ABA durante o desenvolvimento das sementes e, neste caso,
sua via de biossintese é localizada em tecidos maternos como a testa e o funiculo, que primeiro
previnem o aborto das sementes e promovem o crescimento do embrido e, depois, induz a
aquisicdo da tolerancia a dessecacdo no embrido e impede sua germinacéo precoce (Nambara;
Marion-Poll, 2005; Hilhorst, 2007; Finkelstein et al., 2008; Bewley et al., 2013). Apds o
embrido se tornar tolerante a dessecacao, a semente desidrata, 0 metabolismo € reduzido e a
semente se torna quiescente ou dormente (Taiz; Zeiger, 2013). Neste momento, para que ocorra
a inducdo da dorméncia, é requerido aumento nos conteidos do ABA, que agora precisa ser
produzido pelo proprio embrido e ndo mais pelos tecidos maternos (Hilhorst, 2007; Finkelstein
et al., 2008).

A superacéo dessas restrigdes geralmente envolve os hormdnios GAs (promotor) e ABA
(inibidor), os quais, de acordo com a teoria do balango hormonal, sdo os mais determinantes da
dorméncia e germinacdo de sementes (Bewley et al., 2013), ou seja, ndo é a quantidade absoluta
desses horménios que controla a germinacdo e dorméncia, mas sim o balango entre os dois,
sendo que quando o ABA esté presente em maiores quantidades ha a inibicdo da germinacéo e
quando o GA esta em maiores quantidades, ha estimulo a germinagédo (Fink-Savage; Leubner-
Metzger, 2006; Taiz; Zeiger, 2013). Outros hormdnios também estdo envolvidos com a
dorméncia das sementes, influenciando de alguma maneira a dorméncia, alterando o balanco
entre ABA/GA (Shu et al., 2016).

Além dos fitormonios, alteracdes ambientais também podem alterar o balanco entre
giberelinas e acido abscisico (Shu et al., 2016). A luz vermelha pode aumentar a expressao de
genes envolvidos com a sintese de GAs, enquanto que o escuro e o vermelho distante tem

atividade inibitdria sobre esses mesmos genes. Sementes embebidas quando expostas ao frio
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(estratificagdo a frio), podem ter sua germinacdo acelerada pela expressdo de genes de
biossintese de GA (Yamaguchi et al., 2007). A pds-maturagdo a seco pode superar a dorméncia,
pois regula negativamente a biossintese do ABA (Shu et al., 2016).

As GAs promovem a germinacao aumentando o potencial de crescimento do embrido e
induzindo a sintese de enzimas que causam o enfraquecimento dos tecidos que envolvem a
radicula, como o endosperma e o tegumento. Geralmente em sementes que possuem restricdo
mecanica a germinacao, apenas um aumento nos niveis de GA podem ser suficientes para
ocorrer a superacdo da dorméncia. Este horménio pode ser sintetizado na radicula de onde €
liberado para atuar na degradacdo de envoltérios do embrido (Kucera et al., 2005). Porém, antes
disso, é necessario que ocorra a degradacdo de proteinas DELLA (proteinas com dominio N-
terminal com cinco aminoacidos permanentes: acido aspartico (D), acido glutamico (E), leucina
(L), leucina (L) e alanina (A)), que inibem a germinacdo por impedir a transcricdo de genes
induzidos por GA ou por aumentar transcri¢ao de genes de sintese do ABA (Piskurewicz et al.,
2008). Estas proteinas DELLA, por sua vez, tem sua sintese induzida por ABA e degradacdo
induzida por GA, formando um circuito de retroalimentacdo positiva (Sun; Gubler, 2004;
Piskurewicz et al., 2008). Além disso, o efeito do ABA na manutencdo da dorméncia esta
relacionado com a inibi¢do da terceira fase da germinacdo, impedindo o embrido de absorver
agua por meio da regulacdo da atividade de canais idnicos, abundancia de aquaporinas e outras
alteracbes em tecidos especificos de absorcdo de agua, ndo ocorrendo o alongamento do
embrido e a emergéncia da raiz primaria, o que previne a germinacao (Kucera et al., 2005).

Vaérias espécies com dorméncia fisiologica, mesmo sendo permeéveis a dgua, podem ter
a germinacdo promovida pela retirada de estruturas que cobrem as sementes (Baskin; Baskin,
2014), as quais podem ter efeitos como a restricdo mecénica ao crescimento da radicula,
interferéncia nas trocas gasosas, prevenc¢ao a saida de inibidores, suprimento de inibidores ao
embrido e interferéncia na absorcdo luminosa (Debeaujon et al., 2007). Esses efeitos, em sua
maioria sdo causados pela presenca de compostos fenolicos, os quais podem contribuir com a
dureza do tegumento resultando na dorméncia de sementes de Rubus sp. (Wada et al., 2011),
ou entdo, limitar as trocas gasosas em sementes de Grevillea spp. (Briggs et al., 2005). Alguns
compostos fendlicos também podem agir como inibidor bioquimico do metabolismo das
giberelinas (Debeaujon et al., 2007).

Em algumas sementes, os compostos fendlicos presentes nas camadas que cobrem o
embrido podem fixar o oxigénio pela oxidacdo, tornando-o indisponivel para o embrido
(Debeaujon et al., 2007). Apesar desse bloqueio ao oxigénio ndo ser limitante para a respiragdo

do embrido, pode ocorrer inibicdo da germinacdo pelo atraso na degradacdo do ABA por
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oxidacgéo (Baskin; Baskin, 2014), bem estudado em sementes de cevada, em que se verifica, em
condigdes de hipoxia, aumento da sensibilidade ao ABA (Benech-Arnold et al., 2006) e
diminuicdo de sensibilidade ao GA, sendo necessarias maiores concentracGes desse Ultimo

horménio para ocorrer a superacdo da dorméncia (Bradford et al., 2008).

2.2.2 Dorméncia morfoldgica e morfofisioldgica

A dorméncia morfoldgica ocorre em sementes albuminosas, nas quais o embrido ocupa
1% ou menos do volume da semente (Baskin; Baskin, 2014). Nestes embrides, seu
comprimento em relacdo ao da semente € pequeno, aumentando antes de ocorrer a emergéncia
da raiz primaria, o que ocorre dentro de quatro semanas ou menos (Finch-Savage; Leubner-
Metzger, 2006; Baskin; Baskin, 2014). Os requerimentos para germinacdo neste caso Sdo
substrato imido e temperaturas adequadas, embora algumas espécies possam ter requerimentos
especificos de luz:escuro (Baskin; Baskin, 2014).

Apesar do embrido possuir cotilédones e eixo hipocétilo-radicula diferenciados, Baskin
e Baskin (2014) o denominam como subdesenvolvido no sentido de que ele é pequeno e precisa
crescer dentro da semente antes da emergéncia da raiz priméria. Entre os embriGes
subdesenvolvidos, temos os rudimentares que sdo tdo compridos quanto largos, os
subdesenvolvidos lineares, quando o embrido é mais comprido do que largo e os
subdesenvolvidos espatulares, nos quais o embrido tem formato de colher (Martin, 1946;
Baskin; Baskin, 2014).

A dorméncia morfofisiolégica ¢ uma combinacdo da dorméncia morfologica e
fisiolOgica, ou seja, as sementes apresentam embrides subdesenvolvidos com algum blogueio
metabolico, citados anteriormente. Nesse caso, para a semente germinar € necessario superar a
dorméncia fisiologica do embrido, que precisa crescer dentro da semente até determinado
tamanho antes de ocorrer a emergéncia da raiz primaria. A superacdo da dorméncia geralmente
ocorre por combinacgdes de estratificacdo a frio ou quente, dependendo da espécie (Baskin;
Baskin, 2014).

A dorméncia morfofisiolégica é o estado de dorméncia mais ancestral observado nas
plantas, sugerindo que a sensibilidade das sementes dormentes a estimulos ambientais € uma
caracteristica primitiva. A partir desse tipo de dorméncia observou-se maior evolugdo para a
dorméncia fisiolégica do que para a morfologica, demonstrando que o0 embrido
subdesenvolvido € uma caracteristica mais facil de ser perdida ao longo da evolugédo, enquanto

que o embrido completamente desenvolvido é uma caracteristica derivada (Willis et al., 2014).
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Sementes com embrido subdesenvolvido tendem a ocorrerem em locais mais Umidos,
sendo observadas com maior frequéncia em florestas perenes e semideciduas do que em savanas
e florestas deciduas, onde a precipitacdo € menor (Baskin; Baskin, 2005). Tanto na dorméncia
morfologica quanto morfofisioldgica, o solo deve permanecer imido por um periodo mais
longo de tempo, quando comparado com sementes com embrido completamente desenvolvido,
pois a semente precisa estar Umida até que o embrido complete seu desenvolvimento (Kos et
al., 2012).

2.2.3 Dorméncia fisica e fisiofisica

A dorméncia fisica é observada em sementes cujas camadas de cobertura (tegumento ou
pericarpo) sdo impermeaveis a dgua, impedindo a germinagdo. Nestas sementes geralmente é
observada uma ou duas camadas de células em palicada, as quais estdo impregnadas ou repletas
de substancias hidrofébicas, que repelem a agua (Baskin et al., 2000). H& sementes que além
da dorméncia fisica também possuem dorméncia fisioldgica e a germinacdo nao ocorre até que
ambos os tipos de dorméncia tenham sido superados, sendo neste caso denominada fisiofisica
ou combinada fisica e fisioldgica (Baskin; Baskin, 2014).

Sugere-se que estes dois tipos de dorméncia sejam 0s mais derivados dentre 0s tipos
estudados, ndo sendo observados em sementes de gimnospermas e angiospermas basais (Willis
et al., 2014). Além disso, podem ter surgido como estratégia de adaptacdo a ambientes mais
secos, como a savana (Baskin; Baskin, 2005), ou como uma protecdo fisica contra patdgenos
ou predadores e ndo como um controle de germinagdo, uma vez que a superacdo desse tipo de
dorméncia no ambiente requer condi¢des especificas, como o fogo (Willis et al., 2014), elevada
flutuacdo de temperatura, temperaturas extremas, acdo de micro-organismos ou animais
(Baskin; Baskin, 2014).

2.3 DORMENCIA NA FAMILIA ANNONACEAE

Sementes de Annonaceae apresentam um padrdo de caracteristicas como formato
achatado, sem ornamentagdes superficiais, pericalazais, com mesotesta fibrosa e ruminacéo
desenvolvida pelos tegumentos, alem de amplamente albuminosas. Em algumas espécies ha o
desenvolvimento de arilo externamente a regido micropilar (Svoma, 1998; Galastri, 2008). A
familia Annonaceae também é caracterizada por apresentar sementes com embrifes pequenos,

podendo-se inferir que as espécies dessa familia apresentam dorméncia morfoldgica ou
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morfofisioldgica, de acordo com o sistema de classificagdo de Nikolaeva (Baskin; Baskin,
2005).

Pode-se dizer que as sementes na familia Annonaceae possuem adaptacdes para permitir
a germinacao evitando a predacgéo por insetos, o que favoreceu sua sobrevivéncia ao longo do
processo evolutivo. Como exemplo, na espécie Mezzettia parviflora verifica-se que as células
do tegumento sdo adensadas, com excecdo da regido da pericalaza, em que o tegumento é mais
espesso. Esta regido apresenta um canal de enfraguecimento que permite a fratura do tegumento
para promover a germinacdo, ou seja, o tegumento é suficientemente duro ou espesso para
impedir a predacgdo, mas a presséo interna exercida pelo aumento de volume do endosperma e
do embrido é capaz de fazé-lo romper, promovendo a germinagdo (Lucas et al., 2012; Martinez-
Maldonado et al., 2013).

Nos estudos em Annonaceae sdo relatadas sementes com dorméncia morfofisiologica
(Finneseth et al., 1998; Sautu et al., 2007; Silva et al., 2007), sementes em que parte da
populacdo tem dorméncia morfoldgica e, em outra parte, morfofisiologica (Chen et al., 2015) e
sementes com dorméncia fisiologica (Ferreira et al., 2016). Muitos estudos focam o método de
superacdo da dorméncia e ndo a explicacao bioldgica do processo. Desta forma, esses estudos
investigam a agéo de giberelinas na superagdo da dorméncia, tais como em Annona cherimola
(Smet et al., 1999), Annona x atemoya (Braga et al., 2010), Xylopia aromatica (Socolowski;
Cicero, 2011), Annona emarginata (Corsato et al., 2012), Annona squamosa (Chagas et al.,
2013) e Annona coriacea (Dresch et al., 2014). Também é verificado o efeito estimulante do
frio (Dresch et al., 2014) e da pds maturacdo a seco (Gonzalez-Esquinca et al., 2015), que

podem atuar na superagdo do componente fisioldgico da dorméncia nessas sementes.

2.4 Annona cacans WARM.

Annona cacans Warm., popularmente conhecido por ariticum-cagdo, € uma arvore
decidua e helidfita que pertence ao dominio fitogeografico da Mata Atlantica, sendo encontrada
no Brasil e Paraguai (Grandtner; Chevrette, 2014). Suas flores sdo avermelhadas, com floragdo
ocorrendo entre outubro e novembro; os frutos possuem aréolas apenas delimitadas e
permanecem com coloracdo verde mesmo ap0s a maturacdo, que ocorre de fevereiro a abril
(Rainer 2001; Maas et al., 2001).

Annona cacans possui frutos saborosos, porém ndo muito recomendados para 0 consumo
humano devido ao efeito purgativo que provoca diarreia (Grandtner; Chevrette, 2014). Mesmo

assim, sdo muito procurados por aves, repteis e mamiferos, seus principais dispersores,
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ajudando na recuperacdo ambiental (Carvalho, 2003). Seus frutos fazem parte da dieta de varios
animais, tais como: Tupinambis merianae (Lagarto Teil) (Castro; Galetti, 2004), Tapirus
terrestris (Anta) (Tofoli et al., 2007) e Penelope superciliaris (Jacupemba) (Mikich, 2002).
Annona cacans é citado na farmacologia guarani pelas propriedades antirreumatica e
emoliente, sendo potencial para realizagdo de pesquisas etnofarmacolédgicas (Noelli, 1998). A
andlise dos componentes quimicos presentes no caule, casca, lenho e folhas de Annona cacans,
constatou maior quantidade de flavonoides no verdo e auséncia destes compostos na primavera,
época em que ha a maior concentracdo de alcaloides, o qual tem seu teor diminuido
significativamente no inverno, evidenciando a importancia de estudos em diferentes épocas do
ano (Saito; Oliveira, 1994). Nascimento et al. (2006) isolaram acetogeninas inéditas da madeira
e dos frutos de Annona cacans e Farias et al. (2005) verificaram que apesar do 6leo das sementes
ndo exibirem atividade toxicolégica nem citotdxica, o extrato hidroalcodlico apresentou

significante citotoxicidade, mesmo em pequenas concentragoes.
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CAPITULO 1
ARMAZENAMENTO DOS FRUTOS DE Annona cacans WARM. E SUA RELACAO
COM A VIABILIDADE E DORMENCIA DE SEMENTES!

Artigo elaborado de acordo com as normas do periédico Seed Science Research.
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Armazenamento dos frutos de Annona cacans Warm. e sua relacdo com a

viabilidade e dorméncia de sementes

Resumo

Frutos carnosos quando permanecem em repouso apos a coleta podem iniciar processo de
fermentagdo da polpa. Este processo fermentativo facilita o beneficiamento das sementes, mas
também pode ser prejudicial para a germinacdo das sementes. Neste estudo foi avaliado se o
repouso dos frutos apos a coleta foi prejudicial a germinabilidade e se influenciou a dorméncia
das sementes de Annona cacans. Quando os frutos foram beneficiados no mesmo dia da coleta,
as sementes apresentaram maior sincronizacdo da germinacdo, ja aos quatro dias de repouso
houve aumento no contetdo de fendis e aumento das sementes dormentes. A partir dos seis dias
o contetdo de fendis foi igual ao inicial iniciais e verificou-se aumento crescente das sementes
mortas, devido ao aumento na acidez dos frutos. Desta forma, o repouso dos frutos € prejudicial
a germinacdo de sementes de Annona cacans, sendo recomendado o seu beneficiamento
imediato apds a coleta dos frutos.

Palavras-chave: acido acético, ariticum-cagao, fenois, fermentacéo, germinacéo

Introducéo

O tempo de repouso dos frutos apos a coleta, muitas vezes, ndo é levado em consideracédo
e, seu efeito sobre a germinacdo das sementes depende da espécie e das caracteristicas de cada
fruto. Alguns trabalhos relacionam o repouso dos frutos com aumento na germinabilidade de
sementes (Passam et al., 2010; Mahajan; Kumawat, 2013), porém durante este repouso, por
acdo de bactérias, pode ocorrer fermentacdo dos frutos (Mamlouk; Gullo, 2013; Parmar;
Rupasinghe, 2013), e produgéo de compostos que interferem na germinagdo das sementes,
como o etanol, que pode causar aumento na liberacdo de espécies reativas de oxigénio (Fukao;
Bailey-Serres, 2004) e o acido acético que é toxico para a germinacao das sementes (Himanen
etal., 2012).

Durante a fermentacdo de alguns frutos como Vitis vinifera (uva Pinot noir), ocorre
aumento no contetdo de compostos fendlicos nas sementes (Gachons; Kennedy, 2003). Os
compostos fenolicos representam mecanismo bioquimico em sementes dormentes, que ajudam

na acdo contra patdgenos, mantendo sua longevidade, enquanto permanece no banco de
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sementes (Fuerst et al., 2011). Estes compostos também estdo relacionados a manutengdo da
dorméncia em sementes, pois quando localizados no tegumento, sdo oxidados e restringem a
difusdo do oxigénio até o embrido (Briggs et al., 2005), ou entdo, aumentam a espessura do
tegumento, conferindo restricdo mecéanica ao crescimento embrionario (Wada et al., 2011).

Annona cacans possui frutos carnosos (Grandtner; Chevrette, 2014) e, sua fermentacéo é
recomendada com a finalidade de facilitar o beneficiamento das sementes (Lorenzi, 2016).
Contudo, ainda sdo desconhecidos os efeitos que a fermentacdo dos frutos pode causar na
germinacdo das sementes desta espécie. Também é verificada a presenca de compostos
fendlicos (taninos), os quais podem ter relagdo com a dorméncia das sementes, uma vez que
estas ndo responderam a aplicagdo exdgena de GAz em estudos anteriores (Dalanhol et al.,
2013).

Com base no proposto, hipotetizamos que o repouso dos frutos influencia na dorméncia
das sementes de Annona cacans. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar se o repouso
apos a coleta dos frutos € prejudicial a germinabilidade e se influenciou na dorméncia das

sementes de Annona cacans.

Material e Métodos

Material vegetal

Annona cacans Warm. (ariticum cagdo) é uma arvore heliéfita com 10 a 30 m de altura
(Maas et al., 2001) que pertence ao dominio fitogeografico da Mata Atlantica, ocorrendo no
Brasil e no Paraguai (Rainer, 2001). A floracdo ocorre em outubro e novembro e a frutificacdo
entre fevereiro e abril, suas flores sdo avermelhadas e seus frutos sdo obovoides com aréolas
apenas delimitadas (Maas et al., 2001). As sementes possuem coloracdo marrom e formato

elipsoide, endosperma ruminado e embrido pequeno (Figura 1).
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Figura 1. Fruto (A), sementes (B) e semente em corte longitudinal evidenciando o embriéo (C,
seta). Barras representam 1 cm (A e B) e 1 mm (C).

As sementes foram secas em ambiente de laboratério (25°C + 2°C) até atingirem entre
10% e 12% de umidade, com a finalidade de melhorar sua resposta a tratamentos de superacéo
da dorméncia, antes da instalagédo dos experimentos.

Foi coletado material vegetal em época reprodutiva, o qual foi herborizado e tombado no
herbario do Museu Botanico Municipal de Curitiba (n° 359684) e no herbario BOTU - Irina
Delanova Gemtchujnicdv (n° 32452).

Superacdo da dorméncia com reguladores vegetais e escarificacdo mecanica

Frutos de Annona cacans foram coletados do chdo, ap6s queda espontdnea em dez
matrizes localizadas no municipio de Toledo, Parang, Brasil (24°42'S; 53°44'W). Seguindo as
recomendacdes de Lorenzi (2016), os frutos foram mantidos em repouso apds a coleta até
iniciar o apodrecimento da polpa, que facilita o beneficiamento das sementes, realizado em
laborat6rio com ajuda de peneira e agua corrente.

Reguladores vegetais foram usados com a finalidade de promover a germinacdo das
sementes, definindo-se o tempo de imersdo das sementes nos reguladores de acordo com o
periodo de duracdo da primeira fase da curva de aquisicdo de &gua (embebicdo). Para tanto,
utilizou-se 0 método gravimétrico com quatro repeticdes de 50 sementes intactas, que foram
imersas em agua com aeracdo constante, pesadas a cada duas horas nas primeiras 24 horas, a
cada quatro horas até completarem 48 horas e a cada oito horas até atingirem 96 horas. Ao final,

as sementes foram secas em estufa & 105°C + 3°C para determinacédo do teor de agua.
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Com base no tempo determinado na curva de aquisi¢do de agua (28h), foram testados
dois reguladores vegetais: GAs e GAs4+7+6-Benziladenina (BA), com seis condi¢les: sem
embebicio e embebicdo em 0, 250, 500, 1000 e 1500 mg L i.a. As sementes também foram
testadas com e sem escarificacdo mecanica (desponte com navalha) (Lorenzi, 2016), perfazendo
um fatorial triplo (2 reguladores x 6 condi¢es de embebicdo x 2 condic¢des de escarificacao),
com quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento.

As sementes foram dispostas em rolos de papel para germinacdo e mantidas em
germinador com fotoperiodo e temperatura alternados, sendo 16 horas a 30°C na luz e 8 horas
a 20°C no escuro (Costa et al., 2011). Considerou-se como germinadas as sementes com no
minimo 2 mm de raiz primaria (Hadas, 1976). Foram determinados a porcentagem de
germinacdo (%G), o tempo meédio de germinacdo (Tso) (Bewley et al., 2013), o indice de
velocidade de germinacdo (IVG) (Maguire, 1962) e a frequéncia germinativa (%F) (Laboriau;

Agudo, 1987), utilizando-se as seguintes formulas:
%G:(E—N) %100 IvG=3 (%)

n° total de sementes

_T(N*T) onE= N
Ts0= N YoF ZleOO

Onde:
N- nimero de sementes germinadas por dia;

T- dias apds a instalacdo do experimento;
Efeito do repouso apos a coleta dos frutos na germinacao e dorméncia

Devido a baixa germinacdo observada no experimento de superacdo da dorméncia,
inferiu-se que o repouso dos frutos apds a coleta mesmo sendo recomendado para facilitar o
beneficiamento das sementes, poderia estar prejudicando a germinabilidade das sementes e, por
este motivo, foi realizado o estudo do efeito desse repouso sobre a germinacéao.

Foram coletados frutos ap0s a queda espontanea, maduros e com casca de coloracéo verde
(Figural—A). Em seguida, parte destes foi despolpado imediatamente, caracterizando o tempo
zero, e o restante foi armazenado em sacos de polietileno pretos a temperatura ambiente (25°C
+ 2°C) por 2, 4, 6, 8 e 10 dias e, em seguida, beneficiados. Para avaliar a germinagdo das
sementes, primeiramente aplicou-se 0 método de superacdo da dorméncia, no qual as sementes
foram escarificadas e embebidas em 500 mg L™ de GA4:7+6-Benziladenina (definido no item
anterior). Posteriormente, as sementes foram dispostas em rolos de papel para germinacgéo

(quatro repeticBes de 50 sementes) e mantidas em germinador com fotoperiodo e temperatura
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alternados, sendo 16 horas a 30°C na luz e 8 horas a 20°C no escuro (Costa et al., 2011).
Considerou-se como germinadas as sementes com no minimo 2 mm de raiz priméria (Hadas,
1976).

Foram determinados a porcentagem de germinacdo, o tempo médio de germinacédo, 0
indice de velocidade de germinacédo e a frequéncia germinativa seguindo as formulas citadas
anteriormente. Determinou-se o teor de fendis totais das sementes apos cada periodo de repouso
(Blainski et al., 2013). Procedeu-se ao teste de tetrazolio (1%, 2 horas, 30°C) nas sementes
restantes ao final do teste (60 dias), obtendo-se a porcentagem de sementes dormentes (vivas),
e a porcentagem de sementes mortas (Gimenez et al., 2014). Também se determinou a
sincronizacao (U) (Laboriau; Agudo, 1987) pela formula abaixo.

U=y, [(le) *log (le)] onde: N- nimero de sementes germinadas por dia.

Caracteristicas quimicas dos frutos submetidos ao repouso apdés a coleta

O pH foi determinado com auxilio de pHmetro digital e o teor de sélidos soluveis (°Brix)
foi obtido por meio de refratbmetro. Utilizaram-se trés repeti¢cGes de um fruto (aprox. 400 g)
para cada medida.

Para a acidez total titulavel, foram pesadas trés repeticdes de 5 g de polpa triturada, as
quais foram tituladas com NaOH 0,1 N. Os resultados foram expressos em miligramas de acido
acético por grama de massa fresca (mg AcOH g MF?), utilizando-se a seguinte formula:
Acidez= V*N*Eq/P, onde: V: volume gasto em NaOH (mL); N: normalidade do NaOH (0,1
N); Eq: equivalente grama do &cido acético (60,05 g); P: peso da amostra (g) (Brasil, 2011).

A atividade respiratdria (liberacdo de COy) foi determinada pelo aparelho de Pettenkofer
(Muller, 1964), utilizando-se trés repeticdes de 100 g de frutos. Neste método, o ar ambiente
impulsionado por um aerador foi “lavado” em dois frascos com NaOH 25%, nos quais o CO>
do ambiente fica retido, em um terceiro frasco foi colocada a amostra e no ultimo frasco o CO>
proveniente da amostra foi fixado em uma solu¢éo de 100 mL de Ba(OH). 0,1N. Apds uma
hora, trés aliquotas de 10 mL foram tituladas com HCI 0,05N. Para o branco foi feito o mesmo
procedimento com o frasco da amostra vazio. Os resultados foram expressos em miligramas de
CO: fixados por grama de massa fresca por hora (mg CO, g MF?! h'1), utilizando-se a seguinte
formula: AR=[(B-V)*10]*N*22/P, onde: AR: atividade respiratéria; B: volume de HCI gasto
na titulagdo do branco (mL); V: volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL); N:
normalidade do HCI (0,05 N); P: peso da amostra (g).
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Anéalise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a homogeneidade das
variancias entre os tratamentos. As que se mostraram homogéneas foram submetidas ao teste F
(ANOVA) e suas meédias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0.05). Os dados n&o
homogéneos foram transformados para a realizacdo da andlise estatistica, porém nas tabelas e
graficos mantiveram-se os dados originais. Para as caracteristicas quimicas dos frutos, com a
finalidade de se observar a tendéncia dos dados ao longo do tempo, procedeu-se a regressdo

polinomial.

Resultados

Superacéo da dorméncia com reguladores vegetais e escarificacdo mecanica

Para a curva de aquisicdo de agua, observou-se que as sementes, com umidade inicial de
10,5%, absorveram agua rapidamente, atingindo 22% de umidade ap6s 28 horas de imerséo e
estabilizando-se nas horas seguintes (Figura 2). Portanto, a primeira fase da aquisicao de agua
pelas sementes (embebigéo) apresentou duragdo de 28 horas, tempo este usado na imersdo das

sementes em agua e nos reguladores.
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Figura 2. Curva de aquisicdo de &gua em sementes de Annona cacans. Losango aberto indica
0 momento de estabilizagdo da curva ou o final da fase | ap6s 28 horas de imersdo em agua.

Para a porcentagem de germinacédo, tempo médio de germinacéo e indice de velocidade
de germinacao ndo foi observada interacdo tripla entre os fatores estudados, porém a interagcdo
dupla foi verificada entre os fatores escarificacdo e condi¢do de embebicdo. O fator regulador
tanto isolado como em interacdo com outros fatores ndo foi significativo pelo teste F (Tabela
1).

Tabela 1. Analise de variancia para as variaveis porcentagem de germinacéo (%G), tempo
médio de germinacdo (Tso) e indice de velocidade de germinacdo (IVG) em sementes de
Annona cacans escarificadas ou ndo, sem embebicdo prévia e embebidas em 0, 250, 500, 1000

e 1500 mg L™ dos reguladores GAs ou GA4+7+6-Benziladenina.

Quadrados médios

%G Tso VG
Regulador (F1) 0,04" 99,3™ 0,001™
Escarificacdo (F2) 900,4™ 914,2™ 1,32™
Condicdo de Embebicio (F3) 88,44™ 1629,1™ 0,12™
F1xF2 0,04" 119,9™ 0,001™
F1xF3 4,44" 90,4" 0,002™
F2xF3 30,97 4337,3™ 0,028"
F1xF2xF3 4,64" 38,8™ 0,002"
CVexp. (%) 61,3 20,2 42,7

" ndo significativo, * e " significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro,

respectivamente, pelo teste F. CVexp.(%) — coeficiente de variacdo experimental.

A escarificagdo promoveu a germinacao das sementes, aumentando sua velocidade média
e diminuindo seu tempo médio de germinagdo. Quando as sementes foram escarificadas e, em
seguida, embebidas em regulador, as sementes apresentaram cerca de 10% de germinacéo e 0,3
de indice de velocidade, significativamente superior aquelas que foram sé escarificadas ou s
embebidas no regulador que apresentaram no maximo 3% de germinacdo e 0,1 de indice de
velocidade. As sementes intactas sem embebicdo ou embebidas em &gua ndo germinaram
(Figura 3).
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Figura 3. Germinacéo (%), tempo médio de germinacéo e indice de velocidade de germinacéo

em sementes de Annona cacans escarificadas ou ndo, sem embebicdo e embebidas em 0, 250,
500, 1000 e 1500 mg L de GAs ou GA4+7+6-BA. Barras representam erro padrao.
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Nas sementes escarificadas, a porcentagem de germinacéo e o indice de velocidade de
germinacdo ndo apresentaram diferencas significativas entre as concentragdes de reguladores
250, 500, 1000 e 1500, porém todas essas apresentaram maiores resultados que as sementes
sem embebicdo prévia ou embebidas em agua deionizada. Os menores tempos médios de
germinacdo foram observados quando as sementes foram escarificadas e embebidas nas
concentragdes de 500, 1000 e 1500 mg L%, independente do regulador utilizado (Figura 3).

Mesmo nao sendo observada diferenca significativa na porcentagem, no tempo médio e
no indice de velocidade de germinacdo entre os dois reguladores utilizados, constata-se pela
frequéncia que a germinacdo das sementes se concentrou em um periodo menor de tempo nas
sementes embebidas em 500 mg L GAu:7+6-Benziladenina (Figura 4-F). Devido a isso,
definiu-se este tratamento como meétodo de superacdo de dorméncia nos experimentos

subsequentes.
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foram significativas ao nivel de 1% de probabilidade de erro (Tabela 2).

Figura 4. Frequéncia germinativa em sementes de Annona cacans escarificadas e embebidas
em 250 (A, E), 500 (B, F), 1000 (C, G) e 1500 (D, H) mg L! de GAs (A-D) ou GA4+7+6-
Benziladenina (E-H).

Efeito do repouso apos a coleta dos frutos na germinacao e dorméncia

Quando os frutos foram submetidos ao repouso apds a coleta, as varidveis estudadas
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Tabela 2. Analise de variéncia para as variaveis porcentagem de germinacéo (%G), tempo
médio de germinagdo (Tso), indice de velocidade de germinagdo (IVG), sincronizacdo (U),
porcentagem de sementes dormentes (%D), porcentagem de sementes mortas (%M) e teor de
fendis totais (%FT) em sementes de Annona cacans provenientes de frutos submetidos ao
repouso apos a coleta.

Quadrados médios Coeficiente de variacdo (%)

%G 2507,0™ 11,6
Tso 106,0™ 8,5
IVG 2,01 13,5
U 1,357 8,7
%D 34,3" 35,2
%M 1172,5™ 17,7
%FT 0,006™ 3,74

“ significativo ao nivel 1% de probabilidade de erro, pelo teste F.

Observou-se diminuicdo na porcentagem e na velocidade de germinacdo das sementes
guando ficaram seis dias ou mais nos frutos apds a coleta, enquanto que o tempo de germinacéo
e 0 nimero de sementes mortas aumentaram. Para as sementes dormentes, observou-se um pico
aos quatro dias de repouso apds a coleta dos frutos, coincidindo com o teor de fendis totais nas

sementes nessa mesma época (Tabela 3).
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Tabela 3. Porcentagem de germinacéo (%G), tempo médio de germinagdo (TMG), indice de
velocidade de germinacéo (IVG), porcentagem de sementes dormentes (%D), porcentagem de
sementes mortas (%M) e teor de fendis totais (%FT) em sementes de Annona cacans
provenientes de frutos armazenados por zero, 2, 4, 6, 8 e 10 dias ap0s a coleta. Antes da

semeadura as sementes foram escarificadas e embebidas em 500 mg L™ de GA4+7+BA.

%G TMG VG %D %M %FT
Tempo Zero 85,5a 209 ¢ 2,2a 05¢c 140¢c 0,62 b
2 dias 88,5a 26,0 bc 19a 55ab 6,0c 0,64 b
4 dias 82,0a 240c 19a 9,0a 90c 0,70 a
6 dias 56,0 b 30,0 ab 1,1b 6,5ab 375b 0,60 b
8 dias 545b 32,0a 1,0b 45b 41,0b 0,60 b
10 dias 24,0c 345a 04c 3,0 bc 73,0a 0,63b

Meédias seguidas pelas mesmas letras minusculas na coluna, ndo diferem estatisticamente pelo
teste Tukey (p<0.05).

As sementes que foram beneficiadas imediatamente ap0s a coleta dos frutos (tempo zero)
apresentaram maior sincronizagdo da germinagdo, na qual observou-se valores
significativamente menores aos demais tratamentos (Figura 5), lembrando que quanto menores
os valores, maior € a sincronizacao. A frequéncia de germinacdo destas sementes se concentrou
aos 16 dias, apresentando uma curva unimodal, ou seja, com uma germinacdao mais uniforme,
ao contrario dos demais tempo de repouso dos frutos, nos quais observaram-se curvas
polimodais, com Vvarios picos, 0 que caracteriza uma desuniformidade na germinacdo (Figura
5).
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Figura 5. Frequéncia germinativa e sincronizacdo (U) em sementes de Annona cacans
provenientes de frutos recém colhidos (A) e armazenados por 2 dias (B). “Significativo pelo

teste Tukey (p<0.05).

Caracteristicas quimicas dos frutos submetidos ao repouso apdés a coleta

Para as caracteristicas quimicas dos frutos todas as variaveis estudadas foram

significativas ao nivel de 1% de probabilidade de erro (Tabela 4).

Tabela 4. Anélise de variancia para as variaveis pH, teor de solidos soltveis (TSS), acidez e

atividade respiratéria (AR) de frutos de Annona cacans submetidos ao repouso apds a coleta.

Quadrados médios Coeficiente de variacéo (%)
pH 0,85~ 2,7
TSS 57,9" 111
Acidez 53,2 2,3
AR 0,007 25,5

“ significativo ao nivel 1% de probabilidade de erro, pelo teste F.
Observou-se um pico na liberagdo de CO> apds quatro dias de armazenamento dos frutos.

Nesta mesma época também se verificou aumento na acidez e diminui¢do do pH e do teor de

solidos soluveis (Figura 6).
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Figura 6. Atividade respiratoria (AR) (A), acidez (B), pH (C) e teor de sélidos soltveis (TSS)
(D) em frutos de Annona cacans recém colhidos ou submetidos ao repouso apds a coleta por 2,
4, 6, 8 e 10 dias. Letras iguais ndo diferem pelo teste Tukey (p<0,05). Barras representam erro
padrdo. Ajuste de equacdo: AR polinomial cubica; Acidez, pH e TSS polinomial quadrética.

Discussao

A escarificacdo associada com a embebicdo em GA4.+7+6-BA apresentou efeito
significativo no aumento da germinacdo das sementes de Annona cacans e estes resultados sdo
apoiados pela observacdo da germinacéo de outras espécies da familia Annonaceae. O efeito
estimulante de giberelinas na superacdo da dorméncia foi constatado em Annona cherimola
(Smet et al., 1999), Annona crassiflora (Silva et al., 2007), atemoia (hibrido Annona squamosa
X Annona cherimola) (Braga et al., 2010), Xylopia aromatica (Socolowski; Cicero, 2011),
Annona emarginata (Corsato et al., 2012), Annona squamosa (Chagas et al., 2013), Annona
coriacea (Dresch et al., 2014), Annona macroprophyllata e Annona purpurea (Ferreira et al.,

2016). A escarificacao foi relatada como um bom método de superacdo de dorméncia para as
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espécies Annona cherimola (Smet et al., 1999), Annona muricata, Annona senegalensis (Sagna
et al., 2012) e Annona squamosa (Sagna et al., 2012; Chagas et al., 2013).

Apesar de apresentar efeito significativo no aumento da germinacdo das sementes, a
escarificacdo e a embebicdo em regulador promoveram a germinacdo de apenas 10% das
sementes, desta forma, pode-se verificar que sementes de Annona cacans também tem sua
germinagdo reduzida em funcdo do repouso dos frutos apds a coleta. Devido as caracteristicas
da curva de liberacdo de CO- dos frutos e de degradagédo de solidos soluveis (Figura 6), pode-
se inferir que 0s mesmos estariam em processo fermentativo, o qual é caracterizado por um
processo de respiracdo anaerébica que libera COz e produz etanol (Fukao; Bailey-Serres, 2004).
Além disso, este etanol também poderia ser oxidado a acido acético (Mamlouk; Gullo, 2013),
0 que poderia contribuir com o aumento da acidez nos frutos observado neste estudo.

Estes acidos organicos causam danos nas membranas celulares (Armstrong; Armstrong,
2001), o que leva a perda da viabilidade das sementes (Ratajczak; Pukacka, 2005), devido a
lixiviagdo de compostos essenciais para 0 metabolismo celular como agucares, aminoacidos e
nutrientes (Rahoui et al., 2010), provocando morte celular. Porém, estes efeitos deletérios, como
perda de germinabilidade, s6 sdo observados quando ha alta concentracdo desses acidos (Tunes
etal., 2012; Himanen et al., 2012) e isto concorda com os dados observados neste estudo, pois
somente apds os quatro dias de repouso, quando houve aumento consideravel na acidez € que
foram verificadas quedas nas variaveis germinativas e aumento da mortalidade das sementes.
Além da acidez, a exposicdo das sementes a baixos valores de pH também prejudica a
germinacdo das sementes, pois quando o pH chegou a cerca de 4,4 observou-se reducdo
significativa da germinagdo das sementes (Tabela 3). Este comportamento é similar a outras
espécies (Paulownia tomentosa, Festuca pratensis, Dactylis glomerata, Trifolium repens e
Medicago sativa ssp. falcata x ssp. sativa), nas quais a germinacao foi diminuida ou ndo ocorreu
em meios com pH menores que 4,5 (Turner et al., 1988; Deska et al., 2011).

Apesar de ndo prejudicar a germinabilidade das sementes até os quatro dias, 0 repouso
dos frutos neste periodo causou um aumento no nimero de sementes dormentes que coincidiu
com um aumento no conteddo de fendis, demonstrando que de alguma maneira o repouso dos
frutos desencadeou algum efeito que causou o aumento dos fendis nas sementes e
consequentemente aumentou sua dorméncia. A partir dos quatro dias de repouso dos frutos, o
teor de fenois totais voltou a cair. Isto pode ser decorrente do fato de acidos ajudarem na
degradacdo de fenois nas sementes (Wada et al., 2011) e, a partir dessa época, verifica-se

aumento na acidez dos frutos, como também, diminui¢do no pH, indicando que a concentracao
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de &cidos nos frutos era grande, o que pode ter degradado parte dos fendis localizados nas
sementes.

O repouso apos a coleta dos frutos por até os quatro dias causa aumento na dorméncia
das sementes, mas a partir deste momento, observa-se perda gradativa da viabilidade das
sementes conforme o tempo que estas permanecem nos frutos. Desta forma, constata-se que o
repouso apos a coleta é prejudicial a germinacéo de sementes de Annona cacans, ao contrario
do observado em outras espécies como Solanun melongena (Passam et al., 2010) e Citrullus
colocynthis (Mahajan; Kumawat, 2013), demonstrando que diferentes espécies, apesar de terem
frutos carnosos, podem apresentar comportamentos distintos durante o repouso apds a coleta
dos frutos. Os dados certificam a importancia do beneficiamento dos frutos de Annona cacans
no mesmo dia da coleta, fato que muitas vezes nao ocorre, pois as vezes o local de coleta é
distante do laboratério de analises, fazendo com que os frutos permanecam em repouso por
alguns dias até o efetivo despolpamento e retirada das sementes.

Além disso, existe a falsa ideia de que o repouso dos frutos ndo altera a germinacao das
sementes, porém este efeito negativo do repouso precisa ser levado em consideracédo, pois como
observado no presente estudo, pode ser prejudicial a germinacdo das sementes. Isto pode
acarretar em erros de interpretacdo em estudos de germinacdo, pois pode-se imaginar que as
sementes apresentam dorméncia muito dificil de ser superada, quando na realidade a baixa
germinacdo pode ser efeito do repouso dos frutos. Desta forma, conclui-se que sementes de
Annona cacans ndo toleram o repouso apos a coleta dos frutos, observando-se perda gradual
primeiramente no vigor e, em seguida, na viabilidade das sementes, conforme o tempo que

permanecem nos frutos.
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CAPITULO 2
LII\/IITA(;AO AS TROCAS GASOSAS NO TEGUMENTO E MANUTEN(;:AO DA
DORMENCIA EM SEMENTES DE Annona cacans WARM.!

Artigo elaborado de acordo com as normas do periédico Annals of Botany.
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Limitacdo as trocas gasosas no tegumento e manutencéo da dorméncia em

sementes de Annona cacans Warm.

e Contexto e Objetivo Ao contréario do observado em vérias espécies da familia Annonaceae,
em Annona cacans somente a embebigcdo em giberelinas ndo é capaz de superar a dorméncia
das sementes e, mesmo sendo permeaveis a dgua, é sugerida a escarificacdo das sementes, 0
que se deve possivelmente aos compostos fendlicos presentes na sua composicao. Desta forma,
0 objetivo deste estudo foi investigar se 0s compostos fendlicos no tegumento sao responsaveis
pela dorméncia de sementes de Annona cacans.

e Métodos Investigou-se a relacdo dos compostos fendlicos com a dorméncia das sementes,
estudando o efeito da escarificacdo e da embebicdo em regulador nas sementes ao longo do
tempo. Para tanto, foram avaliados a germinabilidade, a anatomia das sementes, o teor de fendis
totais, a atividade da enzima polifenoloxidase (PPO), a atividade respiratdria das sementes, o
hormbnio GAs e a atividade de enzimas hidroliticas (atividade amilolitica, lipolitica e
proteolitica total e atividade da a-amilase).

e Resultados Chave O teor de fendis totais e a atividade da PPO no tegumento foram
constantes, desta forma, quando as sementes foram escarificadas, ocorreu aumento na atividade
respiratoria e maior entrada de GA4 nas sementes, aumentando na atividade de enzimas
hidroliticas e culminando na superacdo da dorméncia nessas sementes.

¢ Concluséo O tegumento intacto de sementes de Annona cacans promove condi¢do natural de
hip6xia ao embrido, o que contribui para a manutencdo da dorméncia nessas sementes.

Palavras-chave: compostos fenolicos, enzimas hidroliticas, giberelina, hipoxia, oxigénio.

INTRODUCAO

As sementes de especies da familia Annonaceae geralmente sdo sensiveis a aplicacdo
exogena de giberelinas, que podem atuar na superacdo da dorméncia, como observado em
Annona cherimola (Smet et al., 1999), Annona crassiflora (Silva et al., 2007), Annona
cherimola x A. squamosa (Braga et al., 2010), Xylopia aromatica (Socolowski; Cicero, 2011),
Annona emarginata (Corsato et al., 2012), Annona squamosa (Chagas et al., 2013), Annona
coriacea (Dresch et al., 2014), Annona macroprophyllata e Annona purpurea (Ferreira et al.,

2016). No entanto, em Annona cacans somente a embebi¢do em giberelinas ndo é capaz de
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superar a dorméncia das sementes, sendo necessario também escarifica-las (SJ Dalanhol,
UNESP, BR, unpubl. res.; Capitulo 1).

Considerando-se que sementes intactas de Annonaceae absorvem agua (Ferreira et al.,
2014; Gimenez et al., 2014b) e em Annona cacans, sementes intactas ou escarificadas possuem
0 mesmo padrdo de absorcdo de &gua (Dalanhol et al., 2013), o efeito do tegumento na
dorméncia das sementes pode estar relacionado a limitacdo do crescimento do embrido pela
restricdo mecanica a emergéncia da raiz primaria, pela interferéncia nas trocas gasosas, pelo
suprimento ou bloqueio a saida de inibidores de germinacéo e ainda agindo como um filtro de
luz (Debeaujon et al., 2007).

Com excecdo de restricdo a entrada de agua, os efeitos inibitérios causados pelas
estruturas que circundam o embrido podem ser decorrentes da presenca de compostos fenolicos
nestes tecidos (Debeaujon et al., 2007). Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios
caracterizados por conter um ou mais radicais hidroxila ligados a um anel aromatico. Estas
hidroxilas podem ser oxidadas pela atividade da polifenoloxidase formando uma quinona
(Mayer, 2006). Quando presentes nas camadas de revestimento das sementes podem fixar o
oxigénio, reduzindo sua difusdo para o embrido (Lenoir et al., 1986; Debeaujon et al., 2007;
Bradford et al., 2008).

Esta hipoxia natural promovida pelas camadas que cobrem a semente ajuda na
manutengdo da dorméncia, ndo pela incapacidade do embrido em produzir energia, mas por
aumentar sua sensibilidade ao acido abscisico (ABA) (Benech-Arnold et al., 2006) ou impedir
seu catabolismo (Nambara; Marion-Poll, 2005) e também, pode exigir elevadas concentracdes
de giberelinas (GAs) para promover a germinacdo (Bradford et al., 2008). Estes hormdénios
vegetais (ABA e GAs) possuem efeitos antagonistas e sdo 0s principais responsaveis pela
regulacdo da germinacdo e dorméncia das sementes (Shu et al., 2016), sendo que as GAs
promovem a germinacdo aumentando o potencial de crescimento do embrido e induzindo a
sintese de enzimas que causam o enfraquecimento dos tecidos que envolvem a radicula (Kucera
et al., 2005).

Com base no proposto, hipotetizamos que a oxidagdo dos compostos fendlicos diminui a
atividade respiratoria e a sensibilidade as giberelinas resultando na manutengdo da dorméncia
de sementes de Annona cacans. Desta forma, o objetivo deste estudo foi investigar se os
compostos fenolicos no tegumento séo responsaveis pela dorméncia de sementes de Annona

cacans.
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MATERIAL E METODOS

Material vegetal

Annona cacans Warm. (ariticum cagédo) € uma arvore heliofita com 10 a 30 m de altura
que pertence ao dominio fitogeogréfico da Mata Atléantica, ocorrendo no Brasil e no Paraguai.
A floracdo ocorre em outubro e novembro e a frutificacdo de fevereiro a abril, suas flores séo
avermelhadas e seus frutos sdo obovoides com aréolas apenas delimitadas (Rainer, 2001; Maas
et al., 2001). Assim como em outras Annonaceae, as sementes possuem endosperma ruminado
e embrido pequeno (Judd et al., 2007).

Frutos de Annona cacans foram colhidos do chédo, apds queda espontanea (casca com
coloracéo verde) em dez matrizes localizadas no municipio de Toledo, Parana, Brasil (24°42'S;
53°44'W). O clima da regido ¢ classificado como Cfa (subtropical imido com verdes quentes)
de acordo com o Sistema Internacional de Kdppen. O despolpamento manual foi realizado
imediatamente apds a coleta em laboratorio com peneira. Anteriormente a instalacdo dos
experimentos, as sementes foram secas em ambiente de laboratorio (25°C + 2°C) até atingirem
12% + 2% de umidade com a finalidade de melhorar sua resposta aos tratamentos. Foi realizado
o teste de tetrazolio, com solugédo a 1%, durante 2 horas a 30°C (Gimenez et al., 2014a), para
determinar a viabilidade inicial das sementes.

Nas sementes recém colhidas foram determinados os fendis totais no tegumento e
endosperma separadamente para verificar se eram predominantes em um dos tecidos, e para
definir sua localizacdo exata nas sementes, foi realizada a histoquimica de compostos fenolicos
(Johansen, 1940) e taninos (Mace; Howell, 1974). Também foi realizada a caracterizacdo
anatdmica do tegumento.

Material vegetal em época reprodutiva foi coletado, herborizado e tombado no herbério
do Museu Boténico Municipal de Curitiba (n° 359684) e no herbario BOTU - Irina Delanova
Gemtchujnicov (n° 32452).

Delineamento experimental
Para a avaliacdo da germinacdo, 0 experimento consistiu em quatro tratamentos,

provenientes de um fatorial duplo (2x2), sendo que o primeiro fator foi com e sem embebicéo
durante 28 h (SJ Dalanhol, UNESP, BR, dados ndo publicados) em 500 mg L™ de GA4+7+6-
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Benziladenina (BA) e o segundo fator foi com e sem escarificagdo (desponte com navalha) na
regido oposta a micrapila.

Para as analises de fenais totais, respiracdo, teor de agua, atividade enzimatica, horménios
e anatomia, a partir dos tratamentos citados acima (sem e com embebicdo X sem e com
escarificacdo) foram feitas coletas em cinco épocas: tempo zero (considerado apds 28 horas da
embebicdo nas sementes com regulador), aos seis, 12 e 18 dias apds a semeadura e sementes
germinadas (minimo 2 mm de raiz primaria), originando um fatorial triplo (2x2x5). Nos
graficos de regressao, para a época “germinagdo” utilizou-se a data em que houve um pico na
germinacdo das sementes, sendo inexistente para as sementes sem escarificacdo e sem
regulador, 30 dias para as sementes sem escarificacdo e com regulador, 39 dias para as sementes
com escarificacdo e sem regulador e 20 dias para as sementes com escarificacdo e com
regulador.

Foram coletadas quatro repeticdes de 50 sementes para as andlises de fendis totais,
atividade da enzima polifenoloxidase, atividade de enzimas hidroliticas e GA4, as quais foram
congeladas em nitrogénio liquido e armazenadas em tubos falcon em freezer a -20°C. Para a
atividade respiratoria e o teor de agua, utilizaram-se trés repeticbes de 200 sementes, sendo
realizada no momento da coleta das amostras. Para a anatomia, foram coletadas amostras de 20

sementes para cada tratamento.

AvaliacOes e analises experimentais

Germinabilidade. Quatro repeticbes de 50 sementes foram dispostas em rolos de papel
germiteste e mantidas em germinador com fotoperiodo e temperatura alternados, sendo 16 horas
a 30°C na luz e 8 horas a 20°C no escuro (Costa et al., 2011). Foram determinados a
porcentagem de germinacdo (%G), o tempo médio de germinacado (Tso) (Bewley et al., 2013) o
indice de velocidade de germinacdo (IVG) (Maguire, 1962), a frequéncia germinativa (%F) e a
sincronizacdo (U) (Laboriau; Agudo, 1987), de acordo com as seguintes formulas:

%G:(%) %100 %F:ElN x 100
IVG=3(3) U=-3%(55) *tos (55)]
oD

N
Onde:

N- numero de sementes germinadas por dia;
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T- dias apds a instalacdo do experimento;

Teor de &gua. As pesagens foram realizadas em balanca analitica de precisao e a massa seca
foi obtida apos secagem em estufa de circulacdo forcada a 105°C £ 3°C por 24 horas (Brasil,
2009).

Anatomia. A fixacdo das sementes foi feita em FAA 50 (Johansen, 1940) e as amostras
conservadas em alcool etilico a 70% (Jensen, 1962). As amostras foram desidratadas em série
etilica e incluidas em hidroxietilmetacrilato (historesina) por trés meses. O material foi
seccionado com 8 a 10 um de espessura ¢ colorido com Azul de Toluidina 0,05%, pH 4,7
(O’Brien et al., 1964). Com a finalidade de identificar os tipos celulares presentes no tegumento,
o material fresco foi dissociado em solucéo de acido acético glacial e peréxido de hidrogénio
(1:1) a 60 °C por 24 horas e corado com safranina etandlica 1% (método de Franklin 1945,
modificado por Kraus e Arduin 1997). Os materiais foram analisados em microscopio de luz e
as imagens obtidas digitalmente em fotomicroscopio Zeiss®. As medicdes de comprimento
foram obtidas pelo software ImageJ®. Também foi realizada a caracterizagcdo morfoldgica do

embrido, em suas diferentes fases de desenvolvimento até a emergéncia da raiz primaria.

Teor de fenois totais. A analise foi feita separadamente no tegumento e endosperma (com
embrido), seguindo o método proposto por Blainski et al. (2013). A amostra, seca em estufa a
40°C e triturada em moinho de facas, foi extraida com agua destilada em banho-maria a 80°C.
A reacdo consistiu do extrato acrescido de carbonato de sodio 10,75% e reagente
fosfomolibdotingstico (Folin-Ciocalteau), a leitura foi realizada em espectrofotémetro a 760
nm, apos 30 minutos de reacdo. Utilizou-se pirogalol como padrdo e os resultados foram

expressos em porcentagem de acordo com a farmacopeia brasileira (Brasil, 2010).

Atividade da enzima polifenoloxidase. A analise foi realizada separadamente no tegumento e
no endosperma (com embrido), de acordo com o método de Robinson (1987). Para a extracéo
utilizou-se tampéo fosfato 0,1 M pH 6,5, sendo as amostras centrifugadas a 6500 rpm por 20
minutos (4°C). Para a reacdo, o extrato acrescido de catecol 0,1M foi incubado em banho maria
a 30°C por 30 minutos. A reacéo foi paralisada utilizando-se acido perclorico 2 N e a leitura foi
realizada em espectrofotdbmetro a 395 nm. Os resultados foram expressos em micromol de

catecol transformados por minuto por grama de massa fresca (umol catecol trnsf mint g MF
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1. As amostras de endosperma foram centrifugadas por 1 minuto (6500 rpm) antes da leitura
pois a adi¢do de acido perclorico induz turbidez nestas amostras.

Atividade respiratoria. A liberagdo de CO> pelas sementes foi determinada pelo aparelho de
Pettenkofer, segundo Miller (1964). Neste método, o ar ambiente impulsionado por um aerador
foi “lavado” em dois frascos com NaOH 25%, nos quais o CO2 do ambiente fica retido. Em um
terceiro frasco foi colocada a amostra de sementes e em um altimo frasco o CO2 proveniente
da amostra foi fixado em uma solucdo de 100 mL de Ba(OH)2 0,1N. Apos 1h, trés aliquotas de
10 mL foram tituladas com HCI 0,05N. Para o branco foi feito 0 mesmo procedimento com o
frasco da amostra vazio. A amostra foi seca em estufa a 105°C por 24 horas para determinar a
massa seca. Os resultados foram expressos em miligramas de CO; fixados por grama de massa
seca por hora (mg CO2 g MS™? hY), utilizando-se a seguinte formula: AR=[(B-V).10].N.22/P,
onde: AR: atividade respiratoria; B: volume de HCI gasto na titulacdo do branco (mL); V:
volume de HCI gasto na titulacdo da amostra (mL); N: Normalidade do HCI (0,05 N); P: peso

da amostra (g).

Hormonio GAs. A extracdo do hormonio foi realizada empregando-se metodologia adaptada de
Ma et al. (2013), com solucdo composta por metanol, acetonitrila, &gua Milli-Q e acido acético
(40:40:20:1). A separacdo cromatografica foi feita em HPLC Shimadzu modelo Prominence
composto por desgaseificador de fase movel DGU-20A, sistema de bombeamento quaternario
composto por bombas LC-20AD, autoamostrador modelo SIL-20ACHT, controlador CBM-
20A e forno para colunas modelo CTO-20AC. Foi utilizada coluna Sinergi 2.5 Hydro RP-100A
50x4.6mm, mantida a 40°C durante as determinacdes. O efluente da coluna foi introduzido em
Espectrometro de Massas do tipo Triploquadrupolo (MS/MS) marca AB Sciex modelo 4500
equipado com fonte de ionizacdo tipo ESI (eletrospray) na interface. Os resultados foram

expressos em nanomol por grama de massa fresca (nmol g MF?).

Atividade amilolitica total e da a-amilase. A extracdo e 0s ensaios da atividade das enzimas
foram realizados de acordo com Guglielminetti et al. (1995). Para a extracdo, a amostra foi
macerada em tampéo tris-HCI 0,1 M, pH 7,0, acrescido de NaCl 0,1 M e CaCl, 0,01 M e
centrifugada a 12000 g, a 4°C por 10 minutos. Para a enzima a-amilase, o extrato foi mantido
em banho-maria a 70°C por 15 minutos, com a finalidade de inativar outras amilases. A reacdo
consistiu do extrato acrescido de tampé&o de reacao (acetato de sodio 0,05 M, pH 5,2) e substrato

amido soltvel 2,5% fervido, os quais foram mantidos em banho-maria a 35°C por 15 minutos.
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A quantificagdo dos agucares soluveis resultantes da agdo enzimatica foi realizada pelo método
do &cido dinitrosalicilico (DNS) e para a quantificacdo utilizou-se curva padréo de glicose (0 a
9 umol). Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para liberar 1 umol de acucares redutores por minuto por miligrama de proteina.

Atividade proteolitica total. Para a extracdo, as amostras foram maceradas em tampéo tris-HCI
0,05 M, pH 7,5 e em seguida centrifugadas a 12000 g, a 4°C por 20 minutos (Beevers, 1968).
A reacao enzimatica seguiu o método da azocaseina (Charney; Tomarelli, 1947; Weckenmann;
Martin, 1984), sendo constituido por extrato enzimatico, substrato azocaseina 0,5% e tampéo
fosfato 0,1M, pH 7,0, que foram mantidos em banho-maria a 37°C por 60 minutos. A reagao
foi paralisada com acido tricloroacético 10% e, em seguida, a amostra foi centrifugada para
eliminar o precipitado formado. Ao sobrenadante foi adicionado KOH 5 M e a leitura foi
realizada em espectrofotdmetro a 428 nm. Uma unidade de atividade enzimética (U) foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para degradar 1% do substrato por hora por
miligrama de proteina. Para se obter os valores minimo e maximo de absorbancia sdo
necessarios dois brancos, em ambos o extrato enzimatico foi substituido pelo tampéo e foram
submetidos a todas as etapas da analise, sendo que para a obtencdo do valor maximo nédo ha a
adicao de &cido tricloroacético.

Atividade lipolitica total. Os ensaios foram realizados de acordo com Khor et al. (1986),
Enujiugha et al. (2004) e Lopes et al. (2011). A amostra foi macerada com tampao fosfato (0,1
M, pH 7,0), a qual foi adicionada emulsdo de azeite de oliva (azeite de oliva extra virgem :
goma arabica 7% (1:4)) e incubada em banho-maria a 35°C com agitacao (130 oscila¢cdes por
minuto) durante uma hora. A reacdo foi paralisada com solucdo de acetona:etanol (1:1) e foi
titulada com solucdo de hidroxido de sdédio 0,01 M, utilizando fenolftaleina como indicador.
Para os calculos, utilizou-se solucdo de acido palmitico como padrao de acido graxo. Para cada
tratamento houve um branco da amostra e para o padréo foi realizado um branco somente com
tampdo e emulsdo. Uma unidade de atividade enzimatica (U) foi definida como a quantidade
de enzima necessaria para liberar 1 nanomol de acidos graxos por minuto por miligrama de

proteina.

Proteinas totais. A concentragdo de proteinas totais utilizada na determinacdo das atividades
das enzimas hidroliticas foi realizada de acordo com Bradford (1976), utilizando-se curva

padréo de caseina.
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Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Bartlett para verificar a homogeneidade das
variancias entre os tratamentos. As que se mostraram homogéneas foram submetidas ao teste F
(ANOVA) e suas médias foram comparadas pelo teste Tukey (p<0.05). Os dados néo
homogéneos foram transformados para a realizacdo da andlise estatistica, porém nas tabelas e
graficos mantiveram-se os dados originais. Com a finalidade de observar a tendéncia dos dados
ao longo das épocas avaliadas, procedeu-se ao estudo da regressdo polinomial, utilizando-se a

equacado que melhor se adaptou aos dados (quadratica ou cubica).

RESULTADOS

Para a germinabilidade observou-se interacdo entre os fatores escarificacdo e embebicao
em regulador em todas as variaveis, com exce¢do do tempo médio de germinag&o (Tabela 1),
enquanto que para as variaveis bioquimicas, verificou-se a interacdo tripla dos fatores para todas
as variaveis, com excec¢do dos fendis totais (tegumento e endosperma) e atividade da enzima

polifenoloxidase no tegumento (Tabelas 2 e 3).

Tabela 1. Analise de variancia para as variaveis porcentagem de germinacéo (%G), tempo
médio de germinacao (Tso), indice de velocidade de germinacéo (IVG) e sincronizacéo (U)
em sementes de Annona cacans escarificadas ou ndo e embebidas ou ndo em regulador (500
mg L GA4+7+6-BA).

Quadrados médios

%G Tso VG U
Escarificacdo (F1) 7310 240" 4,48™ 0,40"
Regulador (F2) 6806™ 4388™ 9,02™ 0,10™
F1xF2 4970™ 111" 0,07" 8,15™
CVexp. (%) 6,74 12,87 8,80 15,10

" ndo significativo, “ e " significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro,
respectivamente, pelo teste F. CVexp.(%) — coeficiente de variagdo experimental.
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Tabela 2. Analise de variancia para as variaveis fenois totais do endosperma (FT end.),

fendis totais do tegumento (FT teg.), atividade da enzima polifenoloxidase no endosperma
(PPO end.), atividade da enzima polifenoloxidase no tegumento (PPO teg.), atividade

respiratoria (AR) e teor de agua em sementes de Annona cacans com e sem escarificacao

(F1), com e sem embebicdo em regulador (500 mg L™ GAs+7+6-BA) (F2) em diferentes

épocas de avaliacdo (F3).
Quadrados médios
FT end. FT teg. PPOend. PPO teg. AR  Teor de Agua

Escarificagdo (F1)  1,32™ 0,33™ 0,09™ 0,003  0,06™ 128™
Regulador (F2) 0,01™ 0,37 0,03™ 0,008" 0,03™ 353"
Epoca (F3) 0,03 0,18™ 0,02 0,002 004" 90,6
F1xF2 <0,001" 0,13" 0,05 0,005" 0,01 11,6™
F1xF3 0,02™ 0,01" 0,002" 0,001™  <0,001" 275"
F2xF3 <0,001" 0,04 <0,001" 0,002" 0,004 47,7
F1xF2xF3 0,002" 0,03" 0,01™ 0,002 0,005 55,0
CVexp. (%) 9,13 8,32 39,78 45,26 25,69 5,44

" ndo significativo, “ e " significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro,
respectivamente, pelo teste F. CVexp.(%) — coeficiente de variacdo experimental.

Tabela 3. Analise de variancia para as variaveis GAs, atividade amilolitica total (AAT),
atividade da a-amilase, atividade lipolitica total (ALT) e atividade proteolitica total (APT) em
sementes de Annona cacans com e sem escarificacdo (F1), com e sem embebicdo em
regulador (500 mg L GA4+7+6-BA) (F2) em diferentes épocas de avaliagéo (F3).

Quadrados médios

GA4 AAT a-amilase ALT APT
Escarificacdo (F1) 9,46™ 0,22™ 0,02™ 776" 0,84™
Regulador (F2) 71,6™ 0,02™ 0,001 135" 0,01
Epoca (F3) 044" 0,11 0,03" 80,8" 0,31"
F1xF2 8,82™" <0,001™ <0,001™ 1,52 0,25™
F1xF3 0,12™ 0,04™ 0,01™ 47,0 0,18™
F2xF3 0,34™ 0,009™ 0,008™ 92,6™ 0,10™
F1xF2xF3 0,21™ 0,01™ 0,01™ 50,3™ 0,13
CVexp. (%) 411 559 11,61 35,72 12,85

" ndo significativo, * e " significativo ao nivel de 5% e 1% de probabilidade de erro,
respectivamente, pelo teste F. CVexp.(%) — coeficiente de variacdo experimental.

Caracterizacgao das sementes

A histoquimica para taninos foi negativa no tegumento e endosperma das sementes,
enquanto que a histoquimica para compostos fenolicos foi positiva no tegumento, se estendendo
nas ruminacgdes e negativa no endosperma. Pela anlise de fendis totais, observou-se maior

guantidade desses compostos no tegumento das sementes, sendo que a quantidade verificada
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no endosperma se deve as ruminacgdes que permaneceram aderidas ao endosperma no momento

da andlise (Tabela 4).

Tabela 4. Caracterizacao de sementes recém colhidas de Annna cacans: histoquimica (HQ)
para taninos e compostos fendlicos, e teor de fenois totais (FT).

Caracterizacdo de fenois Resultado

HQ taninos: tegumento e endosperma Negativo

HQ compostos fenolicos: tegumento Positivo (se estendendo nas ruminagdes)
HQ compostos fenolicos: endosperma Negativo

FT tegumento 1,79 %

FT endosperma 0,95 % (ruminacdes)

As sementes de Annona cacans séo achatadas dorsiventralmente, com formato elipsoide,
séo glabras, pericalazais (Figura 1-C,D), albuminosas e possuem endosperma ruminado (Figura
1-A,B) e arilo rudimentar (Figura 1-E). Na regido da pericalaza pode-se observar o sistema
vascular e o canal de enfraquecimento (Figura 1-C,D), o qual no momento da germinacao ira
formar a fenda germinativa, expondo o plugue micropilar (Figura 1-E,F) e permitindo a

emergéncia da raiz primaria.
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200 pm

FIG. 1. Caracterizacdo anatdmica do tegumento de sementes de Annona cacans (ar — arilo
rudimentar, ce — canal de enfraquecimento, em — embrido, en — endosperma, fg — fenda
germinativa, hp — hipdstase, pc — pericalaza, pm — plugue micropilar, ru — ruminacdes, sv —
sistema vascular, tg — tegumento).

Germinabilidade

A escarificacdo associada a embebicdo das sementes em regulador resultou em maior
germinabilidade das sementes de Annona cacans, apresentando maior velocidade e

sincronizacdo da germinacgéo (Figura 3). As sementes sem escarificacdo e sem embebicdo em
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regulador mostraram germinacdo lenta alcancando 6% de germinagdo ao término do
experimento (Figura 2). Para o tempo médio de germinac&o, a escarificacdo e a embebigdo em
regulador isoladamente, promoveram queda significativa nos seus valores (Figura 2). De acordo
com o teste de tetrazolio realizado anteriormente a semeadura, as sementes apresentaram 79%

de viabilidade.

100

80

[o2]
o

Germinacao (%)
N
o

20

0 15 30 45 60 75 90
Dias ap6s a semeadura

—%— (-) escarificagdo (-) regulador —aA— (-) escarificacéo (+) regulador
—6— (+) escarificagdo (-) regulador —8— (+) escarificacéo (+) regulador

FIG. 2. Porcentagem de germinacao acumulada em sementes de Annona cacans com e sem

escarificagdo e com e sem embebicio em 500 mg L de GA4.7+6-Benziladenina. Setas
representam o tempo médio de germinacao (Tso).
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FIG. 3. Frequéncia germinativa, indice de velocidade de germinacao (IVG) e sincronizacao
(U) em sementes de Annona cacans sem escarificacdo e sem embebicao em regulador (500
mg L GAs7+6-Benziladenina) (A); sem escarificagdo e embebidas em regulador (B); com
escarificacdo e sem embebicdo em regulador (C); com escarificacdo e embebidas em
regulador (D). Médias seguidas por letras iguais ndo diferem pelo teste Tukey (p<0.05); letras
minudsculas comparam tratamentos com e sem escarificacdo (coluna); letras maidsculas
comparam tratamentos com e sem embebicdo em regulador (linha). nc — valor néo calculado
devido a baixa germinacao.

Teor de 4gua

As sementes secas continham cerca de 14% de agua e apds a embebicdo em regulador
atingiram cerca de 22% de agua, independente da escarificacdo ou ndo (Figura 4). Desde 0s seis
até os 18 dias observou-se uma estabilizacdo no teor de agua das sementes, exceto para aquelas
que foram escarificadas e embebidas em regulador que aos 12 dias apresentaram um aumento
significativo (Figura 4), o que coincide com 0 momento em que inicia a ruptura da linha de
abscisdo do tegumento nestas sementes (Figura 6-G). Nas sementes germinadas observa-se
aumento no teor de agua o que caracteriza a fase 3 da aquisicao de agua pelas sementes (Figura
4).
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Teor de agua (%)

0 6 12 18 24 30 36 42
Tempo (dias)

—¥— (-) escarificagao (-) regulador ---A---(-) escarificac¢io (+) regulador

— ©- — (1) escarificagdo (-) regulador -3 (+) escarificagao (+) regulador

FIG. 4. Teor de agua (%) em sementes de Annona cacans com e sem escarificacdo, com e
sem embebicdo em 500 mg L de GA4.7+6-Benziladenina em diferentes épocas de avaliagao.
Ajuste de equacédo: sem escarificagdo e sem regulador: linear; demais tratamentos: polinomial

cubica.

Anatomia e morfologia

Apesar de possuir eixo embrionério e cotilédones diferenciados, o embrido de Annona
cacans é pequeno no momento da dispersdo das sementes, com uma rela¢do embrido:semente
(E:S) de 0,13 (Figura 5). O embrido apresentava cerca de 1,2 mm de comprimento na dispersao
das sementes, atingindo aproximadamente 3,6 mm no momento em que ocorre a rompimento
da linha de abscisdo do tegumento e apOs a emergéncia da raiz primaria apresentava
comprimento de cercade 8 mm (Figura5e 6 — A, B e C). Desta forma, verifica-se que o embrido
cresce no interior da semente, sendo observadas células em divisdo celular (Figura 6 — 1),
aumentando seu tamanho em entre 3 a 4 vezes antes de ocorrer a emergéncia da raiz primaria
(Figura 5 e 6).

O tegumento das sementes é constituido por fibras e esclereides de tamanhos e formas
variadas (Figura 6 — D e E; Figura 7) e dispostos de maneira longitudinal, transversal e

entrelacados (Figura 6 — D e E). N&o foi observada uma camada de células em palicada, uma
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caracteristica do tegumento de sementes com dorméncia fisica, confirmando que estas sementes
ndo possuem barreira a entrada de &gua no tegumento.

No momento em que ocorre o rompimento da linha de abscisdo no tegumento das
sementes, alem de ser observado o crescimento embrionario (Figura 6), verifica-se alongamento
das células do endosperma na regido da pericalaza (Figura 6 — G). Esta pressdo interna exercida
pelo alongamento celular do endosperma favorece o rompimento do tegumento junto ao canal
de enfraquecimento, formando a fenda germinativa (Figura 6 — G e H). Desta forma, verifica-
se gque as sementes possuem um mecanismo que possibilita 0 rompimento do tegumento pela
pressao interna do embrido e endosperma, demonstrando que ndo ha uma barreira mecénica a
germinacdo no tegumento das sementes.

O processo germinativo se encerra com a emergéncia da raiz primaria através das
estruturas que a circundam e, em Annonaceae, este processo tem duas etapas: primeira, 0
rompimento do tegumento, como foi citado anteriormente e segunda, pelo rompimento do
endosperma. Neste momento, observa-se a formacgdo de uma protuberéncia no endosperma
micropilar e, esta estrutura ndo se forma apenas pelo alongamento celular, como também é
possivel observar células em processo de divisdo celular durante este processo (Figura 6 — J).
No endosperma lateral, por sua vez, verifica-se que as células estdo vazias, demonstrando que
parte das substancias de reserva possivelmente ja foram utilizadas no processo germinativo
(Figura 6 — K).

Recém colhida Fenda germinativa visivel Germinada

FIG. 5. Caracterizacdo morfologica das fases de crescimento do embrido em sementes de
Annona cacans durante a germinacéo (co — cotilédones, ee — eixo embrionario, em — embri&o,
en — endosperma, tg — tegumento).
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FIG. 6. Anatomia de sementes de Annona cacans. A, B e C — crescimento embrionario; A —
embrido na semente recém colhida; B — embrido no momento do rompimento da linha de
abscisdo do tegumento; C — embrido na semente germinada; D — tegumento em corte
longitudinal; E — tegumento em corte transversal; F — aspecto do endosperma em sementes
recém colhidas; G — aspecto do endosperma no momento do rompimento da linha de absciséo
do tegumento, evidenciando as células em alongamento (setas) e a fenda germinativa; H —
aspecto do endosperma na semente intacta, evidenciando o canal de enfraquecimento do
tegumento; | — células do apice radicular do embrido no momento do rompimento da linha de
abscisdo do tegumento, evidenciando células em diviséo celular; J — protuberancia do
endosperma micropilar, evidenciando células em divisdo celular; K — endosperma lateral no
final do processo germinativo com células sem contetdo (seta). (ce — canal de
enfraguecimento, co — cotilédones, cn — capa nucelar, em — embrido, en — endosperma, fg —
fenda germinativa, hc — hipocotilo, hp — hipdstase, rp — raiz primaria, ru — ruminacoes, tg -
tegumento)
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FIG. 7. Fibras e esclereides dissociados do tegumento de sementes de Annona cacans.

Fendis totais

No tegumento, os teores de fenodis totais foram semelhantes entre os tratamentos
estudados, com excecdo das sementes sem regulador e sem escarificagdo que apresentaram 0s
menores valores de fenois totais no tempo zero e aos 18 dias ap6s a semeadura (Tabela 5). O
teor de fenois totais no endosperma permaneceu constante ao longo das épocas, exceto para as
sementes germinadas que foram previamente escarificadas que apresentaram valores maiores
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(Figura 8). As sementes escarificadas independente da embebigdo em regulador apresentaram
valores significativamente superiores as sementes ndo escarificadas (Tabela 5).

Tabela 5. Teor de fendis totais (%) no tegumento e no endosperma de sementes de Annona
cacans com e sem escarificacdo, com e sem embebi¢io em 500 mg L™ de GA4+7+6-
Benziladenina em diferentes épocas de avalia¢ao. Dados relativos a interacédo dos fatores
escarificacdo e regulador.

Tegumento Endosperma
Epoca Escarificacéo Embebicio em 500 mg L de GA4.7+6-BA
Sem Com Sem Com

Zer0 Sem 1,45 bA 1,73 aA 0,24 bA 0,28 bA
Com 1,71 aA 1,71 aA 0,50 aA 0,50 aA
6 dias Sem 1,63 aA 1,61 aA 0,31 bA 0,32 bA
Com 1,68 aA 1,67 aA 0,49 aA 0,51 aA
12 dias Sem 1,49 aA 1,64 aA 0,28 bA 0,30bA
Com 1,62 aA 1,74 aA 0,51 aA 0,55 aA
18 dias Sem 1,59 bB 1,95aA 0,24 bA 0,26 bA
Com 1,88 aA 2,09 aA 0,46 aA 0,51 aA
Germinadas Sem - 1,75aA - 0,32 bA
Com 1,75 aA 1,69 aA 0,67 aA 0,67 aA

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna, dentro de cada
época, nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 8. Teor de fendis totais (%) no endosperma de sementes de Annona cacans sem
escarificacdo e sem embebicdo em 500 mg L™ de GA4+7+6-Benziladenina (A), sem
escarificacdo e com embebicéo em regulador (B), com escarificacdo e sem embebicdo em
regulador (C) e com escarificacdo e com embebicdo em regulador (D) em diferentes épocas
de avaliagdo. Ajuste de equacdo: A: polinomial quadratica; B, C e D: polinomial cubica.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

Atividade da enzima polifenoloxidase

As sementes que ndo foram escarificadas e nem embebidas em regulador néo
apresentaram atividade da enzima polifenoloxidase no endosperma, apresentando valores
significativamente menores que os das sementes escarificadas em todas as épocas avaliadas
(Tabela 6). Aos seis dias foi possivel distinguir os tratamentos, sendo que a maior atividade da
enzima foi observada nas sementes escarificadas e com regulador, quando comparada com as
sementes ndo escarificadas, independente da presenca de regulador (Tabela 6). Nas sementes
que foram somente escarificadas ou somente embebidas em regulador observou-se aumento
significativo na atividade da enzima quando as sementes germinaram (Figura 9).

A atividade da enzima polifenoloxidase no tegumento foi constante em todos 0s
tratamentos, independente da época. Apenas nas sementes que ndo foram escarificadas nem
embebidas em regulador que se observou diminuicéo significativa na atividade da enzima no

tempo zero (Tabela 6).
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Tabela 6. Atividade da enzima polifenoloxidase no tegumento e endosperma de sementes de
Annona cacans com e sem escarificagdo, com e sem embebigdo em 500 mg L™ de GA4+7+6-
Benziladenina em diferentes épocas de avaliacdo. Dados relativos a interacéo dos fatores
escarificacao e regulador.

Tegumento Endosperma
Epoca Escarificacéo Embebicio em 500 mg L de GA4+7+6-BA
Sem Com Sem Com

Zero Sem 0,06 bA 0,10 aA 0 bA 0,03 aA
Com 0,13 aA 0,06 aA 0,06 aA 0,07 aA
6 dias Sem 0,03 aA 0,07 aA 0 bA 0,05 bA
Com 0,07 aA 0,10 aA 0,10 aA 0,12 aA
12 dias Sem 0,07 aA 0,11 aA 0 bB 0,09 aA
Com 0,05 aA 0,09 aA 0,09 aA 0,10 aA
18 dias Sem 0,05 aA 0,08 aA 0 bA 0,07 aA
Com 0,06 aA 0,08 aA 0,07 aA 0,11 aA
Germinadas Sem - 0,07 aA - 0,18 aA
Com 0,07 aA 0,07 aA 0,22 aA 0,13 bB

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, dentro de cada
época, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 9. Atividade da enzima polifenoloxidase (PPO) (umol catecol trnsf min't gt MF) no
endosperma de sementes de Annona cacans sem escarificagdo e sem embebi¢do em 500 mg
L de GAs+7+6-Benziladenina (A), sem escarificacdo e com embebicdo em regulador (B),
com escarificacdo e sem embebicdo em regulador (C) e com escarificacdo e com embebicédo
em regulador (D) em diferentes épocas de avaliacdo. Ajuste de equacgdo: A, B e C: polinomial
clbica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao

nivel de 5% de probabilidade de erro.
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Papel do tegumento na respiracao das sementes

A escarificacdo das sementes promoveu um aumento na atividade respiratdria, o qual foi
mais evidente aos seis dias (Tabela 7). Aos 12 dias as sementes escarificadas e com regulador
apresentaram declinio na atividade respiratoria, o que coincide com 0 momento em que inicia
a ruptura da linha de abscisdo do tegumento nestas sementes (Figura 10). Apds a germinacgéo

constatou-se aumento da respiragdo em todos os tratamentos (Figura 10).

Tabela 7. Atividade respiratoria em sementes de Annona cacans com e sem escarificacao,
com e sem embebic&o em 500 mg L™ de GA4+7+6-Benziladenina em diferentes épocas de
avaliacdo. Dados relativos a interacdo dos fatores escarificacdo e regulador.

Embebicdo em
Epoca Escarificacio 500 mg L de GA4.7+6-BA

Sem Com
Zero Sem 0aB 0,04 bA
Com 0,05 aB 0,11 aA
6 dias Sem 0,03 bA 0,03 bA
Com 0,11 aB 0,17 aA
12 dias Sem 0,08 aA 0,05 aA
Com 0,08 aA 0,08 aA
18 dias Sem 0,05 aA 0,06 aA
Com 0,11 aA 0,09 aA
Germinadas Sem i} 0,26 aA
Com 0,21 aB 0,29 aA

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna, dentro de cada
época, nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 10. Atividade respiratdria (AR) (mg CO, g MS™ h'!) em sementes de Annona cacans
sem escarificacdo e sem embebicdo em 500 mg L de GA4+7+6-Benziladenina (A), sem
escarificacdo e com embebicéo em regulador (B), com escarificacdo e sem embebicdo em
regulador (C) e com escarificacdo e com embebicdo em regulador (D) em diferentes épocas
de avaliacdo. Ajuste de equacdo: A: polinomial quadratica; B, C e D: polinomial cubica.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

GA4

As sementes embebidas em regulador, evidentemente, apresentaram maior contetdo de
GAs, porém verifica-se que nas sementes que foram também escarificadas, os valores séo
superiores aos das sementes somente com embebicdo em regulador (Tabela 8). Isto demonstra
um efeito sinérgico da escarificacdo e da embebicdo em regulador sobre o conteido de GA4 nas
sementes.

Para a maioria dos tratamentos observa-se diminui¢cdo no contetdo de GA4 até os seis
dias, com excecdo das sementes que foram so escarificadas que apresentaram aumento de GA4
somente apos a germinacao (Figura 11). Apesar de se observar diminuicdo gradual de GA4 nas
sementes escarificadas e embebidas em regulador ao longo das épocas, ainda assim seus valores

séo superiores aos observados nos demais tratamentos (Figura 11).
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Tabela 8. GAs em sementes de Annona cacans com e sem escarificagédo, com e sem embebic¢éo
em 500 mg L de GA4+7+6-Benziladenina em diferentes épocas de avaliagdo. Dados relativos
a interacao dos fatores escarificacao e regulador.

Embebicdo em

Epoca  Escarificagio 500 mg L™ de GA47+6-BA
Sem Com

Zero Sem 0,047 aB 2,40 bA
Com 0,012 bB 12,28 aA
6 dias Sem 0,002 aB 1,49 bA
Com 0,009 aB 7,63 aA
12 dias Sem 0,005 aB 1,95 bA
Com 0,01aB 5,99 aA
18 dias Sem 0,005 aB 1,64 bA
Com 0,004 aB 5,37 aA
Germinadas Sem - 1,38 bA
Com 0,06 aB 5,49 aA

Médias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e minuscula na coluna, dentro de cada
época, nao diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 11. GA; (nmol g MF) em sementes de Annona cacans sem escarificagio e sem
embebigdo em 500 mg L* de GA4:7+6-Benziladenina (A), sem escarificagio e com
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embebicdo em regulador (B), com escarificacdo e sem embebicdo em regulador (C) e com
escarificacdo e com embebicdo em regulador (D) em diferentes épocas de avaliagdo. Ajuste

de equacdo: A, C e D: polinomial quadratica; B: polinomial cubica. Médias seguidas pela

mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de
erro.
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Enzimas hidroliticas

Sementes escarificadas com embebicdo em regulador apresentaram maior atividade

amilolitica total e da a-amilase, quando comparadas aos demais tratamentos no tempo zero

(Tabela 9). Neste mesmo tratamento observa-se pequena diminui¢do na atividade destas

enzimas dos seis aos 18 dias, mas que volta a aumentar apos a germinacdo (Figuras 12 - D e

13 — D). Nas sementes germinadas observa-se aumento na atividade das enzimas (Figuras 12 e

13).

Tabela 9. Atividade amilolitica total (AAT) e atividade da a-amilase no endosperma (com

embrido) de sementes de Annona cacans com e sem escarificacdo, com e sem embebi¢éo em
500 mg L de GA4+7+6-Benziladenina em diferentes épocas de avaliagdo. Dados relativos a
interacao dos fatores escarificagado e regulador.

AAT a-Amilase
Epoca Escarificacédo Embebicdo em 500 mg L de GA4.7+6-BA
Sem Com Sem Com

Zero Sem 0,17 aA 0,19 bA 0,15 aA 0,16 bA
Com 0,20 aB 0,41 aA 0,15 aB 0,29 aA
6 dias Sem 0,23 aA 0,26 bA 0,20 aA 0,20 aA
Com 0,26 aA 0,30 aA 0,19 aA 0,23 aA
12 dias Sem 0,24 aA 0,25 aA 0,22 aA 0,21 aA
Com 0,27 aA 0,29 aA 0,22 aA 0,19 aA
18 dias Sem 0,22 bA 0,24 aA 0,17 aA 0,21 aA
Com 0,30 aA 0,27 aA 0,19 aA 0,16 bA
Germinadas Sem - 0,34 bA - 0,27 aA
Com 0,74 aA 0,62 aB 0,41 aA 0,29 aB

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, dentro de cada
época, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 12. Atividade amilolitica total (U mg™) (AAT) no endosperma (com embrio) de
sementes de Annona cacans sem escarificacdo e sem embebicdo em 500 mg L de GA4+7+6-
Benziladenina (A), sem escarificacdo e com embebigdo em regulador (B), com escarificacdo e
sem embebicdo em regulador (C) e com escarificacdo e com embebicdo em regulador (D) em

diferentes épocas de avaliacdo. Ajuste de equacdo: A: polinomial quadréatica; B, C e D:
polinomial cubica. Médias seguidas pela mesma letra nao diferem estatisticamente pelo teste

Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

59



0,4 H(-) escarificacéo 0,4 F(-) escarificacdo
(-) regulador (+) regulador a
& 03 a 203
= b ab b = bc bc b
€ S Ic
£o02 /o/—o\ go2
3 3
01 01
R2=0,9484 A R2=0,9961 B
0 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1 1
0 6 12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30 36 42
Tempo (dias) Tempo (dias)
04 | (+)escarificagdo a 0,4 F(+)escarificagdo
(-) regulador (+) regulador
E‘ 0,3 | g 0,3 O a
= = 2 bc
< < 02 b & c
° 01 ° 01 |
’ R2 = 0,9954 C " | Re=0,7788 D
0 1 1 1 1 1 1 O 1 1 1 1 1 1
0 6 12 18 24 30 36 42 0 6 12 18 24 30 36 42
Tempo (dias) Tempo (dias)

FIG. 13. Atividade da a-amilase no endosperma (com embrido) de sementes de Annona
cacans sem escarificacdo e sem embebicdo em 500 mg L™ de GA4+7+6-Benziladenina (A),
sem escarificacdo e com embebicdo em regulador (B), com escarificacdo e sem embebicdo em
regulador (C) e com escarificacdo e com embebicdo em regulador (D) em diferentes épocas
de avaliagdo. Ajuste de equacdo: A: polinomial quadratica; B, C e D: polinomial cubica.
Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de
5% de probabilidade de erro.

No tempo zero e aos seis dias observa-se maior atividade lipolitica total nas sementes que
ndo foram escarificadas (Tabela 10). Neste mesmo tratamento, a atividade lipolitica total foi
observada desde o tempo zero, se estabilizando nas sementes sem regulador ou aumentando nas
sementes com regulador (Figura 14 — A e B). Em contrapartida, nas sementes que foram
escarificadas ndo houve atividade enzimatica até os seis dias, as quais apresentam um pico entre
12 e 18 dias (Figura 14 — C e D).

No tempo zero, para a atividade proteolitica total, verifica-se que as sementes
escarificadas com embebicdo em regulador apresentaram maior atividade que as sementes dos
demais tratamentos (Tabela 10). Aos 12 e 18 dias, observou-se maior atividade da enzima nas
sementes que foram escarificadas (Tabela 10). As sementes que foram sé escarificadas ou s
embebidas em regulador apresentaram atividade constante ao longo das épocas, apresentando
aumento somente apds a germinacgéo, enquanto que nas sementes escarificadas com embebicéo,
a atividade proteolitica total teve um pico aos 18 dias, momento em que ocorre a ruptura da

linha de abscisdo no tegumento dessas sementes (Figura 15).
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Tabela 10. Atividade lipolitica total (ALT) e atividade proteolitica total (APT) no endosperma

(com embri&o) de sementes de Annona cacans com e sem escarificagdo, com e sem embebicéo

em 500 mg L de GA4+7+6-Benziladenina em diferentes épocas de avaliagio. Dados relativos
a interacdo dos fatores escarificacdo e regulador.

ALT APT
Epoca Escarificacéo Embebicio em 500 mg L de GA4+7+6-BA
Sem Com Sem Com

Zer0 Sem 11,8 aA 4,3 aB 0,28 aA 0,22 bA
Com 0 bA 0 bA 0,19 aB 0,46 aA
6 dias Sem 7,3 aA 7,6 aA 0,43 aA 0,26 aA
Com 0,67 bA 0 bA 0,24 bA 0,33 aA
12 dias Sem 6,3 aB 15,6 aA 0,37 bA 0,19 bA
Com 51aA 7,9 bA 0,54 aA 0,48 aA
18 dias Sem 8,8 aA 7,1aA 0,27 bA 0,18 bA
Com 3,29 bB 10,0 aA 0,43 aB 1,69 aA
Germinadas Sem - 18,5 aA - 0,54 bA
Com 0aB 5,48 bA 1,27 aA 0,83 aB

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na linha e mindscula na coluna, dentro de cada
época, ndo diferem estatisticamente pelo teste Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 14. Atividade lipolitica total (U mg™?) (ALT) no endosperma (com embri&o) de sementes
de Annona cacans sem escarificacdo e sem embebicdo em 500 mg L™ de GA4+7+6-
Benziladenina (A), sem escarificagdo e com embebigdo em regulador (B), com escarificacdo e
sem embebicdo em regulador (C) e com escarificagdo e com embebicdo em regulador (D) em
diferentes épocas de avaliagdo. Ajuste de equacédo: A e C: polinomial quadratica; B e D:
polinomial cubica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.
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FIG. 15. Atividade proteolitica total (U mg™?) (APT) no endosperma (com embrido) de
sementes de Annona cacans sem escarificacio e sem embebicdo em 500 mg L de GA4+7+6-
Benziladenina (A), sem escarificacdo e com embebicdo em regulador (B), com escarificacdo e
sem embebicdo em regulador (C) e com escarificagdo e com embebicdo em regulador (D) em

diferentes épocas de avaliacdo. Ajuste de equacdo: A e C: polinomial quadratica; B e D:
polinomial cubica. Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de probabilidade de erro.

DISCUSSAO

O tegumento intacto de sementes de Annona cacans tem o papel de promover uma
condicdo natural de hipoxia ao embrido devido a oxidacdo de fenois pela enzima
polifenoloxidase. Quando as sementes sdo escarificadas, a disponibilidade de oxigénio para o
embrido aliada a embebicéo das sementes em GAs+7+6-BA aumentam os niveis endogenos de
GA4, 0 que causa aumento na atividade de enzimas hidroliticas e culmina na superacdo da
dorméncia nessas sementes.

A escarificacdo das sementes ajudou na superacdo da dorméncia em outras espécies de
Annonaceae. Em Annona squamosa, Chagas et al. (2013) verificaram que mesmo o tegumento
sendo permeavel & agua, a escarificacdo foi importante para aumentar a velocidade de

germinacdo das sementes. Para as espécies Annona muricata, Annona squamosa e Annona
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senegalensis a melhor porcentagem de germinagéo foi observada nas sementes escarificadas
(Sagna et al., 2012), mas neste caso 0s autores relataram que a escarificagdo permitiu a entrada
de &gua e oxigénio nas sementes, mesmo sem estudos de embebicéo e anatomia.

Sabe-se que diversas Annonaceae possuem tegumento permeavel a agua, como Annona
diversifolia, Annona purpurea (Ferreira et al., 2014), e Annona emarginata (Gimenez et al.,
2014b). Para Annona cacans isto também foi confirmado (Dalanhol et al., 2013), visto que as
sementes escarificadas ou ndo apresentam o mesmo padréo inicial de absorcdo de agua (Figura
4), além de ndo possuirem uma camada de células em palicada no tegumento que seria uma
caracteristica de sementes com impermeabilidade do tegumento a agua (Figura 6).

Se as sementes absorvem &gua, por que a escarificacdo ajudaria na superacdo da
dorméncia? A oxidacdo dos fendis presentes no tegumento pela acdo da enzima
polifenoloxidase forma uma barreira quimica a entrada de oxigénio nas sementes. Esta enzima
utiliza como substratos o0 oxigénio e os fenodis (Mayer, 2006), desta forma, quando esta ativa
acaba consequentemente retendo parte do oxigénio no tegumento das sementes. Este fendmeno
também ja foi observado em sementes de cevada (Lenoir et al., 1986), contribuindo para a
manutencdo da dorméncia nessas sementes. Porém, no caso das sementes de cevada, este
blogueio ao oxigénio ndo interferiu na respiracdo do embrido, que seguiu pela via anaerébica
(Benech-Arnold et al., 2006), mas ajudou na manutencdo da dorméncia mantendo altos niveis
de ABA (Bradford et al., 2008).

De todos os tratamentos avaliados, verifica-se que apenas as sementes que foram
escarificadas e embebidas em regulador superaram a dorméncia completamente, pois a
germinacao foi mais rapida e sincronizada (Figuras 2 e 3), ocorrendo em menos de 30 dias
(Sautu et al., 2007). Nestas sementes, observou-se o efeito sinérgico da escarificacdo e do
regulador, sendo que a escarificagdo aumentou a respiracdo das sementes e a0 mesmo tempo,
permitiu maior entrada do regulador. A elevada concentracdo de GA4 apds a embebicdo no
regulador (tempo zero), comparada aos demais tratamentos, foi 0 que permitiu a ativacao das
enzimas amiloliticas e proteoliticas neste periodo. As giberelinas sdo conhecidas por estimular
a germinacdo induzindo a sintese de enzimas hidroliticas, as quais sdo responsaveis pela
mobilizagdo de reservas e estimulam a expansdo do embrido (Finkelstein et al., 2008). Esta
ativacdo de amilases ja no tempo zero (Tabela 9, Figuras 12 e 13), garantiu suprimento de
combustivel para a respiracdo (Streb; Zeeman, 2012), que apresentou um pico aos seis dias,
produzindo energia para 0 crescimento embrionario que ocorreu proximo aos 12 dias nestas

sementes.
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As sementes que foram sO escarificadas ou s6 embebidas em regulador também
apresentaram porcentagem de germinacdo elevada, porém com menor velocidade e
sincronizacao, ou seja, sua germinacdo se estendeu ao longo do tempo, demonstrando que 0s
fatores isolados diminuiram o blogueio a germinacdo, mas ndo superaram totalmente a
dorméncia das sementes.

Sé a escarificagdo das sementes além de aumentar a respiracdo (Tabela 7, Figura 10),
induziu a germinacdo das sementes sem precisar da embebicdo em regulador, pois nao foi
observada alteragdes no contetdo de GA4 nas sementes (Tabela 8, Figura 11), entdo o que
promoveu a germinacdo foram as giberelinas que ja estavam na semente, aliado a
disponibilidade de oxigénio. Bradford et al. (2008) verificou que quanto maior a
disponibilidade de oxigénio, menor sera a concentracdo de giberelina necessaria para promover
a germinacdo das sementes, pois sem privacdo de oxigénio o embrido fica mais sensivel aos
efeitos das giberelinas.

Apesar de apresentar baixa respiracdo, s6 a embebicdo em regulador também levou a
germinacdo das sementes. Apesar do tegumento ser uma barreira a entrada do GA4, ainda assim
a quantidade de regulador que entrou na semente foi suficiente para induzir sua germinacéo.
Neste caso, 0 tegumento intacto permitiu entrada de menor quantidade de regulador, pois as
vezes 0 tegumento pode ser permeavel a dgua, que possui uma molécula pequena (PM=18),
mas ser pouco permedvel a moléculas maiores como 0 GA4 (PM=332,4) (Mattana et al., 2012).
Além disso, em condicGes de baixa concentracdo de oxigénio, o embrido pode precisar de mais
giberelina para promover a germinacdo das sementes, pois nessas condi¢des além dos niveis de
ABA que se mantiveram elevados, o embrido estd mais sensivel aos seus efeitos (Benech-
Arnold et al., 2006; Bradford et al., 2008). Ao contrério das sementes com disponibilidade de
oxigénio, neste tratamento sé com embebicdo em regulador foi observada maior atividade
lipolitica ao longo das épocas avaliadas (Tabela 10, Figura 14), indicando que, possivelmente,
na auséncia de oxigénio a producéo de energia para o embrido pode se dar pela degradacgéo de
lipideos.

A atividade lipolitica geralmente é detectada apds a emergéncia da raiz primaria, pois o
acucar proveniente do metabolismo do glicerol e &cidos graxos é utilizado principalmente para
0 crescimento da plantula (Quettier; Eastmond, 2009). Porém, neste estudo, foi verificada a
atividade lipolitica desde o tempo zero, principalmente nas sementes que nao foram
escarificadas. Isto se explica pelo fato de que em condigdes de hipoxia hd um aumento na
atividade de fosfolipases (Reggiani; Laoreti, 2000), enzimas que hidrolisam a membrana celular

produzindo &cidos graxos livres (May et al., 1998; Bewley et al., 2013) que também podem ser
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detectados na andlise realizada. Isto somado ao fato de giberelinas atuarem na ativacdo de
lipases de degradacédo de reservas (Fernandez; Staehelin, 1987), explica o fato das sementes
sem escarificacdo, mas com embebicdo em regulador apresentarem os maiores valores de
atividade lipolitica total.

A escarificacdo das sementes de Annona cacans pode ativar algum mecanismo de defesa
da semente contra a predagdo, pois nestas condigdes verifica-se aumento nos fenois do
endosperma (Tabela 5, Figura 8). O estresse por herbivoria induz a sintese da enzima
fenilalanina amonio liase - PAL (Hu et al., 2009), a qual tem papel chave na sintese de fendis
(Tsao, 2010). Estes, por sua vez, tem efeito toxico para muitos herbivoros, pois atuam como
inibidores enzimaticos, podendo atrasar ou impedir a digestdo dos alimentos, fazendo-os
evitarem esse tipo de fonte nutricional (Appel, 1993). Porém, este aumento dos compostos
fenolicos no tegumento ndo resultou em aumento da dorméncia, demonstrando que a
interferéncia desses compostos, em Annona cacans, se reflete somente em uma barreira quimica
no tegumento.

Acredita-se que nas sementes de Annona cacans a presenca de fendis seja uma
caracteristica derivada adquirida para evitar a predacdo das sementes enquanto o animal se
alimenta da polpa. Em outra espécie da familia Annonaceae (Mezzettia parviflora) ja foi
verificado que o tegumento evoluiu suas propriedades mecanicas, apresentando células
adensadas e grande resisténcia a fratura, o que confere um obstaculo a predacao por insetos e
herbivoros, porém mamiferos de grande porte ainda conseguem se alimentar das sementes,
guebrando-as pela mastigacdo (Lucas et al., 2012). No caso de Annona cacans, isso poderia hdo
ocorrer, pois a ingestdo de fenois pode ser toxica para os animais, dificultando sua digestdo,
fazendo-os talvez, se alimentar da polpa evitando mastigar as sementes ou mesmo engoli-las.

Apesar de ser uma barreira mecanica para a predacdo, pode-se inferir que o tegumento
ndo é duro o suficiente para impedir mecanicamente a germinacdo das sementes de
Annonaceae, pois apds a embebicdo, ocorre um aumento no volume do endosperma e no
tamanho do embrido gerando pressdo suficiente para romper a linha de abscisdo localizada na
regido da pericalaza das sementes (Figuras 1 e 6; Lucas et al., 2012; Martinez-Maldonado et
al., 2013). Este evento provoca uma rachadura no tegumento a partir da regidao micropilar e
antecede a emergéncia da raiz primaria (Silva et al., 2007). Isto evidencia que o bloqueio a
germinacao existente no tegumento de sementes de Annona cacans ndo é devido a uma barreira
mecanica & germinagdo, mas sim a uma barreira quimica a entrada de oxigénio exercida pela

oxidacdo dos fendis.

65



A estrutura do tegumento e 0s mecanismos observados nas sementes podem ter uma
funcdo bioldgica importante, pois, levando-se em consideracdo as observacdes de Annona
cacans no seu habitat natural, verifica-se que a dispersdo das sementes ocorre no inicio do
outono, quando as temperaturas estdo ficando baixas. Este frio associado com a umidade do
solo dessas regides (Mata Atlantica) pode elevar a biossintese de giberelinas (Kucera et al.,
2005), aumentando seus niveis nas sementes. Durante esta estacao fria, 0s compostos fendlicos
do tegumento sdo oxidados aos poucos, mas com o tempo podem se esgotar e a eficcia desta
barreira ao oxigénio pode diminuir (Bradford et al., 2008) mas, ao mesmo tempo, estes fendis
podem ajudar a manter a semente viva, impedindo sua predacdo (Appel, 1993). Conforme o
tegumento fica permeavel ao oxigénio, os niveis de ABA podem diminuir e quando as
temperaturas voltarem a subir, provavelmente o balanco ABA:GA estara baixo, o que podera
promover a germinacao, aliado a temperaturas entre 20 e 30°C que sdo observadas no verdo

dessas regides.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

O repouso dos frutos, apesar de ser recomendado com a finalidade de facilitar o
beneficiamento das sementes, mostrou-se prejudicial a germinacdo das sementes de Annona
cacans. Observa-se perda gradual de vigor e viabilidade nas sementes conforme permanecem
mais tempo nos frutos em repouso. Aos dois dias de repouso ha uma diminui¢cdo na
sincronizacao da germinacéo, aos quatro dias ha um aumento nas sementes dormentes e, a partir
dos seis até os dez dias verifica-se aumento crescente na mortalidade das sementes. Este pode
ser o principal motivo pelo qual estas sementes ndo respondiam a tratamentos de superacao de
dorméncia em estudos anteriores, pois os frutos eram deixados em repouso sem o cuidado de
gue entrariam em processo fermentativo e se isso poderia causar algum dano a germinacao das
sementes.

Sementes de Annona cacans possuem tegumento fibroso, impregnado por compostos
fendlicos que se estendem até as ruminacdes, desta forma, antes de embeber as sementes em
reguladores vegetais é necessario escarifica-las, procedimento que além de aumentar a atividade
respiratoria do embrido, também permite maior entrada de regulador na semente, o que culmina
com a superacdo da dorméncia nessas sementes. Lembrando que s6 a presenca de compostos
fendlicos em si, ndo é capaz de segurar o0 oxigénio no tegumento das sementes, devendo também
apresentar atividade da enzima polifenoloxidade (PPO), a qual é a responsavel pela fixacdo do
oxigénio aos compostos fendlicos. Sugere-se para estudos posteriores verificar se ha um local
especifico no tegumento em que ocorre a atividade da enzima PPO, pois se 0 tegumento é
fibroso, composto por células mortas com funcdo de sustentacdo, onde estaria ocorrendo a
atividade da enzima PPO?

Sementes intactas de Annona cacans apresentaram alta atividade lipolitica total quando
secas (12% de &gua — tempo zero), sugerindo que as sementes apos a secagem entrariam em
um processo de degradacdo de lipideos de membrana celular, o que poderia causar sua
desestabilizacdo, explicando a baixa longevidade dessas sementes em armazenamento (dados
ndo publicados). Annona cacans é nativa da Mata Atlantica e, portanto, é dispersa em um
ambiente Umido, onde permanece até que ocorra a germinagdo, ou seja, pode ndo estar adaptada
a secagem e, quando é submetida a este procedimento em laboratorio pode desencadear um
processo de auto-destruicdo pela agéo de lipases.

Em estudos posteriores que envolvam a propagacao desta espécie, sugere-se que os frutos
sejam beneficiados no mesmo dia da coleta e que as sementes sejam escarificadas e embebidas

em giberelina, desta forma, a germinacéo sera mais rapida e uniforme, o que diminuiria o tempo
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de viveiro das mudas, além de evitar que as plantulas figuem vulneraveis a pragas e doencas.
Lembrando que a escarificacdo ou a embebigdo em regulador, isoladamente, sdo capazes de
promover a germinacdo das sementes, podendo ser sugeridos somente a embebicdo em
regulador em caso de pouca mao de obra para escarificacdo, ou entdo, somente a escarificacdo
em caso de poucos recursos para a compra do regulador vegetal.
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6 CONCLUSOES
Conclui-se que o repouso apo6s a coleta dos frutos € prejudicial a germinacdo de sementes

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

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