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RESUMO

A expansao do mercado das pimentas tem contribuido para que essa seja uma das olericulas
mais importantes do agronegdcio brasileiro. No entanto uma das principais limitagdes dessa
expansao ¢ a oferta no mercado de sementes com alta qualidade. Em sementes de pimenta
observa-se geralmente germinacdo lenta e irregular o que dificulta os tratos culturais, além de
aumentar o custo e a producdo. Neste trabalho foram avaliadas a qualidade fisiologica e a
expressdo de enzimas em sementes de pimenta habanero (Capsicum chinense Jacquim)
durante o armazenamento. Sementes de pimenta habanero armazenadas por diferentes
periodos (1 a 21 semanas), armazenadas em camara fria 4 10°C e 40% de umidade relativa,
foram submetidas a testes de germinagdo e vigor para a avaliagdo da qualidade fisiologica das
sementes. Foi avaliada expressdo de enzimas responsdveis pela mobilizagdo de reservas
(esterase, isocitrato-liase e endo-B-mananase), a das ligadas a respiragao (malato
desidrogenase, alcool desidrogenase) e a das enzimas com atividade antioxidante (catalase,
peroxidase, superoxido dismutase), por meio da técnica de eletroforese. Os melhores
resultados da qualidade fisioldgica, avaliada por meio dos testes de germinagdo e primeira
contagem de germinagdo foram em sementes armazenadas por 20 semanas. Diante desses
resultados infere-se que as sementes encontravam-se dormentes at¢ a 20* semana de
armazenamento. As atividades das enzimas endo-B-mananase, isocitrato liase, esterase,
peroxidase, catalase, malato desidrogenase e alcool desidrogenasse variam em sementes de
pimenta armazenadas por diferentes periodos. Nao houve variagao significativa da expressao
da enzima endo-f-mananase em sementes armazenadas por diferentes periodos.

Palavras-chave: Capsicum chinense. Endo-f-mananase. Dorméncia. Armazenamento.



ABSTRACT

The expansion of the pepper market has contributed to this being one of the most important
olericulas of Brazilian agribusiness. However one of the main limitations of this expansion is
the supply in the seed market with high quality. In pepper seeds, slow and irregular
germination is generally observed, which hampers cultural practices, as well as increasing
costs and production. In this work the physiological quality and expression of enzymes in
habanero pepper seeds (Capsicum chinense Jacquim) were evaluated during storage.
Habanero pepper seeds stored for different periods (1 to 21 weeks), stored in a cold room at
10 © C and 40% relative humidity, were submitted to germination and vigor tests to evaluate
the physiological quality of the seeds. Expression of enzymes responsible for the mobilization
of reserves (esterase, isocitrate lyase and endo-fB-mannanase), those linked to respiration
(malate dehydrogenase, alcohol dehydrogenase) and enzymes with antioxidant activity
(catalase, peroxidase, superoxide dismutase ), using the technique of electrophoresis. The best
results of the physiological quality, evaluated through the tests of germination and first count
of germination were in seeds stored for 20 weeks. In view of these results, it was inferred that
the seeds were dormant until the 20th week of storage. The activities of enzymes endo-f3-
mannanase, isocitrate lyase, esterase, peroxidase, catalase, malate dehydrogenase and alcohol
dehydrogenase vary in pepper seeds stored for different periods. There was no significant
variation of endo-f-mannanase enzyme expression in seeds stored for different periods.

Keywords: Capsicum chinense. Endo-B-mannanase. Dormancy. Storage.
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1 INTRODUCAO

As pimenteiras podem ser produzidas sob diversas condigdes edafoclimaticas, sendo
cultivadas no Brasil diversas espécies e variedades as quais apresentam caracteristicas
proprias e atualmente representam um importante segmento do mercado de hortalicas. A
expansdo do agronegocio das pimentas nos Ultimos anos ¢ resultado da exploragdo de novas
variedades e de produtos processados com alto valor de mercado. A pimenta possui
significativa importancia social e econdmica por demandar muita mao-de-obra, além de
favorecer a integracdo entre produtores e a indistria em muitas regides a agricultura familiar é
a maior fornecedora do produto. O mercado de sementes de pimenta ainda ¢ considerado em
sua esséncia informal e por muitas vezes nao responde a demanda.

Capsicum chinense ¢ uma pimenta bastante difundida desde o Caribe até o Brasil,
considerada uma das pimentas mais picantes. Essa espécie ¢ conhecida como pimenta
habanero, pimenta- de -bode, cumari, biquinho entre outras, sendo consumida
preferencialmente na forma in natura.

Uma das limitagdes para a expansao do cultivo de pimenteiras ¢ a baixa oferta de
sementes com alta qualidade. Mesmo em condigdes favordveis sementes de pimenta
apresentam, com frequéncia, germinacao lenta e irregular o que dificulta os tratos culturais e
aumenta o custo da producdo. Varios autores tém associado a germinagao lenta e desuniforme
das sementes de pimentas a dorméncia dessas.

Tendo em vista que o cultivo de pimentas em larga escala ¢ limitado pela baixa oferta
de sementes de qualidade verifica-se no mercado uma demanda de sementes de alta
qualidade, principalmente de espécies mais picantes, como a habanero. Essa limitagdo pode
ser associada ao pouco conhecimento em técnicas de produgdo como a determinagdo do
tempo de colheita, método de secagem e armazenamento.

Para obtengdo de sementes de pimenta com alto valor de mercado sdo necessarios
estudos que esclarecam os aspectos que afetam a qualidade fisioldégica das mesmas. O
conhecimento acerca do momento ideal de colheita das sementes € muito importante para se
garantir o maximo vigor e produtividade no campo. Nao menos importante avaliar a
qualidade fisiologica das sementes de pimenta habanero, durante o armazenamento, uma vez
que ¢ frequente na industria sementeira a producdo de sementes em uma safra e a
comercializacao dessas na safra subsequente.

Em algumas espécies de pimenta tem sido observada a quebra de dorméncia das

sementes durante o armazenamento, o que torna importante avaliar a qualidade fisiologica das



sementes de pimenta habanero durante o armazenamento assim como a atividade de enzimas
importantes no metabolismo dessas sementes.

A qualidade fisiologica de sementes ¢ avaliada frequentemente por meio de testes de
germinagdo e vigor. Tem- se observado que a utilizagdo de técnicas moleculares, podem
oferecer dados importantes para a aferi¢do da qualidade fisioldégica das sementes, como a
expressdo enzimatica. A atividade enzimatica de diversas proteinas normalmente esta
relacionada ao processo germinativo, incluindo a quebra da dorméncia, a mobilizacao de
reservas ¢ o processo de deterioracdo das sementes. Diante disso, neste estudo objetivou-se
avaliar a expressao de proteinas em sementes de pimenta habanero, durante o armazenamento

e associd-la com a qualidade fisioldgica dessas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caraterizacio e importiancia das pimentas

O género Capsicum apresenta espécies de interesse econdmico para a alimentacao
humana, como os pimentdes e as pimentas, cujo sabor picante ¢ conferido pelo alcaloide
capsicina (JUDD et al., 2009; SOUZA e LORENZI, 2012). O género surgiu na América
tropical em uma area ao longo dos Andes, de oeste a noroeste da América do Sul (CHIOU et
al., 2014; GARCIA et al., 2016). As pimentas originadas nas Américas estdo presentes na
culinaria em todo o mundo. Essas plantas foram domesticadas e usadas como condimento no
periodo Préceramico, indicando que a agricultura sofisticada e cozinhas complexas surgiram
precocemente nas Américas (PERRY et al., 2007).

A pimenteira pertencente a familia das Solandceas e ao género Capsicum pode ser
largamente produzida nos solos e climas brasileiros, sendo encontrados diversos tipos de
variedades que apresentam caracteristicas proprias como: coloragdo, sabor, tamanho, dentre
outras (EMBRAPA HORTALICAS, 2014). No Brasil sdo consideradas domesticadas cinco
espécies: C. chinense, C. frutescens, C. annuum, C. baccatum e C. pubescens (CARVALHO
et al., 2003). O consumo de pimenta no Brasil tem destaque em varios setores da economia
tanto na forma “in natura” ou processada, devido a sua utilidade na culinaria, na produgao de
remédios, produtos agroindustriais, ornamenta¢do além de serem muito exigidas por clientes
nos restaurantes (EMBRAPA HORTALICAS, 2012; RUFINO e PENTEADO, 2006).

Diversas espécies pertencentes ao género Capsicum sdao conhecidas por apresentarem
atividade antifingica, antioxidante e inibidora de proteinases apresentando potencial para

industria farmacéutica e alimenticia (ALVAREZ- PARRILLA et al., 2012; BARD et al.,
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2014; BARD et al., 2015; DIAS et al., 2012; RIBEIRO et al; 2013; SILVA et al., 2012). A
atividade antioxidante pode estar relacionada aos compostos diferentes como flavondides,
acidos fendlicos, capsaicinoides e vitaminas C e E, juntamente com outros antioxidantes
encontrados em pimentas (MEDINA-JUAREZ et al., 2012; MECKELMANN et al., 2013). A
pungéncia das pimentas ¢ um parametro de qualidade importante. A quantidade de
capsaicindides: capsaicina, dihidrocapsaicina e nordihidrocapsaicina sdo responsaveis pelo
sabor picante. O gé€nero ¢ constituido de espécie ndo picantes a extremamente pungentes
(MECKELMANN et al., 2013). A pungéncia das pimentas ¢ a qualidade que mais influéncia
0 seu consumo, se destacando as mais picantes.

Capsicum chinense (Jacq.), ¢ uma das representantes da familia Solanaceae que possui
distribuicdo cosmopolita com cerca de 450 espécies que ocorrem no Brasil (SOUZA e
LORENZI, 2012). As formas domesticadas de C. chinense destacam-se pela ampla
variabilidade morfoldgica expressa na diversidade de formas, tamanhos e cores dos frutos que
sdo geralmente muito picantes e aromaticos. As variedades mais conhecidas desta espécie sdo
habanero, pimenta-de-cheiro, murupi, pimenta-de-bico (biquinho), pimenta-de-bode e cumari-
do-Para (RIBEIRO e REIFSCHEIDER, 2008).

Os frutos da pimenta habanero, possuem formato alongado com superficie rugosa
apresentando coloracdo amarela ou vermelha, quando maduro; o peso € inferior a 4,5 gramas
com aroma caracteristico e pungéncia elevada (BARBOSA et al., 2010). Canto-Flick et al.
(2008), determinando o nivel de pungéncia de diferentes acessos de pimentas habanero por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), observaram que a espécie apresenta as
pimentas mais pungentes conhecidas até aquela data. Considerando-se ainda, que desde que a
medida da pungéncia de pimentas foi inventada por Scoville em 1912, as cultivares de
pimenta habanero sempre ocuparam os maiores valores da escala. Sabe-se ainda que as
caracteristicas de pungéncia podem ser varidveis em funcdao das condigdes de cultivo e
diferengas genéticas interespecificas.

Diante da importancia dessa hortaliga, o mercado de pimentas no Brasil vem
crescendo nos ultimos anos, tendo como maiores regides produtoras o Sudeste e o Centro-
Oeste. Destacam-se na producdo os estados de Minas Gerais, Sao Paulo, Rio Grande do Sul,
Ceara e Goids (RUFINO e PENTEADO, 2006). Em 2015 a area explorada com pimentas no
Brasil foi de aproximadamente 5 mil hectares com produgdo total de 75 mil toneladas
(PEREIRA et al., 2015). O maior produtor nacional ¢ o estado de Minas Gerais com cerca de

70% do total produzido, entretanto, os maiores consumidores de pimenta do Brasil sdo os
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estados do Nordeste (Ceard, Pernambuco e Bahia), principalmente para o consumo in natura
(RIBEIRO et al., 2015).

A crescente demanda do mercado por pimentas tem impulsionado o aumento da area
cultivada e o estabelecimento de agroindustrias, tornando o agronego6cio pimentas e
pimentdes um dos mais importantes do pais (GENUNCIO et al., 2015). Em muitas regides do
pais o mercado das pimentas ¢ abastecido principalmente pela agricultura familiar. O que da a
cultura uma importancia social e econdmica significativa por demandar mao-de-obra, fixar o
produtor no campo e possibilitar a integragdo do pequeno agricultor a industria, por meio de
conservas ¢ molhos (RUFINO e PENTEADO, 2006). Esses agricultores por muitas vezes,
produzem suas proprias sementes, sem critérios que garantem a qualidade fisica, fisiologica e
sanitaria das mesmas (NASCIMENTO et al.,, 2006; NASCIMENTO, 2011; RUFINO e
PENTEADO, 2006). Em decorréncia da baixa qualidade fisioldgica das sementes tem sido
observadas mudas de baixo vigor, baixos indices de germinacdo e menor uniformidade,

fatores que dificultam os tratos culturais e aumento o custo de produgao.

2.2 Sementes de pimenta: qualidade, dorméncia e armazenamento

Em espécies que possuem frutos carnosos a maturidade fisioldgica das sementes
coincide com os valores maximos de germinagdo, acumulo de matéria seca e vigor
(NASCIMENTO e FREITAS, 2006). Em algumas dessas espécies ja foi observado por alguns
autores, que sementes mantidas por determinado tempo no fruto apos a colheita, dao
continuidade ao processo de maturacdo, atingindo niveis maximos de germinagdo e vigor
(DIAS et al., 2006; VIDIGAL et al., 2006).

Em geral o méximo de qualidade fisiologica das sementes coincide com o maior
acumulo de matéria seca, mas em alguns estudos ja foi constatado que algumas espécies nao
seguem essa regra. Em pimentdo foi observado, por Oliveira et al. (1999) que o méaximo
acumulo de massa seca foi alcangado antes da maxima qualidade fisioldgica. Ja em um estudo
de Dias et al. (2006) com sementes de tomate, foi observado que o maximo acumulo de
matéria seca ocorre apdés o maximo de qualidade fisioldgica das sementes. Para algumas
espécies de Capsicum, foi observado que a maturidade fisioldgica das sementes ocorre por
volta dos 70 dias apos a antese, coincidindo com os maiores valores de vigor, germinagdo e
massa seca (JUSTINO et al., 2015; SANTOS et al., 2015).

Queiroz et al. (2011) constataram que sementes de pimentas habanero apresentam

dorméncia, condicdo atribuida a presenca de sementes viaveis, pelo teste de tetrazolio, sem
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sintomas de deterioracdo e que ndo germinaram. Santos et al. (2015) e Caixeta (2009) também
observaram resultados semelhantes em sementes da mesma espécie. Ambas observaram que a
dorméncia foi superada ao longo do armazenamento das sementes. De acordo com
Nascimento et al. (2006) uma vez constatada a dorméncia, as sementes devem ser
armazenadas por periodos, de trés a quatro meses, para a superacdo da dorméncia. Para
compreensdo da dorméncia e superacdo da mesma em sementes de pimenta ¢ necessario o
conhecimento dos mecanismos que regulam esse fenomeno. Diante disso e tendo em vista que
a semeadura de sementes extraidas de frutos imaturos e recém armazenados apresentam
dorméncia, a semeadura sem se atentar a esses fatos causa risco a producao (CAIXETA,
2009; QUEIROZ et al., 2011; SANTOS et al. 2015).

Sabe-se que a dorméncia de sementes ¢ definida como um estado em que uma semente
vidvel ndo germina, mesmo sob condigdes favoraveis ou adequadas a germinagao
(FINKELTEIN et al., 2008). A dorméncia tem o papel de distribuir a germina¢ao ao longo do
tempo, em ambientes naturais, tornando possivel a sobrevivéncia das espécies. As sementes
podem apresentar diferentes intensidades de dorméncia que sao controladas em nivel genético
(VIDAVER, 1997).

A dorméncia pode ser dividida em dois tipos: primaria e secundaria, a primaria se
instala durante o processo de maturagdo da semente ja a secundaria ¢ induzida como resposta
a uma condi¢do ambiental (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000). Além dessa classificagao
de dorméncia, existe outro sistema proposto por Baskin e Baskin (2004) com cinco tipos de
dorméncia: fisiologica, morfoldgica, morfofisioldgica, fisica e a combinacao de fisica com
fisiologica. A dorméncia fisiologica ¢ resultado da presenca de inibidores quimicos no
embrido e do desbalanco hormonal, a fisica deve-se a impermeabilidade do tegumento,
enquanto a fisica e fisiologica refere-se a combinagdo entre os dois tipos, a morfologica €
relacionada a sementes que apresentam o embrido nao-diferenciado ou ndo completamente
desenvolvido (BASKIN e BASKIN, 2004; BASKIN ¢ BASKIN, 1998). Tendo em vista esta
classificagdo, constata-se uma grande diversidade de fatores envolvidos na obten¢do e na
quebra da dorméncia das sementes.

Em sementes com dorméncia fisiologica, o tegumento pode constituir uma restri¢cao
mecanica a germinagao, a qual deve ser superada para o crescimento do embrido. (BEWLEY,
1997). O enfraquecimento do tecido pode ser associado a liberagdo de enzimas pelo
endosperma ou radicula (KUCERA et al., 2005). O endosperma age como uma barreira
mecanica a germinagdo de varias angiospermas, sendo necessario o seu enfraquecimento para

a protusdo radicular (BEWLEY, 1997). O enfraquecimento do endosperma em sementes de
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solanaceas, como o tomate e as pimentas, vem sendo associado ao processo de germinacgao
dessas sementes ¢ ndo necessariamente ao processo de quebra de dorméncia (BASKIN e
BASKIN, 2004).

Os fito-hormonios, atuam nos mecanismos de germinacao e dorméncia de sementes,
ha evidéncias que o 4cido abcisico (ABA) ¢ um importante regulador, tanto da indugao quanto
da manutenc¢do do estado de dorméncia (TAIZ e ZEIGER, 2013). J4 as giberilinas (GA), por
sua vez podem levar a quebra da dorméncia e promover a germinagao de sementes. Durante a
germinagcdo as GAs induzem a sintese de enzimas hidroliticas como as amilases, essas
enzimas degradam as reservas nutritivas liberando a energia necessdria para o
desenvolvimento da plantula (TAIZ e ZEIGER, 2013). Enquanto a manuten¢do da dorméncia
depende da alta relagio ABA/GA, a superacdo da dorméncia ¢ relacionada a maior
degradagdo de ABA e aumento na biossintese de GA (CADMAN et al., 2006). E a relagio
ABA/GA, e ndo as quantidades absolutas desses hormonios, que controla a germinagdo. Um
exemplo sdo as sementes de tomate, que germinam facilmente pela agdo de GA3, enddgeno
através do enfraquecimento do endosperma (GROOT e KARSSEN, 1987). A acao das
giberilinas no enfraquecimento do endosperma, tem sido associado a sementes que diferem
quanto a substancia de reserva mais abundante, demonstrando ser um fenomeno geral entre as
sementes (FINCH-SAVAGE e LEUBNER- METZGER, 2006).

Em muitas pesquisas, como ja descrito, observou-se que a dorméncia pode ser
reduzida ou mesmo superada durante o armazenamento, o que pode propiciar o aumento dos
valores de germinacao e vigor. No entanto, sabe-se que durante o armazenamento o
envelhecimento natural das sementes causa a redugdo progressiva da sua viabilidade e vigor
(BEWLEY et al., 2013). A deterioracdao de sementes € processo irreversivel e inevitavel, mas
¢ possivel retardar a perda da qualidade fisiologica das sementes por meio de técnicas de
colheita, secagem e armazenamento apropriadas (MCDONALD, 1999). A temperatura ¢ a
umidade do ar desfavoraveis, constituem os principais fatores que promovem a deterioragao
das sementes, tendo em vista que o aumento e a ac¢do sinérgica de ambos promovem
aceleracdo do metabolismo das sementes, reagdes nao enzimdticas € o crescimento
microbiano (BEWLEY et al., 2013). Outros fatores que interferem na qualidade de sementes
armazenadas s3o o ambiente de armazenamento, o tipo de embalagem utilizada, a
disponibilidade de oxigénio e as caracteristicas proprias das espécies (TONIN e PEREZ,
2006). A atengdao aos fatores que interferem na qualidade das sementes durante o
armazenamento € o monitoramento da qualidade das sementes durante o armazenamento, sao

essenciais, para a escolha do armazenamento apropriado.
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A perda da viabilidade e vigor das sementes durante o armazenamento sdo resultados
de danos em niveis celular e molecular, como a perda da integridade de enzimas, membranas
e do DNA (BAILLY, 2004; MCDONALD, 1999). As proporcdes de danos causados pelos
processos de deterioracdo dependem da capacidade das sementes de reagir aos processos de
deterioragdo, por meio de mecanismos de protecdo (BAILLY, 2004; MCDONALD, 1999).

Também para que ocorra a germinagcdo ¢ necessaria a atividade de proteinas
especificas. Liu et al. (2015) identificaram as proteinas-chave para germinacao de sementes
de arroz. Nesse estudo, foi observado alteragcdes no protedma durante a embebicdo de
sementes em diferentes condig¢des. Foi observado alteragdo significativa na abundancia de 121
padrdes proteicos em diferentes condigcdes; entre estas proteinas, sete proteinas
especificamente associadas com a germinagao de sementes e vinte proteinas de resposta a
embebi¢do, envolvidas no metabolismo energético, crescimento celular, defesa celular e
proteinas de armazenamento. Isso foi possivel por meio da comparagdo de valores de
germinacdo com analise protedmica. Segundo Galland et al. (2014) a seletividade da tradugao
de RNA mensageiro € a renovacao de proteinas agem como sistemas regulatorios dos eventos
moleculares que levam a germinagdo em Arabidopsis, considerados fundamentais para a
germinagao.

Em sementes em que a germinacdo ¢ limitada pela presenca do endosperma, ha
necessidade do enfraquecimento desse tecido para que ocorra a protrusdo radicular. Silva et
al. (2004), observaram correlacao entre aumento da atividade da enzima endo-f-mananase no
endosperma com o decréscimo da forga requerida para o embrido romper o endosperma
durante a germinacdo de sementes de café¢. Ao estudar o melhor momento para colheita de
sementes Santos et al. (2015), associaram a maior expressdo da enzima endo-B-mananase a
maior qualidade fisioldgica das sementes de pimenta habanero.

Nas sementes podem ser encontradas diferentes substancias de reserva (carboidratos,
lipidios e proteinas), a utilizacdo dessas substancias promove o crescimento das células do
eixo embriondrio por meio da acdo de enzimas (CARVALHO e NAKAGAWA, 2000).

A enzima isocitrato-liase (ICL) ¢ considerada uma enzima chave na regulacao do ciclo
do glioxilato e estd envolvida no metabolismo de lipidios armazenados nas sementes. Sua
atividade aumenta durante a germinagdo e apresenta valores maximos quando ocorre o
maximo da propor¢ao de lipidios degradados (BEWLEY e BLACK, 1994; NELSON e COX,
2011). Durante a germinagdo de sementes os triacilglicerois sdo convertidos em glicose,
sacarose € em uma ampla variedade de metabolitos (NELSON e COX, 2011). Outra enzima

relacionada ao metabolismo de lipidios ¢ a esterase (EST) que participa da hidrélise de ésteres
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de membrana. Ao relacionar a expressao dessa enzima ao estresse hidrico em teosinto, Pedo
et al. (2015) constataram aumento da intensidade e do nimero de bandas com a reducdo do
potencial osmoético da solugdo. De acordo com os autores, o aumento na peroxidagdo de
lipideos provavelmente causou dano as membranas celulares afetando a vigor das sementes.
Considerando que o endosperma de pimenta ¢ rico em lipidios (BOSLAND e VOTAVA,
1999; MECKELMANN et al., 2013), a expressdo enzimatica dessas enzimas, atuantes no
metabolismo de lipidios, ¢ interessante pois podem ser relacionadas tanto aos altos niveis de
qualidade fisiologica como ao processo de deterioragdo das sementes.

A protedmica tém sido uma ferramenta util para determinar os papéis e funcdes
bioldgicas das proteinas individuais e identificar os mecanismos que regem a germinagao, o
vigor e a viabilidade das sementes em resposta ao envelhecimento (RAJJOU e DEBEAUJON,
2012). Ao comparar o proteoma de sementes secas de quatro genotipos de Arabidopsis
thaliana, com diferentes niveis de longevidade Nguyen et al. (2015), obtiveram resultados que
confirmam o papel dos sistemas antioxidantes na protecdo e manutengdo do processo de
traducao e das vias de energia, essenciais para a longevidade das sementes. Observaram ainda
que a oxidagdo esta envolvida na deterioragdo das sementes e ainda, que as proteinas de
armazenamento amortecem a semente do estresse oxidativo protegendo as proteinas
importantes e necessarias para a germinagdo. A gera¢do de espécies reativas de oxigénio
(EROS) que ocorre durante a dessecagdo de sementes, germinacdo e envelhecimento, pode
levar ao estresse oxidativo resultando na deterioracao das sementes.

Diante disso, os mecanismos de desintoxicacao sao de grande importancia tanto na
aquisi¢ao de tolerancia a dessecacdo como no processo germinativo e de armazenamento das
sementes. Isso & possivel gracas a presenca de enzimas desintoxicantes e compostos
antioxidantes nas células, capazes de eliminar os EROS (BAILLY, 2004), levando em
consideragao que os EROS danificam enzimas, lipideos de membranas e acidos nucleicos
quando reagem com os mesmos (NELSON e COX, 2011).

A desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio € crucial para o vigor das sementes
(NGUYEN et al. 2015; RAJJOU e DEBEAUJON, 2008), atentando-se ainda se os
mecanismos de desintoxicagdo forem comprometidos, o resultado ¢ a morte das sementes
(RAJJOU ¢ DEBEAUIJON, 2008). Existem varias enzimas envolvidas no sistema
antioxidante de defesa, a exemplos da superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
aglutamato peroxidase (GP) e glutamato redutase (GR) (FERREIRA ¢ BORGHETTI, 2004;
NELSON e COX, 2011).
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Taveira et al. (2012) observaram alteragdo no perfil proteico de sementes café
submetido a diferentes métodos de secagem e de processamento. Consideram que a expressao
de proteinas resistentes ao calor e das  enzimas antioxidantes como  promissoras  para
diferenciar a qualidade das sementes submetidas a diferentes manejos na pés-colheita. Nesse
trabalho os autores, associaram a maior atividade da enzima catalase em sementes de café
(processadas por via seca e secados a 60 e a 60/40°C), com piores desempenhos fisiologicos.
Ja a maior expressao da peroxidase foi relacionada a melhor qualidade fisioldgica, observada
no café despolpado. A peroxidase contribui para o aumento dos mecanismos de defesa e
prevencao de perda da qualidade, visto que a reducdo da sua atividade proporciona maior
exposicdo dos sistemas de membranas aos efeitos do O» potencializando a oxidacdo
(BEWLEY e BLACK, 1994).

As enzimas malato desidrogenase (MDH) e alcool desigrogenase (ADH) estao
envolvidas com o processo de respiragio (BEWLEY e BLACK, 1994; NELSON e COX,
2011). A MDH catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato, no ciclo de Krebs, produzindo
NADH, produto fundamental para a produg¢do de ATP e de compostos intermediarios,
essenciais ao funcionamento das células na presenca de oxigénio (NELSON e COX, 2011;
TAIZ e ZEIGER, 2013). J4 a ADH esta relacionada a respiragdo anaerdbica, promovendo
redugdo do acetaldeido a etanol. Com essa ac¢do as sementes ficam mais protegidas contra a
acdo deletéria do acetaldeido (NELSON e COX, 2011; TAIZ e ZEIGER, 2013). Tendo em
vista que orgaos de reserva em desenvolvimento, como as sementes, necessitam de maior
suprimento energético € consequentemente apresentam maior atividade respiratdria, essas
enzimas representam bons marcadores para verificar problemas no metabolismo respiratdrio
das sementes com problemas de germinacao (TAIZ e ZEIGER, 2013).

O estudo de proteinas tem se mostrado 1til para determinar as fungdes biologicas das
proteinas individuais e elucidar os mecanismos moleculares que regem a germinagao, o vigor
e a viabilidade das sementes em resposta ao envelhecimento. Diante do exposto, o estudo da
expressdo de enzimas em sementes de pimenta habanero, mostra-se como uma alternativa
para o entendimento das mudangas na qualidade fisiologica e no estado de dorméncia dessas

sementes durante o armazenamento.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local de realizacdo dos experimentos e material vegetal
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A pesquisa foi conduzida no Laboratério Central de Analise de Sementes,
Departamento de Agricultura, Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. Em
um experimento anterior, foram formadas mudas de pimenta para produg¢ao de sementes de
acordo com metodologia de Santos (2013). O plantio foi realizado na area experimental do
Departamento de Agricultura, Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
Localizada na regido sul de Minas Gerais, apresentando as coordenadas: latitude 21° 14" S,
longitude 45° 00' W Gr. e 918 m de altitude. O clima de Lavras, pela classificagdo climatica
de Koppen, ¢ Cwa, temperado chuvoso (mesotérmico), com inverno seco € verao chuvoso,
subtropical. A precipitagdo anual normal ¢ de 1.529,7 mm, sendo os maiores valores nos
meses de dezembro a fevereiro (BRASIL, 1992; DANTAS, et al., 2007).

Para isso as sementes de pimenta habanero (Capsicum chinense), foram semeadas em
bandejas de “isopor” com 72 células, contendo substrato comercial Plantimax-hortali¢as e 5
mL de solugdo de 2000 ppm de sulfato de amonio por célula. Apds 45 dias da semeadura, as
mudas foram transplantadas na 4rea experimental do setor de sementes, do Departamento de
Agricultura, em area com latossolo vermelho-escuro (LE) e textura argilosa.

O solo foi preparado convencionalmente e as corregdes realizadas de acordo com a
analise quimica do mesmo. A adubagdo de cobertura, assim como, os demais tratos culturais
foram realizados de acordo com os recomendados para a cultura.

O ensaio foi instalado em delineamento de blocos casualizados (DBC) com quatro
repeticoes, sendo que cada parcela foi constituida de duas linhas de 15 metros de
comprimento com 15 plantas com espagamento de 1,5 metros entre linhas.

Durante a fase de florescimento, as flores foram etiquetadas diariamente, no dia da
antese. Os frutos foram colhidos a 70 dias apds a antese e as sementes extraidas manualmente
com o auxilio de um estilete. Apos a extragdo, as sementes foram desinfestadas com solugdo
1% de hipoclorito de sodio, por um minuto. Em seguida foram secadas em estufa de
circulagdo de ar a 35% até atingirem 8% de teor de agua, para posterior armazenamento em
camara fria a 10°C e 40% de umidade relativa por periodos de 1 a 21 semanas em embalagens

hermeticamente fechadas.

3.2 Teor de agua

O teor de dgua das sementes foi determinado pelo método de estufa, a 105°C durante

24 horas, utilizando-se duas sub amostras de 1 grama de sementes por tratamento, conforme
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as Regras para Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos

em porcentagem média de umidade.

3.3 Determinacio da qualidade fisiologica das sementes

Sementes acondicionadas em embalagens impermedveis, armazenadas em camara fria
a 10°C e 40% de umidade relativa por periodos de 1 a 21 semanas, foram submetidas aos

testes de germinacao e primeira contagem, semanalmente.

3.3.1 Teste de germinacao

O teste de germinagdo foi conduzido com quatro repeti¢des de 50 sementes para cada
bloco. Foram semeadas sobre duas folhas de papel mata-borrdo umedecido com agua
destilada em quantidade equivalente a trés vezes o peso do papel seco e acondicionadas em
caixas plasticas do tipo gerbox e mantidas em germinador tipo BOD com regime alternado, 16
horas a 20° C no escuro e 8 horas a 35°C em luz. As avaliagcdes foram efetuadas aos 7 e 14
dias apds a semeadura e os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais

(BRASIL, 2009).

3.3.2 Teste de primeira contagem

Foi realizado simultaneamente ao teste de germinacdo, com a contagem de plantulas
normais ao sétimo dia apos a semeadura. O resultado foi expresso em porcentagem (BRASIL,

2009).

3.3.3 Teste de tetrazolio

As sementes remanescentes do teste de germinagdo, sementes que ndo germinaram e
ndo estavam mortas, foram submetidas ao teste de tetrazolio. Para isso, as sementes foram
cortadas longitudinalmente e imersas em sal de tetrazolio a 0,075% durante 3,5 horas a 37°c
no escuro. (LIMA et al., 2012; SANTOS et al.,2015). Apds esse periodo, foi feita avaliagdo
com o auxilio de microscopio estereoscopico para identificacdo de sementes vidveis, segundo

Lima et al. (2012).
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3.3.4 Analise dos resultados dos testes de germinacio, primeira contagem e viabilidade

O delineamento experimental utilizado foi o de blocos casualizados (DBC), com
quatro repeticdes, sendo que cada parcela foi constituida de duas linhas de 15 metros de
comprimento com 15 plantas com espacamento de 1,5 metros entre linhas. Os dados foram
submetidos a andlise de varidncia com auxilio do programa estatistico Sisvar (FERREIRA,
2011). As médias foram comparadas por meio do teste Scott-Knott (1974), a 5% de
probabilidade.

3.4 Analise enzimatica

Sementes armazenadas nos diferentes periodos (1 a 21 semanas), foram utilizadas para
o estudo da expressdo de enzimas por meio da técnica de eletroforese. Foi avaliada a
expressdo das enzimas catalase, esterase, isocitrato-liase, malato desidrogenase, alcool

desidrogenase, peroxidase, endo-f-mananase e superdxido dismutase.

3.4.1 Analise da expressdo de enzimas

Para a andlise enzimatica foram utilizadas duas amostras de 20 gramas de sementes
para cada tratamento. As sementes foram maceradas em mortor contendo nitrogénio liquido e
antioxidante PVP (Polivinil Pirrolidone) e armazenadas em deep frezer a -86°C até o
momento da extracdo. Para a extracdo das enzimas foram aplicados aplicado 250 pl do
tampado de extracdo (Tris HCI 0,2 M pH 8 + 0,1% de beta-mercaptoetanol). Em seguida as
amostras foram homogeneizadas em vortex e mantidas por um periodo de 12 horas em
geladeira. Apds esse periodo, as amostras foram centrifugadas a 4° C a 14000 rpm por 30
minutos. Foram aplicados 50 pL do sobrenadante no gel de corrida (gel separador —
poliacrilamida 7,5% e gel concentrador — poliacrilamida 4,5%). O sistema tampao
gel/eletrodo utilizado foi de Tris glicina pH 8,9. As corridas foram efetuadas a 120 V por 5
horas. Apds a eletroforese foi realizada a revelacao das enzimas peroxidase (EC 1.11.1.7.),
esterase (EC 3.1.1.1.), 4lcool desidrogenase (EC 1.1.1.1.), malato desidrogenase (EC
1.1.1.37.), superoxido dismutase (EC 1.15.1.1.) e catalase (EC 1.11.1.6.) (ALFENAS et al.,
2006).
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3.4.2 Extracio endo-B-mananase

Para a extracdo da enzima endo-f-mananase (EC 3.2.1.78) as sementes foram
trituradas em mortor contendo nitrogénio liquido e PVP (Polivinil Pirrolidone). As amostras
foram divididas resultando em 100g de p6é da amostra em cada microtubo, onde foram
adicionados 300 pl do tampao (0,1M Hepes e 0,5 M de NaCl, com pH 8) mais acido
ascorbico na propor¢do de 5mg de acido para cada ml de tampdo. A solugdo foi agitada em
vortex por 1 minuto e centrifugada a 4° C a 10000xg por 30 minutos. O sobrenadante foi
coletado e aplicado ao gel confeccionado com 6ml de LBG (locust bean gum), 0,24g de
agarose (Qbiogene) e 24 ml de tampao pH 5 (11ml de acido citrico 1M, 50 ml de Na, HPOs e
149 ml de agua destilada). Apds a solidificacdo do gel, o mesmo armazenado em geladeira
durante 24 horas antes da aplicagdo da amostra. Em cada furo do gel (feitos com furador de
2mm) foram aplicados 2ul da amostra. Posteriormente o gel foi transferido para um
germinador, a 25°C durante 21 horas, no escuro em cdmara umida. Apos 21 horas em
germinador, o gel foi lavado em dgua e em seguida em tampao (tampao do gel) por 30
minutos e depois novamente lavado em agua destilada coberto com corante vermelho congo
0,5% por 30 minutos e posteriormente em etanol por 10 minutos para retirado do corante. O
alcool foi removido com agua e o gel foi adicionado a uma solu¢do de 1M de Na Cl até a
observacdo visual de halos brancos nos furos que continham a amostra. Foi feita a medida do
diametro das amostras em duas dire¢des, com o auxilio de um paquimetro, resultando em um

valor médio.

3.4.3 Extracao isocitrato-liase

Para extragdo da enzima isocitrato-liase (EC 4.1.3.1.) foi utilizado o tampao Tris HCI
0,2 M pH 8 + 0,1% de beta-mercaptoetanol + 0,1% de Fenilhidrazina, na propor¢do de 250 ul
a cada 100 gramas de sementes. Em seguida as amostras foram homogeneizadas em vortex e
mantidas por 2 horas na geladeira, seguido de centrifugacdo a 4° C a 14000 rpm por 60
minutos. Foram aplicados 50 pL. do sobrenadante, no gel de corrida constituido de gel
separador (poliacrilamida 7,5%) e gel concentrador (poliacrilamida 4,5%). O sistema tampao
gel/eletrodo utilizado foi de Tris glicina pH 8,9. As corridas foram efetuadas a 120 V por 5

horas. Os géis foram revelados seguindo a metodologia de Pereira et al. (2012).
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3.4.4 Analise dos resultados

Ap0s a obtencdo dos géis, a expressao enzimadtica, com exce¢ao da endo-f-mananase,
foi quantificada com o auxilio do programa ImageJ® (Alves et al. 2017). Para calcular a
atividade da enzima endo-B-mananase foi feita uma compara¢do com a curva padrdao gerada
pela endo-B-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O célculo da atividade da
enzima endo-f-mananase foi realizado segundo Downie et al. (1994). Os dados da expressao
da enzima endo-B-mananase foram submetidos a analise de varidncia com auxilio do
programa estatistico Sisvar e as médias foram comparadas por meio do teste Scott-Knott, a

5% de probabilidade.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Teor de agua

Nao foram observadas diferencas significativas nos valores de teor de agua entre as
sementes de pimenta armazenadas nos diferentes periodos. Estas apresentaram teor de agua

médio de 7,9%, com variagdo maxima de 0,5%.

4.2 Qualidade de sementes de pimenta durante o armazenamento

Em relacdo as variaveis germinagado, viabilidade e primeira contagem da germinacao
das sementes de pimenta habanero armazenadas por 21 semanas, foram observadas diferencas
significativas pela andlise de variancia. Maiores valores de germinagcdo e de vigor em
sementes armazenadas até a 20* semana (TABELA 1).

Houve variacdes significativas dos valores de germinagdo nos diferentes periodos de
armazenamento. Embora os valores mais altos de germinagdo e vigor tenham sido observados
em sementes armazenadas por 20® semana, ndo ¢ possivel concluir que a dorméncia das
sementes foi superada nesse periodo. Importante ressaltar que os testes sao realizados em uma
amostra de sementes que varia em relagdo ao estagio de maturacdo, mesmo considerando as
sementes de um mesmo fruto.

Por meio do teste de tetrazdlio foi verificado que a maioria das sementes
remanescentes do teste de germinagdo se encontravam viaveis, o que comprova a dormeéncia
dessas sementes, fato que explica a nao diferenca estatistica entre os percentuais de sementes

remanescentes e viaveis pelo teste de tetrazolio, nos diferentes tratamentos.
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Analisando os resultados considerando o somatoério das sementes germinadas e
daquelas remanescentes e viaveis, ndo foi verificada diferenca estatistica entre a maioria dos
tratamentos, com exce¢do daquelas cujas sementes foram armazenadas por 11 e 17 semanas.
Mesmo assim, os valores foram altos e muito proximos dos demais. A diferenca observada
pode ser atribuida ao baixo coeficiente de variagao.

Diante dos resultados infere-se que nas sementes de pimenta habanero, quando
colhidas aos 70 dias ap0s a antese, estas apresentam dorméncia, o que restringe sobremaneira
a germinacao das sementes.

Esses dados condizem com varios trabalhos nos quais foi observada a dorméncia em
sementes de pimenta (BOSLAND, 1999; CAIXETA, 2009; NASCIMENTO, et al., 2006;
QUEIROZ et al., 2011). De acordo com Nascimento et al. (2006) o periodo de duragdo dessa
dorméncia ¢ relativamente curto no maximo trés meses, considerando o intervalo de tempo
entre a colheita das sementes e a semeadura suficiente para a quebra da dorméncia. Mas no
presente estudo foi visto que no lote de sementes armazenadas por aproximadamente 6 meses
ainda havia sementes dormentes. Isso pode ser relacionado a variagdo na intensidade de
dorméncia que ocorre entre as diferentes espécies € at¢ mesmo em sementes de uma mesma
planta (VIDAVER, 1997). Vale ressaltar, que mesmo com baixas porcentagens de
germinacdo das sementes na maioria dos tratamentos, as condi¢cdes de armazenamento se
mostraram adequadas levando em conta a alta porcentagem de viabilidade, independente dos
periodos de armazenamento.

Diante dos resultados observados infere-se que o repouso dos frutos de pimenta
habanero, colhidas ap6s 70 dias da antese por sete dias, seguido da extragdo das sementes seja
importante para a quebra da dorméncia das sementes. Santos et al. (2015) observaram maiores
valores, de germinagdo e vigor em sementes extraidas de frutos que foram colhidos 70 dias

apos a antese e permaneceram em repouso por 7 dias.
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Tabela 1- Primeira contagem da germinacao (PCG%), germinagdo (G%) e viabilidade de
sementes de pimenta Habanero, durante 21 semanas de armazenamento.

Semana PCG (%) G (%) Sementes Viabilidade Total de
remanescentes e sementes viabalidade
ndao mortas remanescentes - (G+TZ)
(%) TZ (%) (%)
1 30b 51d 49 96 a 98 a
2 21 ¢ 33 f 67 97 a 98 a
3 20 ¢ 34 f 66 95a 97 a
4 22 ¢ 45 ¢ 55 94 a 97 a
5 18 ¢ 37f 63 97 a 98 a
6 16 ¢ 37f 63 96 a 97 a
7 21l ¢ 39¢ 61 9 a 96 a
8 19 ¢ 36 f 64 97 a 98 a
9 28Db 50d 50 92 a 96 a
10 30b 53d 47 89 a 95 a
11 16 ¢ 27 f 73 92 a 94 b
12 36 b 58 ¢ 42 96 a 98 a
13 32b 60 b 40 95a 98 a
14 28Db 48 d 52 94 a 97 a
15 20 ¢ 36 f 64 97 a 98 a
16 30b 57 ¢ 43 92 a 97 a
17 2l ¢ 42 ¢ 58 90 a 94 b
18 20 ¢ 44 ¢ 56 98 a 99 a
19 28Db 47d 53 93 a 96 a
20 54 a 80 a 20 98 a 100 a
21 34b 55¢ 45 99 a 100 a
CV(%) 8,67 12,2 - 6,8 3,04

*Medias seguidas de mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de

probabilidade. Fonte: Do autor (2018).

4.3 Avaliacao da expressio enzimatica em sementes de pimenta

4.3.1 Endo-pf-mananase

Para a enzima endo-fB-mananase, forma observados altos valores de expressdo em
todas semanas de armazenamento, podemos observar que houve pouca variagao na expressao
em func¢do do periodo de armazenamento das sementes (2,96 c.v.%) (TABELA 2). SANTOS,
et al., (2015) observaram que em pimenta habanero, sementes com maiores niveis de vigor e
germinagdo apresentavam maior expressao da enzima endo-f-mananase. Catao et al. (2014),
também associaram a maior atividade da enzima com maior ocorréncia de germinagdo, ao
avaliarem a atividade da enzima durante a germinacdo de sementes de alface, em alta

temperatura. Alves et al. (2017), associaram o aumento das expressoes enzimaticas da endo-
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B-mananase de acordo com o avanco dos estddios de maturagdo em sementes de jilo, com o
aumento progressivo da qualidade fisioldgica em fun¢do do processo de maturacdo. Caixeta
(2014) e Queiroz et al., (2011), trabalhando com sementes de pimenta habanero e malagueta,
colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento, observaram o aumento da expressao da
enzima endo-Pmananase em sementes colhidas nos estddios de desenvolvimento mais
avancados que apresentavam o maior desempenho fisioldégico. Na presente pesquisa, as
sementes foram colhidas no seu periodo de maturidade fisiologica, este pode ser um dos
fatores que expliquem tanto a alta expressao da enzima como a proximidade dos valores dos
resultados encontrados.

Tabela 2- Dados da expressdao da enzima endo-f-mananase em sementes de pimenta
habanero, durante 21 semanas de armazenamento (picomol. min™'. g'!)

Semana Endobeta N
1 76,05a
2 76,25a
3 77,09a
4 74,98a
5 78,05a
6 77,59a
7 77,26a
8 77,18a
9 76,29a
10 76,98a
11 76,59a
12 77,06a
13 78,05a
14 76,68a
15 76,98a
16 77,28a
17 77,58a
18 77,89a
19 78.,25a
20 78,95a
21 78.,92a
CV (%) 2,96

*Médias seguidas de mesma letra (na coluna) ndo diferem entre si, pelo teste de Scoot Knott a 5% de
probabilidade. Fonte: Do autor (2018).

4.3.2 Isocitrato Liase

De uma maneira geral maiores niveis de atividade da enzima isocitrato liase foram
observados em sementes de pimenta apds a 18 semanas de armazenamento (FIGURA 1).
Com excecdo da atividade observada em sementes armazenadas por 8 semanas, nas quais

também se observa alta atividade. Essa expressdo pode ser relacionada a uma maior qualidade
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das sementes, considerando os valores de germinagdo, tendo em vista que a isocitrato-liase ¢
uma enzima chave na regulacdo do ciclo do glioxilato, envolvida no metabolismo de lipidios e
no desenvolvimento das atividades no glioxissomos (BEWLEY e BLACK, 1994). Em um
estudo com pimenta habanero Santos et al. (2015), também observaram maiores valores da
atividade da enzima isocitrato liase, em sementes colhidas em estddios mais tardios de
maturidade quais também se observam os maiores valores de germinagao.

Figura 1 - Expressdes da enzima isocitrato liase (ISO) de sementes de pimenta habanero,
armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.3 Esterase

Foram observados diferentes valores de atividade da enzima esterase em sementes
armazenadas por diferentes periodos de armazenamento, tendo como maiores valores as
sementes armazenadas por menor periodo, seguido daquelas armazenadas por oito semanas
(FIGURA 2). Nas sementes mais imaturas tem sido observada maior atividade da enzima, o
que pode explicar o resultado observado em sementes e armazenadas por uma semana.
Durante a germinagdo de sementes, os triacilglicerdis sao convertidos em glicose, sacarose e
em uma ampla variedade de metabodlitos essenciais e energia. A primeira etapa para a

respiragdo dos lipidios ¢ a hidrélise pelas lipases (RAVEN et al., 2014; TAIZ e ZEIGER,
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2013). Contudo, as sementes que apresentaram maiores porcentagens de germinagdo e
primeira contagem nao apresentaram valores elevados de atividade da lipase estudada. Santos
et al. (2015) observaram maior atividade da enzima em sementes de pimenta habanero, em
estadios mais avancados de maturagcdo quando apresentavam maiores valores de germinagdo e
vigor. Ja Caixeta (2009) relacionou a maior atividade da enzima, em sementes de pimenta
habanero com maior periodo de armazenamento e com a deterioragdo das sementes ao longo
do armazenamento.

Alves et al. (2017) constatou que sementes de jild6 mais imaturas continham maiores
teores de lipideos que foram reduzidos com o avanco do processo de matura¢do. Comparando
estes resultados com a expressdo da enzima esterase, concluiram que quanto maior o teor de
lipidios, maior sera a expressdo da enzima esterase. As maiores expressoes dessa enzima
ocorreram em sementes com menores porcentuais de germinacdo e emergéncia. Em acordo
com a baixa expressdo observada na semana 20 de armazenamento, onde foi obtido maiores
valores germinagdo e primeira contagem, nesta pesquisa (TABELA 1).

Figura 2 - Expressoes da enzima esterase (EST) em sementes de pimenta habanero,
armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.4 Superoxido desmutase

Foram observadas variagdes da atividade da enzima superoxido dismutase em
sementes de pimenta habanero armazenadas em diferentes periodos de armazenamento
(FIGURA 3). O maior valor da atividade dessa enzima foi observado em sementes
armazenadas por 1 semana, o que também foi observado para a enzima esterase. Para os
demais tratamentos ndo foi possivel associar a atividade dessa enzima com as outras
variaveis. O principal papel da SOD ¢ transformar o superéxido em perdxido de hidrogénio na
célula, enquanto a catalase (CAT) decompde o peroxido de hidrogénio em oxigénio molecular
e agua, sem a producdo de radicais livres (MARCOS FILHO, 2015). Sao importantes as
manutencdes da atividade das isoenzimas dos sistemas antioxidantes, como a SOD, pois
atuam na remogao de espécies reativas de oxigénio que podem causar danos celulares e afetar
a qualidade das sementes (BAILLY, 2004).

Figura 3 - Expressodes da enzima superoxido dismutase (SOD) de sementes de pimenta
habanero, armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.5 Catalase

A enzima catalase (CAT), estd envolvida nos processos de remoc¢ao de radicais livres,
sua funcdo ¢ catalisar a conversdao do peroxido de hidrogénio (H20:) em agua (H-0),
protegendo as células de danos oxidativos (NELSON e COX, 2014). Na presente pesquisa
houve variagdo da atividade da enzima catalase nas sementes armazenadas.

Como observado para as atividades da EST e SOD também foi verificado maior valor
bruto de atividade da enzima catalase em sementes recém armazenadas. Com excecao da
atividade, observada em sementes armazenadas por oito semanas, apos uma semana de
armazenamento houve reducdes da atividade da enzima em sementes armazenadas até a 21°
semana (FIGURA 4). Apds este periodo houve aumento da atividade da enzima. Vidigal et
al., (2009), observaram maior expressao em sementes de pimenta extraidas em estddios mais
avangados de maturacdo e com qualidade fisiologica superior. Em algumas pesquisas tem
sido observada maior expressao dessa enzima em sementes imaturas, 4s quais estao sujeitas a
maior oxidacdo (ALVES et al., 2007) e em sementes armazenadas por mais tempo o aumenta
a probabilidade de ocorréncia de mais oxidacao.

Figura 4 - Expressoes da enzima catalase (CAT) de sementes de pimenta habanero,
armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.6 Peroxidase

Para a enzima peroxidase houve variagdo da expressdo em sementes armazenadas por
diferentes periodos. Nao sendo possivel associa-la a qualidade fisiologica.

Carvalho et al. (2014) também relacionou a melhor qualidade fisiologica de sementes
de soja durante o armazenamento a altos niveis de atividade da enzima. J& Alves et al. (2017)
observou maior atividade da POX em sementes com pior desempenho fisiolégico em jild. Na
presente pesquisa a menor atividade dessa enzima foi observada em sementes armazenadas

uma, oito e dezoito semanas.

Figura 5 - Expressoes da enzima peroxidase (POX) de sementes de pimenta
habanero, armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.7 Malato Desidrogenase

Para a enzima malato desidrogenase (MDH), houve maiores valores da atividade em
sementes armazenadas por 1, 8 e 19 semanas (FIGURA 6). Em um estudo com soja, Carvalho
et al. (2014) observaram que a atividade da enzima se manteve elevada durante o
armazenamento, sendo relacionada com a manutencdo da qualidade durante o

armazenamento. Em contrapartida, Alves et al. (2017), observou alta expressao da MDH em
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sementes com pior qualidade fisiologica (sementes imaturas). Os autores salientaram que no
inicio do desenvolvimento das sementes, ha maior teor de d4gua, aumento de massa seca e alta
atividade respiratoria. J& em sementes mais maduras ha menor teor de agua, estabilizagdo do
acumulo de matéria seca e a semente apresenta menor atividade respiratoria e metabolica.
Segundo Santos et al. (2005), hd aumento da respiracdo nas sementes que se encontram em
processo de deterioracdo e as enzimas envolvidas na respiracdo, como a ADH e a MDH,
podem estar associadas a menor qualidade fisiologica. Na presente pesquisa maior atividade
dessa enzima foi observada principalmente em sementes armazenadas por menor periodo de
armazenamento (1 semana).

Figura 6 - Expressoes da enzima malato desidrogenase (MDH) de sementes de pimenta
habanero, armazenadas de 1 a 21 semanas.
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4.3.8 Alcool desidrogenase

Os maiores valores da expressdo da enzima ADH foram observados em sementes
armazenada 12, 21, 4 semanas (FIGURA 7). Para as sementes de pimenta, ndo foi identificada
a expressao dessa enzima em sementes armazenadas por 2, 8, 10, 11, 18, 19 ¢ 20 semanas. A
ADH esta relacionada a respiragao anaerdbica, promovendo reducao do acetaldeido a etanol

(NELSON e COX, 2014; TAIZ e ZEIGER,2013). O aceltadeido acelera a deterioracao das
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sementes. Com a atividade da ADH, as sementes ficam mais protegidas contra a agdo
deletéria deste composto, que ¢ maior quando comparada a do etanol (NELSON e COX,
2014; VEIGA et al., 2010). Carvalho et al. (2014) relacionaram a atividade dessa enzima em
sementes de soja a manutencdo da qualidade fisiologica, durante o armazenamento, em
contrapartida, Alves et al. (2017) relacionaram a maior expressdo da enzima ADH a sementes
imaturas e com pior desempenho fisioldgico em sementes de jild. Ja4 Santos et al. (2015),
associaram aumento da expressdo da enzima a sementes de pimenta habanero com maiores
valores de germinagao e vigor.

Figura 7- Expressdes da enzima alcool desidrogenase (ADH) em sementes de pimenta
habanero, armazenadas de 1 a 21 semanas.
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5 CONCLUSOES

Ha dorméncia em sementes de pimenta habanero colhidas aos 70 dias apds a antese,
durante o armazenamento.
As melhores porcentagens de germinagdo e de primeira contagem de germinagao

foram observadas em sementes armazenadas por 20 semanas.
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As atividades das enzimas isocitrato liase, esterase, peroxidase, catalase, malato
desidrogenase e alcool desidrogenasse variam em sementes de pimenta armazenadas por
diferentes periodos.

Nao houve variacdo significativa da expressdo da enzima endo-B-mananase em

sementes armazenadas por diferentes periodos.
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