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RESUMO

A alface é uma das hortalicas de maior expressdo no mundo. Seu consumo
cresce a cada ano em todo o Brasil e ampliam-se as areas de producdo para
diferentes regifes. Porém, uma das limitagGes para sua producdo € a ocorréncia
de temperaturas elevadas durante a germinacdo das sementes, o que leva a
maioria das cultivares a ndo germinarem em temperaturas superiores a 28 °C.
No entanto, a cultivar Everglades apresenta germinacdo de 60 a 70%, em média,
em temperatura de 35 °C, sendo considerada tolerante a germinacdo em
temperatura alta (tolerante a termoinibicao). Por outro lado, ainda, um fator que
normalmente impede/diminui a germinacéo logo apos a colheita é a dorméncia
primaria. A posicdo das sementes na planta-mde € um aspecto que pode
influenciar a dorméncia de sementes de alface. Assim, objetivou-se com este
trabalho, avaliar a influéncia da posigdo das sementes na planta-mée e o efeito
do armazenamento de sementes de alface da cultivar Everglades na germinacéo
em temperatura de 35 °C, e analisar a atividade de enzimas e bandas de
proteinas tolerantes ao calor. Os experimentos foram conduzidos na éarea
experimental da HortiAgro Sementes S/A e no Laboratério de Andlises de
Sementes (UFLA). Foram obtidas progénies das cultivares Everglades (tolerante
a termoinibicdo) e Verodnica (sensivel a termoinibicdo) a partir de sementes
germinadas nas temperaturas de 20 e 35 °C, sendo as sementes, objeto de
estudo, colhidas em duas partes da inflorescéncia (apice e base). As sementes
das progénies foram avaliadas pelos testes de germinacdo em 4 épocas apos a
colheita (70, 130, 190 e 400 dias), nestas também foram avaliadas atividade da
enzima endo-B-mananase e padrdo da proteina resistente ao calor aos 400 dias
apos a colheita. Ndo houve diferenca na germinacgdo das sementes quanto a sua
origem na geracdo anterior, seja de plantas oriundas de sementes que
germinaram a 20 ou a 35 °C. Também ndo se constatou diferenca quanto a
posicdo das sementes nas inflorescéncias da planta mée. Por outro lado,
verificaram-se diferencas entre as progénies de “Everglades” e para as épocas de
armazenamento. A cultivar Everglades mostrou-se tolerante a termoinibicéo
quando comparada a cultivar Verbnica e sendo essa tolerancia afetada pela
dorméncia primaria/termoinibicdo. De modo geral ndo houve relacdo direta entre
as progénies, a percentagem de germinacao e a atividade enzimatica. Verificou-
se também que a expressdo das proteinas e a atividade da endo-B-mananase €
maior no gendtipo tolerante a termoinibicéo.

Palavras-chave: Lactuca sativa L., dorméncia primaria, teste de germinacéo,
enzima endo-p-mananase.



ABSTRACT

Lettuce is one of the vegetables with the highest expression in the world. Its
consumption is growing every year in Brazil and expanded the production areas
for different regions. However, a limitation for its production is the occurrence
of high temperatures during the germination, which takes most cultivars do not
germinate at temperatures above 28 ° C. However, the Everglades cultivar
shows germination of 60 to 70%, on average 35°C, considered tolerant
germination at high temperature (tolerant thermo inhibition).. On the other hand,
also a factor that normally prevents / reduces germination soon after harvesting
is the primary dormancy. The position of the seed in the mother plant is an
aspect that can influence the dormancy of lettuce seeds. Thus, the aim of this
work was to evaluate the influence of the position of the seed in the mother plant
and the effect of Everglades cultivar lettuce seed germination in storage at 35 °
C temperature, and analyze the levels of enzymes and proteins heat tolerant. The
experiments were conducted in the experimental area of HortiAgro Sementes
S/A and Seed Analysis Laboratory (UFLA). Were obtained progenies of
Everglades cultivars (tolerant thermoinhibition) and Veronica (sensitive to
thermoinhibition) from germinated seeds in temperatures of 20 and 35 ° C, the
seeds, object of study, collected in two parts of the inflorescence (apex and
base). The seeds of the progenies were evaluated by germination in four seasons
after harvest (70, 130, 190 and 400 days), these were also evaluated activity of
endo-B-mannanase enzyme and standard resistant protein to heat to 400 days
after the harvest. There was no difference in seed germination as to its origin in
the previous generation, both in plants grown from seeds that germinated at 20
or 35 ° C. Was also not found difference in the position of the seed in the mother
plant inflorescences. On the other hand, there were differences between the
progenies of "Everglades" and the storage times. The Everglades cultivar
showed to be tolerant thermoinhibition compared to cultivate Veronica and that
this tolerance is affected by the primary dormancy / thermoinhibition. Overall
there was no direct relationship between the progenies, the percentage of
germination and enzyme activity. It was also found that the expression of the
protein and the activity of endo-B-mannanase is higher in the thermoinhibition
tolerant genotype.

Keywords: Lactuca sativa L., primary dormancy, germination test, enzyme
endo-f-mananase.
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1 INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteraceae, sendo uma
das hortalicas de maior expressdo no mundo. O Brasil € um importante produtor
e consumidor de alface, tanto em saladas in natura, como processada. Cresce a
cada ano o interesse pelo consumo dessa hortalica em todo o pais, ampliando as
areas de plantio para diferentes regides.

Apesar desse alto potencial de producdo e consumo, prevalecem alguns
problemas climéaticos que prejudicam a produgcdo em determinadas regides,
limitando as areas de plantio. Normalmente, a producdo € prejudicada em
algumas regides do Brasil devido a ocorréncia de temperaturas elevadas, sendo
um dos problemas principais o fato da temperatura alta interferir negativamente
no processo de germinagdo das sementes. A temperatura 6tima para germinagao
das sementes de alface situa-se em torno de 20 °C. Diversos trabalhos, além da
préopria experiéncia que os produtores tém vivido no campo, demonstram que a
maioria das cultivares ndo germina em temperaturas mais elevadas, acima de 28
°C. A baixa germinagdo afeta diretamente viveiristas e produtores, pois além de
perderem os insumos, a ocupacdo de area para produgdo de mudas e o trabalho,
muitas vezes perdem contratos de producdo, em vista de ndo terem mudas ou
plantas no momento de fazer a entrega.

Alguns trabalhos evidenciam que, além do efeito ambiental, had um
componente genético importante associado a maior ou menor capacidade de
germinacdo em temperaturas elevadas, existindo variabilidade genética para essa
caracteristica (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-METZGER, 2006; ARGYRIS et
al., 2008; NASCIMENTO et al., 2012). Normalmente, sementes da maioria das
cultivares apresentam uma baixa germinacdo em temperaturas superiores a 28
°C. E sabido, no entanto, que alguns gendtipos, como é o caso da cultivar

Everglades, alcanga germinacdo em torno de 60 a 70%, em media, a temperatura
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de 35 °C. Como a cultivar Everglades € tida como uma linhagem pura, cujos
gendtipos de todas as plantas deveriam levar a um comportamento semelhante, é
interessante observar que cerca de 30% das sementes ndo germinam em
temperatura de 35 °C. Com isso algumas hip6teses podem ser consideradas para
explicar esse fato. Entre elas, destaca-se a de que a cultivar Everglades é
formada por uma mistura de linhas puras, na qual 30% dos genétipos sao
representados por plantas em homozigose para suscetibilidade a germinacdo em
temperaturas elevadas e outros 70% por plantas que se encontram em
homozigose para tolerancia a germinacdo em temperaturas elevadas.

A dorméncia de sementes também é um fator que afeta algumas espécies
de plantas e, no caso da alface, € comum a ocorréncia de dorméncia primaria,
que impede ou diminui a capacidade de germinagdo das sementes logo apos a
colheita, prejudicando a formagdo de estandes uniformes de mudas para
transplantio. Alguns autores citam que a posi¢do das sementes na planta-mae
constitui-se em um dos aspectos que pode influenciar a dorméncia de sementes
de alface (MARCOS FILHO, 2005; LOPES; NASCIMENTO, 2012).

Seria interessante verificar a possibilidade de se ampliar porcentagem
de germinacdo das sementes em temperatura elevada, buscando entender melhor
quais fatores podem contribuir para o aumento desse valor. Assim, elucidar
alguns aspectos que podem estar relacionados a termoinibicdo e termodorméncia
é de grande importancia para que se possam compreender melhor os fatores
ambientais e genéticos que afetam a expressdo dessa caracteristica. Torna-se
importante conhecer os diferentes mecanismos associados a capacidade das
sementes de alguma(as) cultivar(es) germinar(em) em temperatura mais elevada,
com vistas a se realizarem trabalhos de melhoramento para a obtengédo de novas
linhagens mais adaptadas a essas condigdes.

Dessa forma, 0s objetivos neste trabalho foram:
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verificar a possibilidade de existéncia de linhas puras, dentro da
cultivar Everglades de alface, em diferentes condigdes de
homozigose para tolerancia a termoinibicao;

avaliar a influéncia da posicdo das sementes na planta mae e o efeito
do armazenamento na germinacdo em temperatura de 35 °C, de
sementes de alface da cultivar Everglades;

avaliar a atividade enzimética da enzima endo-f-mananase e as

bandas das proteinas tolerantes ao calor nessas sementes.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Aspectos gerais: cultura da alface

A alface (Lactuca sativa) é a hortalica folhosa mais comercializada no
Brasil, devido a seu facil cultivo e a sua composi¢do (minerais, proteinas,
carboidratos e vitaminas) (LOPES et al., 2003). Pertencente a familia Asteracea,
a alface é originaria de regides amenas do Mediterraneo, sendo uma planta que
floresce sob dias longos e temperaturas altas, em condi¢cGes ambientais de
temperaturas amenas e dias curtos favorecem a etapa vegetativa do ciclo
(FILGUEIRA, 2008).

A planta é herbacea, delicada, possui caule diminuto, no qual se
prendem as folhas que sdo amplas e crescem em rosetas, podendo ser lisas ou
crespas e formar cabeca ou ndo, com coloracdo em Varios tons de verde ou roxo
de acordo com a cultivar. Possui sistema radicular ramificado e superficial,
guando transplantada explora apenas 25 cm de profundidade. Quando semeada
na forma direta, apresenta raiz pivotante que pode atingir 60 cm de profundidade
(FILGUEIRA, 2008).

A alface apresenta inflorescéncia do tipo capitulo, este é formado por
trés bréacteas que envolvem de 10 a 25 flores e cada flor possui évulo infero. O
calice é coberto por um anel de cerdas (papus) e a corola é soldada por suas
anteras que rodeiam o estilete. O 6vulo é formado por dois carpelos fundidos
que contém um sO 6évulo e que formara um Unico aquénio por florete. As
sementes de alface sdo do tipo aquénio, isto €, um fruto seco, cuja semente esta
ligada pela regido do funiculo desenvolvido a partir do ovario com um Unico
6vulo (SALA; NASCIMENTO, 2014).

Essa folhosa é adaptada a temperaturas amenas, sendo que a ideal para o

seu desenvolvimento estd na faixa de 15,5 a 18,3 °C, apesar de tolerar
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temperaturas entre 26,6 a 29,4 °C, por alguns dias, desde que as temperaturas
noturnas sejam baixas (SANDERS, 2013). Temperaturas acima de 20 °C
induzem o florescimento precoce, o que forga os produtores a realizarem uma
colheita antecipada, antes mesmo das plantas atingirem o ponto ideal de
colheita, trazendo assim prejuizos, por ter que comercializar a alface por um
menor valor, sendo comum comercializar duas plantas juntas pelo preco de uma
(VIGGIANO, 1990). O pendoamento precoce provoca o alongamento do caule,
afeta a formacao da cabega comercial e estimula a producdo de lactonas, as quais
conferem um sabor amargo a folha, tornando assim a planta imprépria para o
consumo (COCK et al., 2002). Dessa forma a producéo dessa folhosa pode ser

prejudicada em regiGes com temperaturas elevadas.

2.2 Germinag&o de sementes de alface em altas temperaturas

Em condigOes de altas temperaturas na fase de embebicdo das sementes,
podem ocorrer dois fendmenos, sendo eles: a termoinibi¢do, que remete a
dificuldade que as sementes encontram para germinar em temperaturas altas,
mas esse processo & considerado reversivel, pois a germinacdo é retomada
quando a temperatura reduz para nivel ideal, e a termodorméncia que é
conhecida também como dorméncia secundaria, na qual as sementes ndo
germinam mesmo apds a reducdo da temperatura (KHAN, 1981).

Assim, dependendo das condicBGes do local e da época de semeadura,
pode ocorrer pouca ou nenhuma germinagdo, comprometendo a populagéo de
plantas. Os processos fisiol6gicos e bioquimicos que controlam a dorméncia de
sementes e 0 possivel mecanismo da germinacdo de sementes de alface,
principalmente em altas temperaturas, ndo sdo bem entendidos (SALA,
NASCIMENTO, 2014). Existem alguns fatores capazes de interferir na

germinacédo de alface em altas temperaturas, como: impermeabilidade a troca de
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gases e a absor¢do de agua dos tecidos que cobre o embrido, mau funcionamento
do fitocromo, efeito inibidor do &cido abscisico, deficiéncia do potencial de
crescimento do embrido, inibicdo de enzimas que degradam os tecidos que
cobrem o embrido e resisténcia mecéanica dos tecidos que cobrem o embrido
(NASCIMENTO; CANTLIFFE, 2002).

Existem algumas alternativas para minimizar o problema da
termoinibigdo e consequentemente maximizar a germinagcdo em temperaturas
elevadas. Entre eles estdo os reguladores de crescimento, como as citocininas,
etileno e giberelinas que, quando aplicadas separadas (solugdes de 10uM) ou de
forma combinada, podem inibir a termodorméncia e estimular a germinagéo das
sementes de alface (NASCIMENTO, 2002). Entre os reguladores de
crescimento, o etileno se destaca por estimular a germinacdo e superar a
dorméncia em vérias espécies (ESASHI, 1991). O etileno é um fitohorménio
gue possui forma gasosa (C,H,), sendo considerado um potente regulador de
crescimento, afetando varios processos do desenvolvimento das plantas, como
crescimento, diferenciacdo e senescéncia (KADER, 1985).

Estudos demonstram que em sementes de alface, a sintese de etileno
decresce em temperaturas altas durante a embebicdo das sementes. Entretanto, o
efeito inibitério de temperaturas altas sobre a germinacéo de sementes de alface
pode ser superado com a adicdo do etileno (HUANG; KHAN, 1992;
NASCIMENTO, 2003). Assim, a aplicacdo de precursores de etileno ou
produtos a base de etileno tem permitido a germinacdo de sementes de alface em
altas temperaturas (NASCIMENTO; CANTLIFFE, 2002). Existe também uma
estreita ligacdo entre o enfraguecimento do endosperma, a atividade da enzima
endo-B-mananase, a producdo de etileno e a germinacdo das sementes de alface
sob altas temperaturas (CANTLIFFE et al., 2000)

Nesse contexto, a possibilidade de ocorrer germinacdo em temperaturas

elevadas esta associada ao enfraquecimento e amolecimento do endosperma, que
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possibilita o crescimento do embrido sob essa condicdo (NASCIMENTO;
CANTLIFFE, 2002). O embrido da alface é completamente incluido dentro do
endosperma em que a radicula deve penetrar para crescer e terminar a
germinagdo. Sendo assim, as primeiras horas de embebigcdo sdo consideradas
criticas para que as sementes de alface germinem sob condi¢bes de altas
temperaturas (NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 2004).

O endosperma pode retardar ou impedir a germinacdo das sementes,
atuando como uma barreira fisica & protrusdo da radicula sob temperatura
elevada, podendo ocorrer a germinacgao atipica, através dos cotilédones e ndo da
radicula. Assim, nessas condi¢des, o enfraguecimento do endosperma torna-se
um pré-requisito para protrusdo da radicula (SALA; NASCIMENTO, 2014). O
horménio etileno pode estar também envolvido nesse processo, atuando
diretamente no enfraquecimento do endosperma da semente através de um
desconhecido mecanismo, ou estar envolvido na regulagdo de enzimas
responsaveis pela “digestdo” da parede celular do endosperma (por exemplo,
endo-B-mananase), ou a combinacdo de ambos. Todos esses pProcessos
favoreceriam a protrusdo da radicula e consequentemente a germinagdo das
sementes de alface sob altas temperaturas (NASCIMENTO; CANTLIFFE,
2002).

2.3 Dorméncia de sementes

Segundo Baskin e Baskin (2004), semente dormente ndo tem capacidade
de germinar em um periodo de tempo especificado, em uma ou mais
combinagdes de condices ambientais nas quais a semente germinaria
normalmente se ndo estivesse com dorméncia. Portanto, mesmo sendo sementes
viaveis e tendo todas as condi¢cBes ambientais favoraveis, deixam de germinar
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). A dorméncia possui importante
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significado ecoldgico, uma vez que permite a distribuicdo da germinacdo das
sementes no tempo, através da variacdo da intensidade do fendémeno entre as
sementes de uma mesma planta. A dorméncia também é uma caracteristica
adaptativa que assegura a perpetuacdo e a sobrevivéncia das espécies nos
diferentes ecossistemas (LOPES; NASCIMENTO, 2012).

Por outro lado, consiste em uma barreira para a agricultura, pois causa
desuniformidade na emergéncia das plantulas. Dessa forma, sementes dormentes
ndo germinam logo apds a colheita devido a mecanismos internos, de natureza
fisica ou fisiologica, que bloqueiam a germinagdo por periodo de tempo variavel
com 0 genotipo, com o estadio de maturacdo do fruto e com as condi¢des de
ambiente durante a maturag&o, entre outros fatores (CARDOSO, 2004).

Existe uma classificagdo baseada no momento da aquisicdo da
dorméncia, sendo primaria e secundaria. A primaria ocorre antes da dispersdo da
semente como parte do programa genético durante a maturacdo e a secundaria
ocorre apos a dispersédo, influenciada por falta de condi¢des adequadas para a
germinacdo (CARDOSO, 2004). Em relacdo as sementes ndo dormentes de
alface, estas podem adquirir dorméncia secundaria, quando colocadas para
germinar sob altas temperaturas (LOPES; NASCIMENTO, 2012). A dorméncia
pode ainda ser classificada como exdgena e enddgena (BASKIN; BASKIN,
1998). A dorméncia enddgena esta relacionada a algum bloqueio que o embrido
apresenta e pode ser subdividida em fisioldgica, fisica, morfologica e
morfofisioldgica. E a exdgena ndo atinge o0 embrido, mas sim as outras partes da
semente e pode ser subdividida em fisioldgica, fisica e mecanica (CARDOSO,
2004).

O tempo de duracdo da dorméncia é muito varidvel entre as espécies.
Algumas sementes de hortalicas e gramineas forrageiras tém um periodo curto
de dorméncia (aproximadamente de trés a seis meses) de forma que o intervalo

de tempo entre a colheita das sementes e a semeadura é suficiente para que no
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plantio ndo tenham mais dorméncia (LOPES; NASCIMENTO, 2012). O
possivel mecanismo da dorméncia de sementes de alface, em condic@es de altas
temperaturas, ndo é totalmente entendido, assim como os processos fisioldgicos
e bioquimicos que o controlam (NASCIMENTO; CANTLIFFE, 2002).

2.4 Fatores que influenciam a dorméncia de sementes

O periodo de duragdo da dorméncia é bastante variado, pode ser de dias,
meses ou varios anos. Sendo que para uma mesma espécie esse periodo pode
variar em fungdo do gendétipo e do ambiente onde a semente foi produzida
(DIAS, 2005). A dorméncia das sementes é controlada pelo gendétipo, mas
sempre associada com fatores ambientais como temperatura, fatores fisicos
como espessura do tegumento e regulacdo de horménios (FINCH-SAVAGE;
LEUBNER METZGER, 2006). Estudos realizados por Nascimento et al. (2012),
avaliando germinagdo de diferentes cultivares de alface em condicGes de
temperatura elevada, identificaram que existem diferengas entre as cultivares.

Os hormonios vegetais também apresentam papel importante na indugao
de dorméncia das sementes. Em diversos estudos estdo sendo utilizados o &cido
abscisico (ABA) e mutantes da biossintese e sinalizacdo de giberelina (GA),
demonstrando que esses dois horménios tém papéis importantes e antagbnicos
na dorméncia e germinacdo. O equilibrio entre os niveis desses dois horménios e
suas respectivas vias de sinalizacdo sdo importantes na regulacdo de inducéo e
manutengdo de dorméncia e promogdo da germinagdo (FINKELSTEIN et al.,
2008).

O é&cido abscisico (ABA) é indicado como o principal inibidor da
germinacgdo, principalmente nos estigios iniciais de desenvolvimento,
impedindo dessa forma a germinacgéo precoce. O oposto do que ocorre na classe

das giberelinas (GA), estas promovem a germinacdo das sementes (CADMAN
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et al., 2006). O fitormdnio acido abscisico (ABA) é o principal agente envolvido
no estabelecimento da dorméncia embrionéria durante a maturacdo da semente
na planta-mé&e. Existe um pico de acumulo de ABA na semente, correspondendo
ao periodo entre as fases intermedidria e tardia da embriogénese (TAIZ;
ZEIGER, 2004). As giberelinas sdo conhecidas como hormonios de promogéo
do crescimento, sendo envolvidas em Vvarios processos durante 0
desenvolvimento da planta, como o crescimento da parte aérea, langamento e
desenvolvimento da flor, dorméncia e germinacdo das sementes (LINKIES et
al., 2010). A participagdo do etileno tem sido sugerida em respostas hormonais,
interagindo com a giberelina na promogdo da germinacdo e/ou inibindo a
superacdo do ABA, induzindo a superacdo da dorméncia (IGLESIAS
FERNANDEZ; MATILLA, 2010).

Em estudos realizados por Nascimento e Cantliffe (2000), eles
verificaram que existe uma relacdo entre germinacdo de sementes em altas
temperaturas, producdo de etileno e aumento da atividade da enzima endo-B-
mananase. O aumento da atividade enzimatica e da producdo do etileno pode
ocasionar a superagdo do efeito inibitorio da germinacdo em altas temperaturas,
através do enfraguecimento do endosperma.

Além dos fatores internos que envolvem a semente, a dorméncia
também ocorre pela combinacdo desses fatores com as condi¢cBes ambientais.
Segundo Marcos Filho (2005), os seguintes fatores ambientais sdo capazes de
induzirem dorméncia: fotoperiodo, temperatura, umidade relativa do ar e
disponibilidade de agua.

Existe uma ampla variagdo nas respostas germinativas quanto a
sensibilidade a luminosidade. Em algumas espécies a germinacéo € inibida pela
luz, entretanto outras sdo favorecidas (NASSIF et al., 1998). A alface produz
sementes do tipo fotoblasticas positivas, isto €, s6 germinam, ou germinam em

maior porcentagem, quando submetidas a presencga de luz. Contudo, devido a
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domesticacdo e ampla produgdo, muitas cultivares j& perderam esse
fotoblastismo passando a ser fotoblasticas neutras (CASTRO et al., 2005).
Segundo Nascimento (2002), alguns gendétipos de alface possuem sua
germinagdo controlada pela luz, porém grande parte das cultivares comerciais
ndo necessitam de luz para germinar. Sementes de alface de genétipos
fotossensiveis possuem um sistema funcional do fitocromo que séo afetadas pela
radiagdo luminosa a que sdo submetidas. De acordo com radiagdo luminosa, as
sementes poderdo germinar ou ndo.

A temperatura maxima e critica para a germinacao de sementes de alface
dependem do gendtipo, sendo que algumas cultivares podem germinar em
temperaturas que variam de 5 °C a 33 °C. Entretanto, temperaturas superiores a
30 °C afetam a germinacdo das sementes reduzindo a porcentagem de
germinacdo (SALA; NASCIMENTO, 2014). De acordo com estudos realizados
por Menezes et al. (2000), utilizando trés cultivares de alface, verificaram que a
luz limita a germinacdo, sendo que, na presenca de luz a germinagao ocorreu em
uma maior amplitude de temperatura (20 a 30 °C) e que temperaturas superiores
a 35 °C induzem a dorméncia secundaria.

Outro fator que influencia na ocorréncia de dorméncia é a posi¢do da
semente na planta-mée. Segundo Marcos Filho (2005), a posi¢do da semente na
planta-mde é um dos aspectos que pode influenciar os diferentes graus de
dorméncia. Em espécies da familia Asteraceae a posi¢do dos aquénios nos
capitulos ou na planta-mae pode afetar durante a maturagdo o grau de dorméncia
(BRYANT, 1989). J& foram realizados diferentes trabalhos verificando a
influéncia da posicdo das sementes na planta-mde de diversas espécies. De
acordo com os estudos de Pereira (1983), foi constatado que existe diferenca em
relacdo a localizacdo dos frutos de quiabo na planta-mée, sendo que sementes
que se encontravam de 60 a 120 cm do nivel do solo obtiveram maior

germinacgédo. Cardoso (2000) verificou que sementes de cenoura das umbelas
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primarias e secundarias apresentam maior poder germinativo quando comparada
com as terciarias. Porém, Machado et al (2010), estudando a posicdo dos
racemos em sementes de mamona concluiu que a posi¢do ndo influenciou na

porcentagem de germinagéo.

2.5 Armazenamento de sementes

Longevidade é definida como periodo em que as sementes se mantém
vivas, tendo a capacidade de germinar em condicfes favoraveis. A longevidade
é varidvel de acordo com o geno6tipo, mas a conservacgdo do potencial fisioldgico
depende de outras diversas condi¢cBes como grau de umidade, temperatura e
ambiente de armazenamento (MARCOS FILHO, 2005). O armazenamento ¢ de
grande importancia para manutencdo da qualidade fisiologica das sementes. A
capacidade da semente em manter sua qualidade durante o armazenamento esta
ligada & longevidade da espécie e a sua qualidade inicial, porém as condi¢des do
armazenamento podem alterar o seu potencial de conservacdo (CARVALHO;
PINHO, 1997).

O armazenamento adequado é préatica fundamental para conservar o
nivel de qualidade das sementes, minimizarem a velocidade do processo de
deterioracdo, que € dependente das caracteristicas das sementes e do
comportamento quanto a tolerancia a dessecacgdo, e assim manter a viabilidade e
vigor por um maior periodo de tempo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000;
AZEVEDO et al.,, 2003). O armazenamento depois da colheita deve ser
conduzido de forma a reduzir as transformagdes bioquimicas que propiciam a
reducdo da qualidade fisioldgica, além de evitar o desenvolvimento de insetos e
microrganismos, o0s quais promovem a diminui¢do da qualidade (CARVALHO;
VILELA, 2006).
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As condicbes de umidade relativa do ar e a temperatura apresentam
grande influéncia durante o periodo de armazenamento. A umidade do ar possui
ligacdo estreita com o teor de &gua nas sementes, que dirige a ocorréncia de
diferentes processos metabolicos que ela pode sofrer, ao passo que, a
temperatura afeta a velocidade dos processos bioquimicos, interferindo sobre o
teor de agua das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994).

De acordo com Delouche et al. (1973), a queda na qualidade durante o
armazenamento é um dos sintomas de deterioracdo das sementes. O
armazenamento de forma adequada em condi¢des propicias visa a diminuir o

processo de deterioracdo, mantendo a viabilidade das sementes.

2.6 Proteinas tolerantes ao calor

Em condigdes de estresse, 0 mecanismo mais estudado na adaptacdo dos
organismos € a inducdo das proteinas resistentes ao calor (Heat Shock Proteins
(HSP)) (JOSE, 2003). Essas proteinas possuem fungio de preservacio das
estruturas macromoleculares durante a desidratacdo e de reparo durante a
reidratacdo (VERTUCCI; FARRANT, 1995), podendo ser utilizadas como um
importante auxilio para a identificacdo de cultivares tolerantes a altas
temperaturas, uma vez que essas proteinas conservam sua natureza, S&0
abundantes e mantém suas propriedades fisicas em condicdes de estresse (JOSE
et al., 2004).

Segundo Mann (2002), um grupo de proteinas conhecidas como LEA
(Late Embryogeneses Accumulated), vem se destacando como marcador na
identificacdo de cultivares. Estas se acumulam em resposta ao acido abscisico,
na fase final de maturacéo (VIDIGAL et al., 2009). Altas temperaturas induzem

0 acumulo de proteinas LEA, que sdo ricas em glicina e outros aminoacidos
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hidrofilicos e apresentam poucos residuos hidrofébicos, podendo ser extraidas
em condicdes de temperatura elevadas (BLACKMAN et al., 1991).

Foram realizados diferentes estudos em relagdo a utilizacdo de proteinas
tolerantes ao calor como identificadores de gendtipos. No trabalho de José et al.
(2004), utilizou-se linhagens de milho submetidas as diferentes condicdes de
producdo e secagem, verifica-se boa estabilidade das proteinas, sendo portanto
promissoras para identificacdo de cultivares de milho. Resultados semelhantes
foram relatados por Menezes et al. (2008), nos quais os padrdes de proteinas
resistentes ao calor foram estaveis para diferentes linhagens e hibridos de milho,
sendo eficiente na separacdo dessas cultivares. No entanto, para as cultivares de
soja, algoddo e feijao os padrdes de proteinas se apresentaram monomorficas.

Em trabalho realizado por Catdo et al. (2014), avaliando as proteinas
tolerantes ao calor em sementes de alface, verificaram que a temperatura de
embebicdo alterou a expressdo das proteinas, e que as bandas proteicas foram
diferentes nas cultivares termotolerantes e termossensiveis, com destaque para a
cultivar Everglades que é considerada termotolerante e que apresentou maior
guantidade dessas proteinas. Diante disso, é possivel identificar marcadores que
possam se tornar ferramentas para selegdo de materiais capazes de germinar em
temperaturas elevadas (JOSE et al., 2004).

2.7 Enzima endo-B-mananase

O embrido na semente é envolvido pelos tecidos do endosperma,
integumento e pericarpo. O endosperma é um tecido vivo, compreendendo
aproximadamente 8% do peso seco das sementes. Ele é considerado a fonte
inicial de reservas para o crescimento do embrido, e suas células contém todo o
mecanismo para a sintese de enzimas (NASCIMENTO, 2002). O endosperma

pode retardar ou impedir a germinacdo das sementes, atuando como uma
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barreira fisica a protrusdo da radicula, em condigdes desfavoraveis, como
temperaturas elevadas. Dessa forma, o enfraguecimento do endosperma torna-se
um pré-requisito, nessas condi¢cBes, a protrusdo da radicula (SALA;
NASCIMENTO, 2014).

As paredes celulares do endosperma das sementes de alface séo
compostas em sua maior parte por polimeros de galactomananas, que para serem
degradados, é necesséria a atuacdo de hidrolases, entre elas, a endo-B-mananase,
que por sua vez atua especificamente nas ligacdes B1—4 desse carboidrato
(IGLESIAS FERNANDEZ et al., 2010). A enzima endo-B-mananase possui um
papel fundamental e estd diretamente envolvida com o enfraquecimento da
parede celular do endosperma em sementes de alface (SUNG et al., 2008).

A endo-B-mananase estd diretamente envolvida na hidrolise da parede
celular do endosperma durante a germinagdo e também esta associada com o
amolecimento dos tecidos (STILL; BRADFORD, 1997). As células do
endosperma possuem paredes celulares espessas constituidas de galactomananas,
que além de possuirem a funcdo de reserva, também conferem restricoes
mecanicas a germinacdo dificultando a protrusao radicular (GONG et al., 2005).
Diante do exposto, tem se observado uma relacdo entre a atividade da endo-p-
mananase antes da protrusdo radicular e a diminuicdo da resisténcia do
endosperma, em condi¢Oes de temperatura elevada na germinacdo de sementes
de alface (NASCIMENTO; CANTLIFFE, 2002).

De acordo com trabalho realizado por Catdo et al. (2014), observou-se
gue a maior atividade da enzima endo-f-mananase, ocorreu nas sementes da
cultivar Everglades, quando embebidas a 35 °C. Sendo que as maiores
atividades enziméticas ocorrem nos genotipos termotolerantes do que nos
termosensiveis (NASCIMENTO et al., 2000).
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3 MATERIAL E METODOS

Os trabalhos foram conduzidos na &rea experimental da HortiAgro
Sementes S/A, junto ao Centro de Desenvolvimento e Transferéncia de
Tecnologia da Universidade Federal de Lavras (UFLA), fazenda Palmital, no
municipio de ljaci-MG, localizada na latitude de 21°9°24”* Sul e longitude 44°
55 34’ Qeste e no Laboratério de Analises de Sementes, do Departamento de
Agricultura, da Universidade Federal de Lavras (UFLA), Lavras-MG.

3.1 Obtencdo das sementes

Para a obtencdo das sementes a serem utilizadas, inicialmente
utilizaram-se amostras de 100 sementes da cultivar Everglades, tolerante a
termoinibi¢do e 100 sementes da cultivar Veronica, sensivel a termoinibicéo
(SUNG et al., 1998; NASCIMENTO; CANTLIFFE, 2000; NASCIMENTO;
PEREIRA, 2007, REZENDE, 2013; CATAO et al. 2014). No Laboratério de
Andlise de Sementes do Departamento de Agricultura, as sementes foram
distribuidas em caixas Gerbox, sobre duas folhas de papel mata-borrédo,
umedecidos em um volume de agua destilada na quantidade de 2,5 vezes o peso
do papel. Foram utilizadas 100 sementes em cada Gerbox, as quais foram
colocadas em camara do tipo “Biochemical oxygen demand” (BOD) ajustada
com temperatura de 35 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12 horas de escuro.
As sementes germinadas até o sétimo dia tiveram suas plantulas repicadas para
bandejas de poliestireno expandido de 128 células contendo substrato comercial
Plantmax® e transportadas para casa de vegetacdo da fazenda Palmital. As
sementes remanescentes, que ndo germinaram na temperatura de 35 °C,

permaneceram na camara BOD por mais sete dias, porém com a temperatura de
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20 °C. Apo0s esse periodo, aquelas que retomaram 0 processo e germinaram,
tiveram também suas plantulas repicadas conforme descrito anteriormente.

Ao final desse processo foram obtidas 60 plantas da cultivar Everglades
e uma Unica planta da cultivar Veronica, a partir de sementes que germinaram a
35 °C, bem como, 30 plantas da cultivar Everglades e 30 plantas de Veronica
oriundas das sementes que retomaram o processo de germinacéao a 20 °C.

Apos aproximadamente 20 dias da repicagem para as bandejas, as
mudas obtidas da germinagéo a 35 °C e a 20 °C, foram transplantadas para vasos
de 10 litros, contendo mistura de solo, areia, matéria organica e adubo a base de
N-P-K. Os vasos contendo as plantas de alface foram organizados em casa de
vegetacdo, com espacamento de 0,6 m entre plantas e 1 m entre linhas. As
plantas receberam adubagdes via fertirrigacdo e realizaram-se praticas de manejo
para retirada de folhas velhas e tutoramento ap6s o inicio do pendoamento,
sendo as plantas conduzidas até o florescimento e produgéo de sementes.

Quando se iniciou o florescimento, as inflorescéncias foram separadas
em duas partes utilizando-se de um fio de Ia colorido, que foi amarrado na parte
mediana da inflorescéncia, separando-as em superior e inferior.

Cerca de 20 dias apés o florescimento, quando as sementes se
apresentavam fisiologicamente maduras, marcaram-se aleatoriamente vinte
plantas da cultivar Everglades, sendo 10 provindas de plantas oriundas de
sementes germinadas na temperatura a 35 °C e 10 a temperatura de 20 °C. Para
a cultivar Verdnica selecionou-se apenas uma Unica planta germinada na
temperatura de 35 °C e 10 plantas oriundas de sementes germinadas na
temperatura de 20 °C. Cada planta identificada teve suas sementes colhidas
individualmente, de acordo com a posicdo em que se encontravam na planta-
mée, originando dois tipos de sementes para uma mesma planta, as que se
encontravam na parte superior (apice) da inflorescéncia e as que se encontravam

na parte inferior (basal) da inflorescéncia. Cada planta havia recebido uma
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numeracdo para identificd-la e suas sementes colhidas, separadamente,
constituiram diferentes “progénies”.

No momento da colheita utilizou-se tesoura de poda, com a qual se
cortou as inflorescéncias que se encontravam no apice, colocando-as dentro de
um saco pléstico, onde foram batidas para retirada das sementes. O mesmo
procedimento foi realizado com a parte inferior. As sementes foram beneficiadas
manualmente apés a colheita e colocadas para secar a sombra, em peneiras com
malha fina por sete dias. Apds esse periodo foram acondicionadas em
embalagens individuais de papel Kraft, identificadas e armazenadas em camera
fria por um periodo de 70, 130, 190 e 400 dias e submetidas ao teste de
germinacéo.

Para avaliagbes de germinacdo a 35 °C e teste tetrazolio utilizaram-se,
amostras das sementes de 20 progénies da cultivar Everglades, aquelas que se
originaram da temperatura de 35 e 20 °C. A cultivar Verdnica (testemunha
sensivel & termoinibicdo) ndo foi utilizada nesses testes ja que apenas uma
semente havia germinado na temperatura de 35 °C o que demonstra a

sensibilidade a germinagéo em altas temperaturas dessa cultivar.

3.2 Teste de germinacao

Para os ensaios de germinacdo utilizaram-se caixas gerbox cada uma
contendo 2 folhas de papel toalha tipo mata-borrdo umedecidas 2,5 vezes o peso
do papel seco. No laboratério foram separadas 2 camaras BODs, as quais foram
reguladas com temperaturas de 35 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz e 12
horas de escuro por sete dias. Apds esse periodo, a temperatura das BODs foi
reduzida para 20 °C, permanecendo assim por mais sete dias, totalizando um
periodo de 14 dias. Cada tratamento foi composto por duas repeticdes

correspondentes a 100 sementes oriundas do &pice e da base das inflorescéncias.
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A contagem das sementes germinadas foi realizada no quarto e no
sétimo dia durante o periodo em que estavam submetidas a temperatura de 35 °C
e nos mesmos intervalos ap6s reduzir a temperatura para 20 °C. Apds cada
contagem as plantulas eram descartadas. As sementes remanescentes apos o0
décimo quarto dia de inicio da avaliagdo foram submetidas ao teste de tetrazélio.

Os resultados foram registrados em porcentagem de germinacao, o
qual pode ser definido pela equacdo 1, para sementes germinadas a 35 °C:

Gt (35oc) = Ga= + G7o (1)

Em que: Gt (s5c) refere-se ao total de germinacéo na temperatura de 35 °C, G4 as
sementes germinadas até o quarto dia e G- paraas sementes germinadas até o sétimo dia.

Os resultados de germinagdo das sementes submetidos & temperatura de

20 °C foram definidos pela equacéo 2:
Gt aoec) = G + G (2)

Em que: Gt (yec) refere-se ao total de germinagdo na temperatura de 20°C, G, &s
sementes germinadas até o quarto dia e G- paraas sementes germinadas até o sétimo dia.

Os testes de germinacdo foram realizados aos 70, 130, 190 e 400 dias
ap6s a colheita, retirando-se as amostras dos mesmos lotes de sementes
armazenados em camera fria. Vale destacar que a realizacdo dos testes de
germinacdo nos quatro periodos pés-colheita foi em funcdo de alguns ensaios
preliminares terem mostrado baixa germinagédo da cultivar Everglades a 35 °C
logo apdés a colheita, 0 que poderia estar relacionado com uma possivel
ocorréncia de dorméncia primaria, comum em sementes de alface, conforme
relato de Marcos Filho (2005).
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3.2.1 Teste de tetrazoélio

Utilizaram-se as sementes remanescentes da cultivar Everglades ndo
germinadas ap6s o décimo quarto dia do teste de germinacdo. Esse teste
determina a viabilidade das sementes e tem o objetivo de distinguir as sementes
viaveis das ndo viaveis. Para esse procedimento foram retirados os tegumentos
das sementes colocando o embrido em exposicdo a coloragdo com a solucdo de
2,3,5 trifenil cloreto de tetrazolio com concentracdo de 1%, esses foram
identificados e acondicionados em recipiente de cor escura por um periodo de 3
horas e temperatura de 30 °C. Apo6s esse periodo verificou-se e interpretou-se a
coloragdo de acordo com Regra de Analise de Semente (BRASIL, 2009). Os

resultados foram expressos em porcentagem.

3.3 Analises enzimaticas e proteicas

Avaliou-se a atividade da enzima endo-Bf-mananase e das proteinas
resistentes ao calor (LEA). Nessa etapa da pesquisa utilizaram-se as cultivares
Everglades e Verdnica, ressaltando que ambas as cultivares foram utilizadas por
apresentarem caracteristicas distintas, uma vez que a cultivar Everglades é
considerada tolerante a termoinibicdo e a cultivar Verbnica sensivel a
termoinibig&o.

Para essas analises utilizaram-se amostras de sementes armazenadas por
400 dias apo6s a colheita oriunda das 11 progénies da cultivar Veroénica, sendo
que as dez primeiras provindas de plantas cujas sementes haviam germinado a
temperatura de 20 °C e uma Unica germinada a 35 °C. Para a cultivar Everglades
foi necessario considerar o mesmo numero de amostras de progénies obtidas
para a cultivar Ver6nica, ou seja, onze. Assim, amostraram-se aleatoriamente 11

progénies dentro das 20 da cultivar Everglades originadas da temperatura de 35
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e 20 °C. De modo que as amostras da cultivar Everglades utilizadas nesse teste
foram provenientes das plantas 1, 2, 4, 5, 7, 8, 11, 12, 14, 15 e 18, sendo que as
as seis primeiras originadas da temperatura de 35 °C e as outras cinco da
temperatura de 20 °C.

3.3.1 Analise da enzima endo-p-mananase

Para analise eletroforética das enzimas endo-p-mananase, foi macerado
1 g de sementes de cada progénie das cultivares Everglades e Verdnica na
presenca de polivinilpirrolidona (PVP) e nitrogénio liquido em cadinho de
porcelana. Posteriormente, as amostras foram armazenadas em DEEP Freezer a
temperatura de -86 °C. Em cada microtubo com 100 mg de p6 de cada amostra,
foram adicionados 300 pL de tampdo de extragdo (0,1 mol L™ Hepes por 0,5
mol L™ de NaCl e acido ascorbico (5 mg de &cido ascorbico por mL de tamp&o),
pH 8,0. Posteriormente, os microtubos foram centrifugados por 30 min a 12.000
g e 2 uL do sobrenadante foram aplicados em gel contendo 6 mL de “locust
bean gum” (LBG), 0,24 g de agarose e 24 mL de tamp&o pH 5,0 (1 mol L™ de
4cido citrico por 0,4 mol L™ de Na,HPO,2H.,0). As aliquotas foram aplicadas
em furos de 2 mm feitos no gel de poliacrilamida com auxilio de furador. O gel
foi incubado por 21 horas em geladeira e revelado como descrito em Silva et al.
(2004). A atividade da enzima endo-p-mananase foi calculada segundo Downie
et al. (1994), para a curva padréo utilizou-se a endo-f-mananase comercial de

Aspergillus niger.

3.3.2 Eletroforese de proteinas resistentes ao calor

Para esta analise foi macerado 1 g de sementes de cada progénie das

cultivares Everglades e Veronica em cadinho de porcelana contendo nitrogénio
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liquido e polivinilpirrolidona (PVP), em seguida pesou-se 100 mg de cada
macerado, os quais foram adicionados em microtubos de 2 mL junto a 1000 uL
de tampé&o de extracdo (50 mmol L™ tris-HCI, pH 7,5; 500 mmol L™ de NaCl; 5
mmol L™ de MgCl,; 1 mmol L™ PMSF) e agitados em Vortex e centrifugados a
12000 g por 30 minutos em uma temperatura de 4 °C e o sobrenadante coletado.

O sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85 °C por 15 minutos e
posteriormente centrifugado por 30 minutos a 12000 g em 4 °C, em seguida o
mesmo foi acondicionado em microtubos junto a 70 mL de extrato de proteina +
40 mL do tampéo da amostra (5 mL de glicerol, 2,5 mL de solucéo tampé&o do
gel concentrador, 2,5 mg de azul do bromofenol, completando o volume para 25
mL de agua destilada) os quais foram levados a banho-maria por 5 minutos. Por
fim foram aplicados 50 pL de cada amostra em gel de poliacrilamida SDS-
PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). A corrida eletroforética
foi realizada a 150 v, durante 12 horas, segundo a metodologia de Alfenas
(2006).

As avaliagdes dos padrdes proteicos foram realizadas de acordo com a
intensidade das bandas, utilizando-se o transiluminador de luz branca, modelo
TFP-C/WL.

3.4 Andlises estatisticas

Com relacdo aos testes de germinacao foram feitas analise de variancia e
posteriormente os dados foram submetidos a um teste de média ou a analise de
regressao, conforme o caso. Para a comparacao entre as médias, empregou-se 0
teste Scott Knott (1974), a um nivel de 5% de probabilidade. Utilizou-se do
software SISVAR®.
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3.4.1 Avaliagdo quanto a posi¢do das sementes na planta-mée e quanto a
temperatura de germinacdo das sementes que deu origem as

progénies

Foi utilizado o delineamento experimental inteiramente ao acaso (DIC),
em esquema fatorial 20 x 2, cujos fatores foram 10 progénies da cultivar
Everglades provindas de plantas oriundas de sementes germinadas a temperatura
de 35 °C e 10 progénies provindas de plantas oriundas de sementes germinadas a
temperatura de 20 °C, e 2 posic¢des de colheita na planta-mae (parte basal e apice
das inflorescéncias), todas submetidas & temperatura de germinagdo de 35 °C.
Ressalta-se que para essas avaliagbes foram utilizadas as médias de germinacao

dos quatro periodos de armazenamento (70, 130, 190 e 400 dias).

3.4.2 Avaliacdo da germinacdo a 35 °C nos quatro periodos de

armazenamento

Para a avaliacdo adotou-se o delineamento experimental inteiramente ao
acaso (DIC), em parcelas subdividas no tempo onde as parcelas foram
constituidas pelas 20 amostras das progénies da cultivar Everglades (10 oriundas
de plantas cujas sementes haviam germinado a 35 °C e 10 germinadas a 20 °C) e
as subparcelas pelas quatro épocas de armazenamento (70, 130, 190 e 400 dias

apos a colheita), submetidas a temperatura de germinacao de 35 °C.
3.4.3 Analises enzimaticas e proteicas
Adotou-se o delineamento experimental inteiramente ao acaso (DIC),

utilizando-se as amostras de 11 progénies da cultivar Veronica e 11 da cultivar

Everglades.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Posicdo das sementes na planta-mée e temperatura de germinacéo das

sementes que deu origem as progénies

A andlise de variancia ndo acusou diferencas significativas entre a
germinacdo das sementes colhidas na posicdo basal ou no é&pice das
inflorescéncias, independentemente da temperatura de germinacdo das sementes
que deram origem as plantas-maes. A média de germinagdo das sementes das
progénies foi semelhante para as duas temperaturas de origem (20 e 35 °C). Ndo
houve também interacdo entre qualquer um dos fatores. Houve diferenca, no
entanto, para a germinagédo entre as sementes colhidas nas diferentes plantas da

cultivar Everglades, independentemente da temperatura (tabela 1).

Tabela 1- Percentuais médios de germinacgdo a 35 °C de sementes de alface da
cultivar Everglades, colhidas em plantas originarias de sementes que
germinaram a 35 °C (progénies de 1 a 10) e a 20 °C (progénies de 11 a
20). (Continua)

Progénies Everglades Médias de germinacéo (%)

1 93 A
87B
64 E
75D
64 E
41F
78C
67 E
70D
65 E
89 B
81C
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Tabela 1- Percentuais médios de germinacdo a 35 °C de sementes de alface da
cultivar Everglades, colhidas em plantas originarias de sementes que
germinaram a 35 °C (progénies de 1 a 10) e a 20 °C (progénies de 11 a
20). (Concluséo)

Progénies Everglades Meédias de germinacéo (%)
13 66 E
14 73D
15 71D
16 9% A
17 67E
18 87B
19 82C
20 58 E
Média total 74

CV (%) = 5,79

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5 % de
probabilidade.

Apesar de diferentes autores como Bryant (1989), Marcos Filho (2005) e
Lopes e Nascimento (2012), relatarem a existéncia de influéncia entre
porcentagem de germinagdo e posicdo de colheita das sementes de algumas
culturas na planta-mée, esta ndo foi verificada neste trabalho. Segundo
Brancalion e Marcos Filho (2008), as sementes estdo submetidas
individualmente as condi¢cbes microambientais impostas pela posi¢do na qual
estdo inseridas na planta-mé&e. Mesmo dentro de uma Unica c&psula, a posicéo de
uma semente pode influenciar na capacidade de germinagdo (GUTTERMAN,
2000). No entanto, esses fatores ndo foram capazes de causar essa influéncia,
isso possivelmente pode ser explicado pelo fato de o desenvolvimento das

plantas terem ocorrido em casa de vegetacdo, onde é normal manter-se um maior
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controle de condicBes edafoclimaticas (CANSADO, 2003; MATQOS, 2007;
SANTOS et al., 2010; TEIXEIRA et al., 2011).

Para diversas culturas é descrita a ocorréncia de diferengcas na
germinacdo das sementes colhidas em diferentes posigdes na planta-mae
(PEREIRA, 1983; CARDOSO, 2000; ALVES et al., 2012; ALOHO; ANITA,
2016). Por outro lado, encontram-se também relatos que ndo confirmam a
existéncia dessa diferenca, como descrito por Machado et al. (2010), estudando a
posicdo do racemo na planta de mamona, quando ndo encontrou diferenca na
porcentagem de germinacdo das sementes. Assim como Freitas et al. (2013), que
analisaram a porcentagem de germinacdo de sementes de sabid (Mimosa
caesalpiniifolia Benth.) em relagdo a posi¢do na qual se encontravam na planta
(proximal, intermediaria e distal), e ndo verificaram diferenga na porcentagem
de germinagdo em relacdo as diferentes posicoes.

Segundo Gutterman (2000), as sementes variam em seu grau de
germinacdo entre e dentro das populagdes e entre e dentro dos individuos,
algumas dessas variagdes tém origem genética, mas grande parte ocorre pelo
fendtipo. Portanto, as diferengas encontradas na literatura quanto & posi¢do na
gual as sementes se encontram na planta-mde pode ser varidvel, sendo
influenciadas pelo ambiente ao qual estdo submetidas.

Ndo foi constatada diferenga significativa para germinacdo quanto a
origem da semente, seja colhida em planta oriunda de semente que germinou a
35 °C ou a 20 °C, pode-se afirmar que independentemente da temperatura de
germinacdo da semente da geracdo anterior, as sementes apresentam o0 mesmo
nivel de tolerancia a termoinibicdo, com a mesma capacidade de germinacdo a
35 °C, que nesse caso foi, em média, de 74%. Esse resultado demonstra que nao
se pode confirmar a hipétese de que o fato da germinacéo da cultivar Everglades

a 35 °C situar-se em torno de 70% seja atribuido a existéncia de individuos que
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eventualmente poderiam estar em diferente condicdo homozigética para o(s)
loco(s) que controla(m) o processo de tolerancia a termoinibicao nessa cultivar.
Resultados encontrados por Oliveira (2014), avaliando a germinagéo em
temperatura de 35 °C de sementes das cultivares Everglades e Verdnica, logo
apos a colheita, mostraram que a média de germinagdo das sementes de ambas
as cultivares colhidas em plantas oriundas de sementes que germinaram a
temperatura 35 °C foi ligeiramente superior a daquelas colhidas em plantas
oriundas de sementes germinadas a 20 °C. No entanto, a autora relata que néo
foi possivel confirmar que sementes provindas de plantas cujas sementes que as
originaram teriam germinado a 35 °C, originam sementes tolerantes a
termoinibig&o. Isso, devido & possibilidade de existéncia de dorméncia primaria,
para germinacdo a 35 °C, ja que é comum sementes da cultivar Evergledes
depois de armazenadas por algum tempo alcangarem germinacao acima de 60%
em condicBes de 35 °C (OLIVEIRA, 2014). Portanto, mesmo ap0s meses de
armazenamento ndo se observa relacdo entre a capacidade de germinagdo na
geragdo anterior com o aumento da toleréncia a termoinibicdo em progénies da

cultivar Everglades.

4.2 Germinacdo a 35 °C ao longo do periodo de armazenamento

De acordo com analise de variancia houve diferenca significativa para a
germinacdo das sementes das progénies dentro de cada época em que se
procedeu a analise (tabela 2) e também entre essas épocas, com interacdo entre
progénies e época (figura 1). As equacGes de regressbes e os coeficientes de

determinacdo (R?) podem ser verificados na tabela 3.
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Tabela 2 - Porcentagem de germinacdo a 35 °C de progénies de alface da
cultivar Everglades, armazenadas durante quatro periodos de tempo.

Periodos de Armazenamento (Dias)

Progénies
70 130 190 400
1 Na 90 a 97 a 93 a
2 77b 84b 99a 89 a
3 21d 44d 100 a 90a
4 29d 74 b 100 a 98 a
5 23 d 59 ¢ 88 Db 86 b
6 29d 35d 33¢c 67 c
7 34c 87a 100 a 92a
8 1l4e 6lc 9%5a 9a
9 43¢ 62 c 97 a 77b
10 38¢c 53¢ 86 b 84b
11 87 a 88 a 89b 93a
12 69 b 82b 93a 80b
13 37¢c 46 ¢ 82b 98 a
14 26 d 80b 91b 95 a
15 41c 75b 87b 82b
16 9% a 93a 9%5a 94 a
17 9e 68 c 95 a 95 a
18 52 ¢ 98 a 98 a 99a
19 40 c 94 a 96 a 100 a
20 19d 52 ¢ 77b 85b
Médias 43,7 71,3 89,9 89,8

Cv (%) = 11,16

Médias seguidas da mesma letra na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott
a 95 % de probabilidade.

Apos o periodo de 70 dias da colheita, quando foi realizado o primeiro

teste de germinacdo, observou-se variagdo nas porcentagens de germinacgdo das

sementes de diferentes progénies, com valores entre 9 e 96%. As progénies 1, 11

e 16 foram as que apresentaram maiores porcentagens de germinacdo, ao
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contréario das progénies 8 e 17, que apresentaram 0s menores valores. Nesse
periodo de 70 dias ap6s a colheita pode-se verificar, de forma geral, uma
reduzida germinacgdo para a maioria das progénies. Isso pode ser devido a uma
provavel ocorréncia de dorméncia primaria, comum em sementes de alface logo
ap6s a colheita, o que prejudica a porcentagem de germinacdo e
consequentemente a producdo de mudas. No entanto, esse fenébmeno ndo ocorreu
em todas as progénies como pode ser observado pelos resultados das progénies
1, 11 e 16 que apresentaram germinagdes superiores a 80%, valor considerado
minimo para a comercializacdo de sementes de alface (Brasil, 1986).

Aos 130 dias apos a colheita, a variagdo na porcentagem de germinagao
entre as progénies foi menor, reduzindo para o intervalo de 35 a 98% (tabela 2).
Paralelamente observa-se também que ocorre um aumento na porcentagem de
germinagédo para todas as progénies em relacdo aos 70 dias. As progénies que ja
apresentavam germinagdo mais alta permaneceram, e outras progénies, como a
7, 18 e 19 apresentaram niveis satisfatdrios. O mesmo aconteceu aos 190 dias,
quando apenas a progénie 6 apresentou baixa germinacdo. As demais
apresentaram germinagdes superiores a 77%, e a grande maioria acima de 90%.
As progénies 3, 4 e 7 se destacaram por atingirem a germina¢do maxima.

Aos 400 dias o comportamento € bem semelhante, com uma menor
germinacdo das sementes da progénie 6, porém pode-se verificar que em todas
as épocas esta apresentou germinacgdes inferiores. Vale ressaltar que a analise
apos o periodo de 400 dias de armazenamento é importante para confirmar a
possivel quebra de dorméncia e a manutencdo da qualidade das sementes. O
armazenamento em condicGes ideais € capaz de manter a qualidade das
sementes, sem, no entanto, contribuir para sua melhoria (VILLELA; PEREZ,
2004). De acordo com Groot (2003), a capacidade de armazenamento das

sementes varia entre as espécies, entre e dentro dos lotes.
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Figura 1 - Porcentagem de germinacdo a 35 °C de 20 de progénies da cultivar Everglades em funcdo dos periodos de

armazenamento (70, 130, 190 e 400 dias apos colheita).
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Tabela 3 - Equagdes de regressdo ajustadas do indice de porcentagem de
germinacdo a 35 °C em func¢éo do periodo de armazenamento de 20
progénies da cultivar Everglades.

Progénies EquacBes de Regressao R2
1 Y =0,0008x2+0,2518x+74,4865 0,9897
2 Y = 0,006x2+0,3402x+54,6080 0,9463
3 Y =-101,693+199,129x(1-E(-0,0130X) 0,9121
4 Y =-174,658+275,779*(1-E(-0,0190*x)) 0,9902
5 Y =-125,826+ 215,323*(1-E(-0,0166*X)) 0,9814
6 Y = 0,0003x%-0,0472x+32,056 0,9899
7 Y =-616,230+712,117*(1-E(-0,0349*x)) 0,9921
8 Y =-157,037+259,331*(1-E(-0,0152*x)) 0,9905
9 Y =-0,0016x>- 0,8434x -12,2129 0,9505
10 Y =-0,0011x°+ 0,6709x -7,0228 0,9652
11 Y =0,0183x+ 85,635 0,9995
12 Y =-0,0008x°+ 0,3992x + 44,3730 0,9962
13 Y = -0,0007x*+ 0,5460x — 1,937 0,9642
14 Y = 140,003x/(142,731+x) 0,8658
15 Y =-225,938+310,541*(1-E(-0,0280*x)) 0,9906
16 Y =-0,0032x +95,1224 0,9506
17 Y =-267,031+ 364,768*(1-E(-0,0201*x)) 0,9955
18 Y =104,7142*(1-E(-0,0131*x)) 0,9017
19 Y =107,0718*(1-E(-0,0105*x)) 0,8926
20 Y =-84,3648+ 171,6880*(1-E(-0,0130*x)) 0,9937

Observou-se um aumento na média de germinacdo das sementes das
progénies da cultivar Everglades ao longo do periodo de armazenamento, a
exemplo do que normalmente ocorre quando as sementes apresentam dorméncia
primaria. As médias de germinagdo foram crescentes dos 70, 130 até os 190
dias, sendo de 43,7; 71,3; 89,9 respectivamente. E para 400 dias foi de 89,8.
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Os menores valores para germinacdo a 35 °C foram constatados nas
analises realizadas mais proximo da colheita (70 e 130 dias), o que poderia levar
a hipotese da ocorréncia de dorméncia primaria, citada para sementes de alface
logo apo6s a colheita, a exemplo de trabalhos de outros autores (DORIGUETTO,
2014; REZENDE, 2013). Ha de se considerar que essa dorméncia normalmente
ocorre em temperatura ideal para germinagdo (20 °C). Observa-se, no entanto,
que as sementes remanescentes, apés a redugdo da temperatura para 20 °C
(temperatura ideal para germinacdo de sementes de alface), retomaram a
germinacgdo. Nesse caso, a temperatura de 20 °C ndo houve indicios de
dorméncia primaria (Figuras 2 e 3).

A dorméncia primaria pode ter acontecido, para temperatura 35 °C, até
periodo de 70 dias de armazenamento, ja que essa dorméncia € quebrada de
forma natural ap6s um periodo de tempo. De acordo com Eira e Marcos Filho
(1990), a quebra de dorméncia priméaria ocorre ap6s um periodo de 4 meses,
outros autores como Popinigis (1977) relatam a superacdo da dorméncia apds 3
a 9 meses dependendo da cultivar, e Resende (2013), evidenciou que apds 6
meses de armazenamento a maioria das cultivares apresentaram germinacGes
elevadas, superiores ao observado logo apds a colheita. Neste trabalho foi
possivel constatar que a 20 °C as sementes germinaram normalmente, porém o
processo de germinagdo normal para temperatura de 35 °C s6 ocorreu a partir da
analise efetuada aos 190 dias ap0s a colheita. Assim pode-se levantar a hipétese
de que sementes de alface de cultivar tolerante a termoinibicdo apresentam
dorméncia priméria para germinagéo a 35 °C.

Além de uma possivel dorméncia primaria, outro fator considerado € a
termoinibicdo, que refere-se a uma inibicdo no momento da germinagdo
provocada por temperatura elevada. Nas figuras 2 e 3 observa-se as diferencgas

na porcentagem de germinacdo nas temperaturas de 35 °C e 20 °C. Em 35 °C
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nos primeiros periodos de armazenamento as sementes apresentam uma menor
germinacdo, porém quando a temperatura é reduzida para niveis considerados
ideais (20 °C), todas as sementes retomam 0 processo germinativo, 0 que
confirma a ocorréncia de termoinibicdo e/ou dorméncia priméaria, pois as
sementes obtiveram germinacdo proxima aos 100%, nessa condicdo, assim como
chegaram a mais de 90% de germinacdo, mesmo a 35 °C apds 190 dias de
armazenamento.

A termoinibicdo j& foi descrita em inimeros trabalhos, Bufalo et al.
(2012), analisaram sementes de alface nas temperaturas de 20, 25, 30 e 35 °C,
verificaram que aos 30 °C ocorreu reducdo na germinagdo de cerca de 50% e aos
35 °C apresentou valores muito reduzidos. O que corrobora com Nunes et al.
(2015), que utilizaram quatro cultivares de alface nas temperaturas de 20, 25 e
30 °C, sendo gue na maior temperatura houve para 3 das cultivares germinacao
zero e para uma delas de 40%, valor considerado muito baixo. Além desses
trabalhos outros demonstram a inibicdo da germinagdo em temperaturas
elevadas (MENEZES et al., 2000; NASCIMENTO; PEREIRA, 2007; KANO et
al., 2011).

As sementes remanescentes, que ndo germinaram a 20 °C, foram
submetidas ao teste tetrazolio (Tabela 4). Esse teste determina a viabilidade das
sementes, mediante a qualidade fisioldgica, sendo um teste rapido e eficiente
(MENDONCA et al., 2001; DIAS; ALVES, 2008; BRASIL, 2009; GUEDES et
al., 2010). A constatacdo da viabilidade se fez necesséria, pois as sementes
poderiam apresentar termodorméncia, e mesmo com a temperatura ideal, ndo
germinariam. No entanto, verificou-se que a maior parte das sementes

encontrava-se ndo viaveis.
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Figura 2 - Porcentagem de germinacdo das sementes de 20 progénies da
cultivar Everglades nas temperaturas de 35 e 20 °C, nos
periodos de armazenamento de 70 (A) e 130 (B) dias apds

colheita.
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Figura 3 - Porcentagem de germinacéo das sementes de 20 progénies da cultivar
Everglades nas temperaturas de 35 e 20 °C, nos periodos de
armazenamento de 190 (C) e 400 (D) dias ap6s colheita.
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Tabela 4 - Porcentagem de sementes viaveis (V) e mortas (M) pelo teste de
tetrazélio em sementes remanescentes do teste de germinacdo a 35 e
20 °C de sementes de alface da cultivar Everglades armazenadas em
quatro periodos de tempo apds a colheita.

Planta 70 130 190 400

P~V wm P Vv m P v wm P M
1 2 1 1 i2 - 2 - - - i1 1
3 2 -2 - - - - - - - -
4 1 - 1 i1 - 1 i1 - 1 - -
5 - - - i3 1 2112 8 4 - -
6 1 - 1 i1 - 112 - 2 11 1
7 1 - 112 - 2 - - -
8 - - -2 - 2 13 - 311 1
9 - - -2 - 2. - - -
0 1 - 1 - - - - - -2 2
17 1 - 1 {4 1 3 i3 1 2 - -
2 1 - 112 - 2 - - - - -
I e S -
ST T S :
5 - - - 17 1 6 i6 1 5:- -
% 3 1 2.7 3 4.5 2 3 - -
7 - - - i1 - 111 1 -
8 1 - 1 i- - - - - 1 1
9 9 1 8 - - - - -
20 - - - 13 1 11 - 1 - -

*P (Porcentagem de sementes ndo germinadas submetidas ao teste)
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4.3 Proteinas resistentes ao calor e enzima endo-f-mananase em 11
progénies da cultivar Verdnica e em 11 da cultivar Everglades

Como pode ser observado na figura 5, de forma geral, a cultivar
Everglades possui uma maior atividade da enzima endo-B-mananase quando
comparada com a cultivar Veronica. As médias das atividades foram diferentes,
significativamente, sendo de 2,96 e 1,90 (picomol por min g™), respectivamente.
A maior ou menor atividade deve-se ao fato de a tolerancia/sensibilidade a
germinacdo em altas temperaturas, uma vez que a Everglades é considerada
tolerante a termoinibicdo e a WVerbnica termossensivel. Os resultados
encontrados seguem a mesma tendéncia da germinacdo, em que a cultivar
Everglades apresenta germinacdo em torno de 74%, mesmo em temperaturas de
35 °C. Resultados semelhantes foram observados por Catdo et al. (2014), que
verificaram que as maiores atividades enzimaticas seguiam o mesmo padrao de
maiores germinagdes em temperaturas elevadas.

Esse resultado corrobora com diferentes autores que trabalharam
avaliando cultivares sensiveis e tolerantes a germinagao em altas temperaturas,
bem como a atividade da enzima endo-B-mananase. Os autores Nascimento et al.
(2000), constataram maior atividade da enzima endo-p-mananase em genotipos
tolerantes comparado com aqueles termosensiveis. Assim como Villela (2009),
que utilizou duas cultivares para estudo: a Luisa (termotolerante) e a Veronica
(termosensivel) e verificou que a maior atividade enzimatica ocorreu na cultivar
termotolerante (Luisa). O mesmo ocorreu no trabalho de Catdo et al. (2014), que
compararam 8 cultivares de alface e confirmaram que a maior atividade da
enzima ocorreu na cultivar Everglades (termotolerante), embebidas a 35 °C do

gue nas demais.
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Figura 4 - Atividade da enzima endo-f-mananase em 11 progénies de alface da
cultivar Veronica e 11 da Everglades.

Na figura 6 pode-se observar as bandas proteicas das proteinas
resistentes ao calor (LEA), onde verifica-se que houve diferenca entre os
padrdes eletroforéticos das sementes da cultivar Everglades quando comparada
com as da cultivar Verdnica. As proteinas auxiliam na identificacéo de cultivares
que toleram elevadas temperaturas, devido as caracteristicas dessas proteinas em
conservar sua natureza, manter suas propriedades fisicas e de ser abundantes em
condicdo de estresse (JOSE et al., 2004). Também tém sido associadas essas
proteinas com tolerancia a dessecacdo em sementes em condi¢des de altas
temperaturas (BLACKMAN et al., 1991). No presente trabalho foi possivel
verificar as diferencas entre as cultivares, sendo que maiores intensidades de
bandas foram verificadas para as sementes da cultivar Everglades, tendo relacdo
direta com a porcentagem de germinagdo, e com as atividades da enzima endo-
B-mananase, resultados estes que corroboram com Catdo et al. (2014), que
constataram que a cultivar Everglades apresentou relacdo entre a porcentagem
de germinacgdo, maior intensidade das proteinas resistentes ao calor, assim com

maior atividade da enzima endo-p-mananase.
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Portanto, a cultivar Everglades € um material termotolerante, que pode
ser utilizada em futuros programas de melhoramento genético que envolvam a
germinacdo em regides onde temperaturas elevadas possam ser encontradas com
frequéncia durante todo ano. No entanto, sdo necessarios outros estudos que

possam elucidar melhor os fatores que envolvam a germinacao dessa cultivar em

altas temperaturas.

1 2 3 4 5 67 89 101 1 2 4 5 7 8 1112141518
“ U\ ~
~ ~"

Veronica Everglades

Figura 5 - Padrdes eletroforéticos de proteinas resistentes ao calor em sementes
de alface de 11 progénies da cultivar Ver6nica e em 11progénies da
cultivar Everglades.



51

5 CONCLUSOES

- Os resultados dos testes de germina¢do a 35 °C confirmam a tolerancia
da cultivar Everglades a termoinibicéo.

- A posicdo em que as sementes sdo produzidas e colhidas, parte
superior (&pice) ou parte inferior (basal) da inflorescéncia, ndo causa diferencas
na germinacao a temperatura de 35 °C.

- Sementes de progénies de plantas da cultivar Everglades mantém as
mesmas médias de germinacdo desta a temperatura de 35 °C, em torno de 70%,
ndo se confirmando a hipoGtese de existéncia de linhas puras em diferentes
condi¢des de homozigose para tolerancia a termoinibicao.

- Os resultados sugerem que a dorméncia primaria que ocorre em
condi¢bes normais de germinacdo de sementes de alface a temperatura 20 °C,
também acontece em sementes de gendtipo tolerante a termoinibicdo em
temperatura de 35 °C.

- A maior atividade da enzima endo-B-mananase ocorre na cultivar
Everglades (termotolerante) do que na cultivar Veronica (termosensivel), o
mesmo comportamento ocorre para as proteinas resistentes ao calor, que

apresentam maiores intensidades nos genotipos tolerantes a termoinibig&o.
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