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RESUMO GERAL

A alface é uma espécie de grande importancia edea&rsocial, sendo
cultivada e consumida em varias regides do muneio.c8ltivo é realizado com
a utilizacdo de sementes, para isso, se faz neies&mentes de alta qualidade
fisiolégica. No entanto, sementes de alface aptasemsensibilidade as altas
temperaturas, com manifestacdo de dorméncia sabndicdo. A dorméncia de
sementes de alface é controlada pelo genétipo,serapre associada a fatores
ambientais tal como a temperatura e fatores fismm®o a espessura do
tegumento. Em altas temperaturas a germinacdowzidadou nula, podendo
ocorrer alteraces fisiolégicas e nos padrdes iposte/ou enzimaticos. Mesmo
com avangos nas pesquisas, a dorméncia em serderadface ainda ndo é um
processo bem esclarecido, ndo se sabe se esta ufridedgsomente na
germinacdo ou também, se pode ser imposta pelatatap elevada durante o
armazenamento. Logo, objetivou-se com o preseabaltio avaliar mudancas
fisiolégicas e bioquimicas em sementes de alfasecaslas a germinagdo e ao
armazenamento em temperaturas elevadas. Nos erpé&vsnforam utilizadas
sementes de alface das cultivares Everglades, Babslerdo, Elisa, Luiza,
Grand Rapids, Horténcia, Salinas 88 e Rubete. Nlouemo experimento foi
investigada a associacao entre a tolerancia &staltgperaturas de germinacao e
0s padrdes eletroforéticos de proteinas toleraatesalor e a atividade da
enzima end@-mananase. Conclui-se que, sob temperatura de ,3& AGior
percentagem de germinacdo € observada na cultivarglades, portanto,
considerada como termotolerante; os padrdes deipasttolerantes ao calor em
sementes de alface apresentam bandas especificagtivar Everglades na
temperatura de 35 °C; a atividade da enzima @ndananase € maior na
cultivar Everglades na temperatura de 35 °C. Narsdmexperimento verificou-
se a influéncia dos periodos e dos ambientes dezamamento na qualidade e
dorméncia de sementes de diferentes cultivaredfateeabem como alteracdes
na atividade enzimatica. Conclui-se que, o peridelaarmazenamento, de até
120 dias, ndo tem influéncia na viabilidade e vig@isementes de alface quando
armazenadas na temperatura de’@5as sementes de alface armazenadas em
ambientes com temperatura superior 8°Q@5ado toleram o armazenamento a
partir de 60 dias o que compromete a germinacdo \@gor; a cultivar
Everglades é tolerante a condicdo de germinacd® 8C3e mantém sua
qualidade ao longo do armazenamento, de até 120 atiatemperatura de 15
°C; a temperatura elevada induz a termodorménciacetivares de alface
durante 0 armazenamento, uma vez que as sememtegemiinadas estavam
vidveis; ocorrem alteracfes enziméticas em semdetedface armazenadas em
altas temperaturas devido a deterioragéo.

Palavras chaved:actuca sativaDorméncia. Temperatura.



GENERAL ABSTRACT

Lettuce is a species of great economic and sombitance, being
cultivated and consumed in various regions of th@ldv Its cultivation is
performed with the use of seed for this it is neaeg seed physiological
quality. However, lettuce seeds are insensitivaigh temperatures, with such
manifestations of numbness under condition. Thendacy of lettuce seeds is
controlled by genotype, but always associated eithironmental factors such
as temperature and physical factors such as thkntsss of the integument. At
high temperatures germination is low or absent, wedphysiological protein
and / or enzymatic patterns changes may occur. fithradvances in research,
dormancy in lettuce seeds is a process not yef fulderstood, it is unclear
whether this is gained only in germination or atsm be imposed by the high
temperature during storage. Therefore, the objedfthis work was to evaluate
the physiological and biochemical changes assatiatéh lettuce seed
germination and storage at elevated temperaturesexperiments seeds of
lettuce cultivars Everglades, Nanny Summer, Elisaiza, Grand Rapids,
Horténcia, Salinas 88 and Rubete were used. Infitke experiment we
investigated the association between tolerance igh Hemperatures for
germination and electrophoretic patterns of prateind heat tolerant enge-
mannanase activity. We conclude that, at temperatfir35 °C, the highest
percentage of germination is observed in cultivarerglades therefore
considered thermotolerant; patterns of heat totgrenteins in lettuce seeds have
specific bands in farming Everglades at 35 °C,abtvity endop-mannanase
also higher in the Everglades at 35 °C. In the sg@xperiment we verified the
influence of periods and storage environments alityuand dormancy of seeds
of different lettuce cultivars, as well as changesenzyme activity. It is
concluded that the storage period of 120 daysnbasfluence on viability and
vigor of lettuce seeds when stored at a temperafut® °C; lettuce seeds stored
in ambient temperatures exceeding 25°C not tolatatage from 60 days which
hinders germination and vigor; cultivating Everglads tolerant to the condition
of germination at 35 °C and maintains its qualifyinly storage, up to 120 days
at 15 °C, the high temperature induces thermodarynenltivars lettuce during
storage, since the non-germinated seeds were vijablezymatic changes in
lettuce seeds stored at high temperatures duegddatation occurs.

Keywords:Lactuca sativaDormancy. Temperature.
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1 INTRODUCAO

A alface (actuca sativalL.) é considerada a olericola folhosa mais
importante na alimentacdo do brasileiro, 0 que #ssegura expressiva
importancia econ6mica, ocupando dentro do grupohdesalicas folhosas o
posto de lider nacional em comercializacdo e consm 2011, o volume de
alface comercializado no CEAGESP - SP foi de 28t8fh#&ladas (ANUARIO...,
2012). Estima-se que o Brasil possua uma areavaddti de cerca de 50 mil
hectares (ASSOCIACAO BRASILEIRA DO COMERCIO DE SEMEES E
MUDAS - ABCSEM, 2010). Seu cultivo é intensivo enercado de sementes
de alface no Brasil é estimado em torno de US$02000,00/ano (COSTA;
SALA, 2005). O segmento de alface predominante rasiBé do tipo crespa,
liderando 70% do mercado. O tipo americana deté¥h, Eblisa 10%, enquanto
outras (vermelha, mimosa etc.) correspondem a 5%medccado (SALA;
COSTA, 2005).

Apesar de numeros expressivos, muitas regides @ gmesentam
limitacbes no cultivo impostas pelas condicbes anthis, que podem
prejudicar a germinacdo das sementes. Os fatorbgemiais como oxigénio,
temperatura e agua tém influéncia direta sobrermigacédo das sementes. A
temperatura ideal para a germinacdo de sementaiéade é de 20C (DENG;
SONG, 2012). Temperatura acima de €5 (SCHWEMBER; BRADFORD,
2010), afeta a germinacéo total, a velocidade dmigacéo, a velocidade de
absorcéo de 4gua e as reagbes bioquimicas, queniheten todo o processo
germinativo (BERTAGNOLLI et al., 2003).

O embrido da semente de alface é completamentelvatorgpelo
endosperma, deve ser atravessado pela radiculayparacorra a germinacao.
Assim, o endosperma pode retardar ou impedir aigagfio das sementes,

atuando como uma barreira fisica a emissdo dauladiespecialmente sob
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condigbes desfavoraveis (SUNG et al., 2008). Enasaltemperaturas a
germinagdo pode ser erratica ocasionando dorménwa sementes
(KOZAREWA et al., 2006).

Cantliffe, Sung e Nascimento (2000) relataram Qe poocessos
fisiolégicos e bioquimicos que controlam a dorméreio possivel mecanismo
da germinacgéo, principalmente sob condi¢cdes de &taperaturas, ndo eram
bem elucidados. Mesmo com avangos nas pesquisasirg&@ncia nas sementes
de alface ainda ndo € um processo bem compreeadido se sabe ao certo, se
esta € adquirida somente na germinacdo em altgetataras, ou também pode
ser imposta pela temperatura elevada durante @anmamento.

Muitos produtores de alface, apds a semeadura, zarmam as
embalagens contendo o restante das sementes emné@caapropriados, onde
normalmente a temperatura do ambiente é elevadengdo ser verificada na
préxima semeadura que a qualidade destas semeobtespéometida. Ressalta-
se, que 0 armazenamento visa a conservar da qgielidécial do lote de
sementes, para isso é necessario o controle dalic@es ambientais para a
manutencao da viabilidade do produto armazenadas A¢mperaturas durante o
armazenamento pode alterar processo fisiolégice®imilico das sementes e
sua minimizacao deve ser requerida, quando sev@pimazenar e preservar a
qualidade das sementes (CARVALHO; PINHO, 2000).

Diante disto, a identificacdo de gendtipos querémetemperaturas mais
elevadas, seja na germinacdo ou armazenamenta;gerte grande importancia
como subsidio para o desenvolvimento de programasethoramento de alface
para regides tropicais e subtropicais, com vistadbta@ncédo de cultivares de
melhor qualidade. Logo, objetivou-se com preserabatho avaliar mudancas
fisiolégicas e bioquimicas em sementes de alfacegeaminacdo e no

armazenamento em temperaturas elevadas.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais da cultura

A alface (actuca satival.) é originaria de regibes amenas do
Mediterraneo. Pertence a famifateraceaee é uma planta anual que floresce
sob dias longos e temperaturas altas. CondicOeseatais de temperaturas
amenas e dias curtos favorecem a etapa vegetativeicth (FILGUEIRA,
2003). A temperatura ideal para o desenvolvimesta ea faixa de 15,5 e 18,3
°C, apesar de tolerar faixas entre 26,6 a 29,4 8Calguns dias, desde que as
temperaturas noturnas sejam baixas (SANDERS, 2013).

Sendo a hortalica folhosa mais consumida no Bralsilé produzida em
cinturdes verdes proximos aos grandes centros godstes por causa de sua
rapida perecibilidade no periodo pés-colheita, dedo seu alto teor de agua e
grande é&rea foliar (SANTOS et al., 2001). A alfégcema razoavel fonte de
vitaminas e sais minerais, cujo aproveitamento pajanismo € favorecido por
ser consumida crua, destacando-se 0 seu elevaderntepro-vitamina A, que
alcanca 4.000 Ul em 100 gramas de folhas verdesa(c® quatro vezes o teor
do tomate) sendo, porém, bem mais baixo o teoradeiamina nas folhas
internas brancas das alfaces repolhudas (CAETAND,&2001).

A planta é herbacea, com caule diminuto, ao quaresedem as folhas.
Estas sdo amplas e crescem em roseta, em voltautly podendo ser lisas ou
crespas, formando ou ndo uma "cabega", com colmemavarios tons de verde,
ou roxa, conforme a cultivar. O sistema radiculamaeéito ramificado e
superficial, explorando apenas os primeiros 25 ensalo, quando a cultura é
transplantada. Em semeadura direta, a raiz pivotamde atingir até 60 cm de
profundidade (FILGUEIRA, 2003).
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A inflorescéncia é uma panicula constituida poedigs botdes florais
denominados de capitulos, sendo cada capitulo cimpor 10 a 25 floretes. O
florete apresenta uma Unica pétala amarela, emlopor bracteas imbricadas
gue formam um invélucro. O estilete € bifurcadaapice e o ovario contém um
Unico 6vulo; que posteriormente da origem a uma&aisiemente. A antese
ocorre pela manhd e cada flor se abre apenas uma geagantindo a
autofecundacédo e conferindo & planta a autoganrilpistogamia (RYDER,
1999).

Os frutos de alface sé@o do tipo aquénios e a staragao fisioldgica é
em média 12 dias apés a antese do florete. Umaaptienalface pode produzir
até 20 gramas de aquénios, dependendo do perioflorelecimento e do tipo
varietal (COSTA; SALA, 2005).

2.2 Influéncia da temperatura na germinacéo de semees de alface

As sementes de alface apresentam alta sensibilidsdsndicdes do
ambiente e tal fato ocasiona problemas na gernonagdemperatura 6tima
situa-se em torno de 20 °C, sendo que a maiorigwligares ndo germina em
temperaturas superiores a 30 °C (NASCIMENTO; CANAHE, 2002)
decrescendo a velocidade ou a porcentagem de @&d@oinNASCIMENTO,
2003).

Quando ocorrem condi¢cdes de altas temperaturasitduaaembebicao
das sementes de alface, dois fenbmenos podemsmwvablos: a termoinibicao,
um processo reversivel, uma vez que a germinagioeoguando a temperatura
reduz para um nivel mais adequado e/ou a termoaaiaj@gambém chamada de
dorméncia secundaria, onde as sementes ndo gefimimaesmo apés a reducao
da temperatura (CANTLIFFE; SUNG; NASCIMENTO, 2000).
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O mecanismo de agdo da germinacdo de semente$ade ain altas
temperaturas parece estar relacionado com o eefrtegento do endosperma, o
qual permite o crescimento do embrido em temperatelevadas. O embrido da
alface é completamente incluido dentro do endosparnile a radicula deve
penetrar para crescer e terminar a germinacdops&sgim, as primeiras horas
de embebicéo sdo criticas para sementes de aatingrem sob condicdes de
altas temperaturas (NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBERQOZ).

A parede celular do endosperma é de hemicelulosepasta por:
manose, galactoses, fucose, arabinose entre owodsares (DUTTA;
BRADFORD; NEVINS, 1994), principais constituinte deserva para o
embrido. No entanto, o endosperma se apresenta copnimcipal érgdo que
impede o crescimento do embrido em sementes dedlBUNG et al., 2008).
Para que possa ocorrer a germinacdo, hd a neakssjda o embrido consiga
romper as barreiras fisicas, as quais o envolvemretanto, o embrido néo
possui essa capacidade para romper essas ba(Fefx@$SALIHOGLU et al.,
1999). Assim, a atividade de enzimas promove agnfcimento da parede que
envolve o embrido, tornando seu desenvolvimentsipels

A principal enzima que esta envolvida com o enfegffuento da parede
celular do endosperma de sementes de alface égandnanase (SUNG et al.,
2008). De acordo com Nascimento, Cantliffe e H{B601) existe relacdo entre
a atividade da end@-mananase antes da protrusdo radicular e a dirdimula
resisténcia do endosperma com a germinacdo em taligseraturas. E essa
atividade esta intimamente ligada a composicdo atade do endosperma, a
gual é determinada pelo genotipo. Assim, cultivatesalface termosensiveis
apresentam maior quantidade de manose e galacoparede celular que os
genotipos termotolerantes. Por este motivo, maiqtesitidades de manose e
galactose requerem um maior tempo para a manamasplatar a hidrélise
(NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 2001). Diante do exgto, sementes
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de cultivares termotolerantes, como a Evergladé3Z&KREWA et al., 2006;
NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 2001), exibiram muitoaior atividade
de endd3-mananase do que as sementes da cultivar Dark @eston
(termossensivel) (NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 200

Assim, a temperatura maxima e critica para a gegaim das sementes
de alface dependem do genétipo (THOMPSON; COX; SERBON, 1979).
Além disso, a temperatura no ambiente de desemvehio da planta méae
também influencia na toler&ncia da germinacdo damestes em altas
temperaturas. As cultivares de alface Dark Greestd®o (termosensivel) e
Everglades (termotolerante) foram expostas a teatyras diurna e noturna de
30 °C/20 °C e 20 °C/10 °C durante a fase reprodudm ambas as cultivares
houve aumento na germinacdo de sementes quandcsediasenvolveram a 30
°C/20 °C. A cultivar termotolerante elevou a geragi@io de 31,3% a 20 °C/10
°C para 97,7% a 30 °C/20 °C (KOZAREWA et al., 20083sim, dependendo
do local e da época de semeadura, a germinac&eaentes pode ser reduzida
ou nula, comprometendo a populacdo de plantasltlaau

2.3 Dorméncia de sementes

Pela definicho de Carvalho e Nakagawa (2000), dociaéé o
fendmeno pelo qual, sementes de uma determinadgciespnesmo sendo
viaveis e tendo todas as condi¢cbes ambientais &ae deixam de germinar.
Esse processo é caracterizado pelo atraso da gedoirou até mesmo sua
auséncia mesmo estando estas sementes em conaligbestais satisfatorias
para a germinacdo (BEWLEY; BLACK, 1994). Ecologiearte tem o papel de
distribuir a germinag&o no tempo, no entanto, spbrdo de vista da tecnologia
de sementes, a dorméncia pode levar a perdas readera e na formacao de

mudas comprometendo a implantacéo da cultura.
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Vale ressaltar que a dorméncia ndo deve ser soraesteiada com a
auséncia de germinacdo. Preferivelmente, tem sidsoceada a uma
caracteristica da semente que determina as cosdigégueridas para a
germinacédo (FENNER; THOMPSON, 2005).

Existem dois tipos de dorméncia, a primaria e argddéria. As sementes
apresentam dorméncia priméaria quando sdo dispdesatanta-mae em estado
de dorméncia (SIMPSON, 1990). Logo, a dorménciangmia € induzida
durante o desenvolvimento e deve-se a presencgacido abscisico (ABA)
durante a maturacdo das sementes na planta-madHQ@RET, 1995). A
dorméncia adquirida ap6s a dispersdo é caractarizzmmo dorméncia
secundaria (SIMPSON, 1990) e pode estar relaciormadatores que sao,
geralmente, usados em laboratério para a quebdard@ncia como a secagem
ou a embebicao.

Além das dorméncias primaria e secundaria tém-selaaioutros
diferentes tipos de dorméncia. Nikolaeva (2004)pfso um sistema de
classificacdo da dorméncia considerando o fatoudeagmesma é determinada
tanto por propriedades morfolégicas quanto fisiiég das sementes. Baseados
nesse sistema, Baskin e Baskin (2004) propuserarsisiema de classificacao
gue compreende cinco tipos de dorméncia de seméstekgica, morfoldgica,
morfofisiolégica, fisica e a combinagéo da fisids®ldgica.

A dorméncia, ainda pode ser classificada com basecomponentes
gue inibem a germinacdo: embrido (enddgenos) emtegid da semente,
endosperma, perisperma, entre outros (exdgendamBém de acordo com as
condicbes ambientais em que se apresentam: fotédeoian(auséncia de luz),
termodorméncia (temperaturas altas) dentre outip®s t (HILHORST;
KARSSEN, 1992). Esses sistemas de classificacddranosa diversidade de
fatores morfolégicos e fisiolégicos envolvidos nonttole da dorméncia em

resposta as diferentes condicfes ambientais. Pesapreensédo dos diferentes
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tipos de dorméncia de sementes, é necessario eaordnto dos mecanismos
que regulam esse fenémeno.

Estudos relacionados aos mecanismos de dorméncsardentes, em
nivel molecular, sdo escassos, entretanto, em algupesquisas tém sido
fornecidos subsidios para o seu entendimento (BEE;HKBOUREL; JONES,
2007). Nesses trabalhos sdo mostrados que os m@cEngue determinam a
dorméncia podem atuar nos componentes do embridio @d tegumento
(BEWLEY, 1997; HILHORST, 1995).

O possivel mecanismo da dorméncia de sementes fdee,alem
condi¢bes de altas temperaturas, ndo € totalmenémdido, assim como 0s
processos fisioldgicos e bioquimicos que a controkstualmente, com as novas
tecnologias, alguns estudos tém correlacionadorméwia com mudancgas na
expressao génica, atividade enzimatica e acumulbodmbnios, o que deve
conduzir a uma definicdo mais clara da dorméndidKELSTEIN et al., 2008).
Dessa forma, o conceito de dorméncia ainda agysrdaovas pesquisas para
ser refinado ou reestruturado, adequando-se a@s mesultados 0s mecanismos

e processos que levam a semente viva a uma conditabolica ‘de espera’.

2.4 Armazenamento de sementes

O armazenamento é um fator de suma importanciagpaanutencdo da
gualidade fisiol6gica das sementes é o armazenarriesia etapa visa manter a
conservacao da qualidade, utilizando o controlecdadi¢cbes ambientais para a
manutencdo da viabilidade do produto armazenadm {380, temperatura e
umidade do armazém sao os dois fatores mais inmpestpara a manutencao da
qualidade das sementes.

A capacidade de uma semente manter sua qualidadenteluo

armazenamento depende da longevidade inerenteéai@spda sua qualidade
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inicial, mas as condi¢Bes do armazenamento podetifioas o seu potencial de
conservacao (CARVALHO; PINHO, 2000).

Para Carvalho e Pinho (2000) a temperatura repeesen dos fatores
condicionantes de manutencéo da viabilidade dasrges) principalmente por
sua influéncia na umidade do produto e consequemitenno seu metabolismo.
As altas temperaturas aceleram o processo fismdda respiracdo e sua
minimizacdo deve ser requerida, quando se objetiv@azenar e preservar a
qualidade das sementes.

A elevacdo da temperatura no armazenamento dimanuimidade
relativa do ar, em consequéncia causa a migracamitade das sementes para
0 ar, tornando-o Gmido. A agua entdo move do addmiovamente para as
sementes adjacentes. A migracdo da umidade podenseproblema, pois
ocasiona desintegracdo do sistema de membrandares|ypossivelmente por
alteracdes nos lipideos que as constituem. Altapaeaturas podem também
diminuir a solubilidade e a capacidade de ligagi mtoteinas (PEPLINSKI et
al., 1994), causar dano tanto na estrutura da émth@, refletindo na taxa
respiratéria (BURRIS; PETERSON; PERDOMO, 1997), ocomm outros
sistemas subcelulares.

Com a elevacdo da temperatura o0s processos metaboke
intensificam e como consequéncia da respiracdoedeerste, da atividade de
microrganismos e insetos, a velocidade de detedorgpode ser maior. Para
Baudet (2003), a deterioracdo da semente é um gaodaeversivel, ndo se
pode impedi-la, mas é possivel retardar sua veldeidccom o controle das
condi¢cbes ambientais durante 0 armazenamento e feficiente.
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CAPITULO 2 Influéncia da temperatura em aspectos iologicos e bioquimicos da

germinacado de sementes de alface
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RESUMO

A germinacdo de sementes de alface em temperatleasdas € um
problema enfrentado por agricultores e produtoressdmentes. Em altas
temperaturas a germinacdo é reduzida ou nula, dodenorrer alteracGes
fisiolégicas e nos padrdes proteicos e/ou enzimgtiDiante disto objetivou-se
com o presente trabalho avaliar os padrdes eleftifos das proteinas
resistentes ao calor e atividade da enzima @ada@nanase em sementes de
alface associadas com a tolerancia da germinacaaltantemperatura. Foram
utilizadas sementes de oito cultivares de alfademstidas aos testes de
germinagdo, primeira contagem e emergéncia em wmageraturas (20 e 35
°C). Foi calculado também o IVG e IVE. Sementes @#s cultivares foram
embebidas nas temperaturas citadas para a extlaggwoteinas resistentes ao
calor e da enzima engbmananase. O delineamento experimental utilizado no
testes para a avaliacdo da qualidade das sementemfeiramente casualizado,
em esquema fatorial 2x8, cujos fatores foram deampératura (20 e 3%) e
oito cultivares. A maior germinacdo a ®5é observada na cultivar Everglades,
portanto considerada termotolerante. Os padrfepraleinas resistentes ao
calor sdo estaveis, em sementes de alface, eaggstsentam bandas especificas
na cultivar Everglades na temperatura de 35 °Clividade da enzima endb-
mananase € maior na cultivar Everglades na temparde 35 °C. Esta cultivar
tem potencial para utilizacdo em programas de mathento de alface visando
a tolerancia a germinagdo em temperaturas elevadas.

Palavras-chave: Termoinibicdo. Proteinas toleraamesalor. End@-mananase.
Germinagéo.
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ABSTRACT

The germination of lettuce seeds at high tempegatisra problem faced
by farmers and seed producers. At high temperatgeesiination is low or
absent, and the physiological protein and/or entigmazatterns changes may
occur. Given this objective with this study wasetluate the electrophoretic
patterns of the heat-resistant proteins and @aoi@nnanase in lettuce seeds
associated with tolerance of germination at higmpterature activity. Seeds
eight lettuce cultivars subjected to germinatiarst fcount and emergence tests
at two temperatures (20 and 35) were used. IVG and the IVE was also
calculated. Seeds of the eight cultivars were sbakéemperatures cited for the
extraction of heat resistant and erfdorannanase proteins. The experiment tests
for assessing the quality of seeds was completaigomized , factorial 2x8,
whose two factors were temperature (20 and@3, and eight cultivars. The
highest germination at 35 °C is observed in cultigverglades therefore
considered thermotolerant. The patterns of hedtegd proteins are stable in
lettuce seeds, and these present specific banfdsniting in Everglades 35°C.
The activity of endg-mannanase also higher in the Everglades at 398{S. T
cultivar has potential for use in breeding of leduaiming tolerance to high
temperatures for germination programs.

Keywords: Thermoinhibition. Heat tolerant proteiesdofi-mannanase,

Germination.
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1 INTRODUCAO

As sementes de alface apresentam sensibilidad&riag@es na umidade
e temperatura no meio onde germinam, podendo afetar qualidade
(BERTAGNOLLI et al.,, 2003). Tal fato ocasiona prefas na germinagao
sendo responsavel pela ma qualidade e atraso ndugdim de mudas
(MENEZES et al.,, 2000) e consequentemente quedpradutividade, com
prejuizos diretos para o produtor (NASCIMENTO; CANAFE, 2001).

De acordo com Finch-Savage e Leubner-Metzger (28@®rméncia de
sementes é controlada pelo gendtipo, mas sempeiads a fatores ambientais
tais como temperatura, fatores fisicos como espesutegumento e regulacéo
de hormbnios como acido abscisico e giberelinanQuas sementes de alface
sdo expostas a temperaturas elevadas durante dig&thepode ocorrer uma
inibicho  temporaria  (termoinibicdo) ou completa dgerminacao
(termodorméncia) (KOZAREWA et al., 2006), e issorgtece devido a rigidez
do endosperma que acaba restringindo a protruséadéalla (NASCIMENTO,
2003).

A parede celular do endosperma das sementes de @faonstituida,
principalmente, de galactomananos (DUTTA; BRADFORIEVINS, 1994) e
supde-se que a enzima erfiimananase pode desempenhar importante papel
neste mecanismo de degradacdo (DUTTA; BRADFORD; NEBY 1997,
NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 2004). A atividade si® enzima em
cultivares germinadas em temperaturas elevadas difarencial na selecédo de
cultivares termotolerantes.

Apesar de as enzimas proporcionarem uma discridinagis rapida, a
estabilidade das mesmas varia com as condi¢cOesrgeetatura. Dessa forma, é
necessario também avaliar marcadores que sejamm@fitos, estaveis e de

baixo custo. Com isso, um dos mecanismos mais afpsdna adaptacdo dos



29

organismos a condicdo de estresse sdo as proteleaantes ao calor, a
exemplo daseat shock protein@iSP). Esta é uma importante ferramenta para
a identificacdo de cultivares que tolerem altasperaturas, visto que estas
proteinas conservam sua natureza, mantém suasiepiages fisicas e
abundancia em condi¢Bes de estresse (JOSE €G4), 2

Segundo Vertucci e Farrant (1995), as proteinasaotes ao calor tém
sido relacionadas com a preservacdo e com o0 repa® estruturas
macromoleculares durante a desidratacdo ou rejdi@teespectivamente.

Diante disto, a identificacdo de gendtipos capadesgerminar em
temperaturas mais elevadas torna-se de grandetémpiar como subsidio para o
desenvolvimento de programas de melhoramento deegffara regides tropicais
e subtropicais, com vistas a obtencdo de cultivara@s tolerantes e de melhor
gualidade quanto a geminacdo. Assim, objetivousse este trabalho investigar
tolerancia de sementes de alface quanto a gernoirgafdi altas temperaturas
associadas a padrdes eletroforéticos de protaitexarites ao calor e a atividade
da enzima endf-mananase.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida em area experimental noicfio de ljaci -
MG e no Laboratério Central de Sementes do Deparitonde Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavra§.M

O processo de producdo de sementes de alface famuzido no
municipio de ljaci — MG entre os meses de outuler@@iL1 e fevereiro de 2012,
em area da Fazenda Palmital, localizado na lati@ife924” Sul, longitude 44°
55 34" Oeste, onde o solo é classificado como latossetmelho de textura

argilosa.
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Inicialmente, realizou-se a producdo de mudas fdgedites cultivares,
sendo lisa (Everglades, Baba de Verao, Elisa ealutzespa (Grand Rapids e
Horténcia) e americana (Salinas 88 e Rubete) seanezt bandejas de isopor
de 128 células contendo substrato comercial Mahi®-hortalicas, sendo que
em cada célula foram colocadas trés sementes @eccétivar. ApOs sete dias
realizou-se desbaste deixando somente uma plani, ags 21 dias foi
transplantada para canteiros em area sob cultotegido.

O preparo do solo foi feito mediante gradagem ertamento de
canteiros com rotoencanteiradora, onde foram imragos fertilizantes
seguindo as normas da 5° aproximacdo para a culmralface. Adubacdes
complementares via fertirrigacdo foram realizadaspariodo reprodutivo da
cultura. Foi utilizado o espagamento de 0,4 metrdee plantas por 0,6 metros
entre linhas, com seis plantas por parcela. Cadzlpatinha uma area de 7,2
m?, seguindo o delineamento em blocos casualizadogrés repeticbes. Foram
feitos desbastes de folhas velhas ap6és o inicipeddoamento, assim como o
tutoramento das plantas. Durante o processo deugdiodde sementes a
temperatura média maxima e minima do ar medida ahatro e meio do solo
foi respectivamente 45,6 e 31,2 °C. A medicdo daptratura foi feita
utilizando termdmetro de maximas e minimas mediamte sensor colocado
junto a este.

As sementes de cada planta da mesma cultivar foratidas
individualmente dentro de cada bloco e depois madlas homogeneamente
compondo um Unico lote de sementes, que foi uliizaos experimentos
seguintes.

As sementes das diferentes cultivares apds a tofoeam submetidas a
determinacao do teor de 4gua, avaliacdo da qualiiidiogica e bioquimica.

Teor de agua das sementefoi avaliado em estufa, a 105 °C, durante

24 horas, utilizando-se duas subamostras de catminto, conforme as
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Regras para Analise de Sementes — RAS (BRASIL, 2@¥9 resultados foram
expressos em porcentagem média por tratamento.

Teste de germinacadpa semeadura foi realizada sobre duas folhas de
papel mata-borrdo para germinacdo, umedecidas goey &a proporcdo de 2,5
vezes 0 peso do substrato seco, em caixas plasfioagerbox. As caixas com
as sementes foram mantidas em germinadores sabeagegiternado de luz e
temperatura, 12 horas no escuro e 12 horas nangeese luz, em 20 e 35 °C.
Aos 4 e 7 dias, procedeu-se a avaliacdo das ph@ntségundo Brasil (2009).
Cada tratamento foi composto de quatro subamostea$0 sementes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de lalémiormais.

Teste de tetrazdlio foi realizado com as sementes remanescentes
(sementes que ndo germinaram) do teste de gerrninagédo retirados os
tegumentos e os embrides submetidos ao teste. dkac@b foi realizada em
solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio eooncentracdo de
aproximadamente 1%, durante 3 horas no escuro,°€.38pds este periodo,
verificado a coloracdo, os embrides foram lavagosagua corrente e mantidos
submersos em agua até sua avaliacdo, quando foiseaos individualmente
para verificar sua viabilidade. A interpretacaorfealizada com auxilio de lupa
com iluminacdo fluorescente, de acordo com as RBRSAGSIL, 2009) e os
resultados expressos em porcentagem de sementesvia

Teste de emergénciaa semeadura foi realizada em caixas plasticas tip
gerbox, contendo substrato comercial (Multiplant®thlicas) com a
capacidade de retencdo de agua ajustada para 0gerfibxs foram mantidos
em BOD, nas temperaturas de 20 °C e de 35 °C. @ulse no interior de cada
BOD um recipiente contendo agua para manter a widZara cada tratamento
foram utilizadas quatro subamostras de 50 semerifesam realizadas
avaliacOes diarias a partir do inicio da emergémzimputando-se o nimero de

plantulas emersas até a estabilizagdo do estande.
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indice de velocidade de germinacdo e de emergéncia avaliacbes da
velocidade de germinacdo e de emergéncia forarizadak simultaneamente
aos testes de germinacdo e de emergéncia, compigandiariamente e no
mesmo horario, o numero de plantulas que apresantadois foliolos
completamente abertos. Os calculos dos indicemfogalizados de acordo com
formula proposta por Maguire (1962).

Eletroforese de proteinas resistentes ao calopara a extracdo as
sementes de alface de cada tratamento foram celeqzata embeber por um
periodo de cinco horas, nas temperaturas de 2036 & em caixas plasticas
sobre papel mata-borrdo umedecido com agua destilath quantidade
equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato sgods A embebicdo, 150
sementes de cada cultivar foram maceradas em cactimh nitrogénio liquido e
PVP. 100 mg do p6 macerado foram adicionados a 1Q0@e tampédo de
extracdo (50 mM tris-HCI-7,5; 500 mM NaCl; 5 mM Mgl mM PMSF), em
seguida microtubos de 2 mL foram agitados em Vaterntrifugados a 14000
rpm por 30 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi eim@dado em banho-maria
a 85 °C por 15 minutos e novamente centrifugada3pominutos como acima
descrito. O sobrenadante foi vertido em microtubaspellet descartado. Antes
da aplicacdo, os microtubos contendo 70 mL do &xtta proteina + 40 mL do
tampdo da amostra (5 mL de glicerol, 2,5 mL de ggmutampdo do gel
concentrador, 2,5 mg de azul de bromofenol, coraptit o volume para 25 mL
de agua destilada) foram levados ao banho-marigharticio por 5 minutos.
Foram, entdo, aplicados 50 pL de cada amostra eategaoliacrilamida SDS-
PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentyagendo a revelacdo para
deteccdo das proteinas resistentes ao calor, ddadsegundo metodologia
descrita por Alfenas (2006).

Andlise da enzima end@-mananase para a extracdo as sementes de

alface de cada tratamento foram colocadas paraleEmipor um periodo de
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cinco horas, nas temperaturas de 20 e d&38m caixas plasticas sobre papel
mata-borrdo umedecido com agua destilada, em gaaletiequivalente a 2,5
vezes 0 peso do substrato seco. Apdés a embebibBosdmentes de cada
cultivar foram maceradas em cadinho com nitrogéigitido e PVP. Em cada
microtubo com 100 mg de pé de cada amostra foiadido 300 pL de tampao
de extracdo (0,1 M Hepes/ 0,5 M Nacl e acido ascorl6 mg de acido
ascorbico por mL de tampao), pH 8,0). Em seguidamiotubos foram
centrifugados por 30 minutos a 14000 rpm e 2 plLsdbrenadante foram
aplicados em gel contendo 6 mL de LBG (Locust Beam), 0,24 g de agarose
e 24 mL de tamp&o pH 5,0 (1 M Acido Citrico/ 0,408 NaHPO, 2 H,0). As
aliquotas foram aplicadas em furos de 2 mm feitogel com auxilio de um
furador. O gel foi incubado por 21 h e reveladouselg metodologia proposta
de Silva et al. (2004). A atividade da enzima efdnananase foi calculada de
acordo com Downie, Hilhorst e Bewley (1994).

Delineamento experimental nos testes para a avaliacdo da qualidade
fisiolégica das sementes de alface utilizou-se bnemento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 2x8, cujos fatioresn duas temperatura (20
e 35°C) e oito cultivares de alface. Foi realizada ais@&le variancia para
todos os testes, utilizando-se o programa estatSisval’ (FERREIRA, 2000).
Para a comparacéo entre as médias, empregou-s&te deScott-Knott a 5%
de probabilidade. A avaliacdo dos padrbes protdimiofeita de acordo com a
intensidade das bandas, utilizando-se transiluminad
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os valores dos teores de agua das sementes deenidifecultivares,
ap6s a secagem variaram de 5,2 a 6,3%, percenfral®m relatados por
Barbosa, Costa e S& (2011) em diferentes lotesrderges de alface.

Com base na andlise de variancia foi possivel vhsdliferencas
significativas entre as cultivares e entre as teatpeas, assim como para a
interacdo dos fatores avaliados (p<0,05) (Tabelg @Aue pode ser verificado
pelo teste de média (Tabela 1).

Em estudos realizados por Nascimento, Croda e L@®2), avaliando
a germinacdo de sementes de alface sob altas tmumast também foram
observadas diferencas entre cultivares. E eviderdecréscimo que ocorre na
germinacdo e no vigor das sementes quando a tetmm@ede germinacao foi
elevada de 20C para 35°C. A alta temperatura a qual foram expostas as
sementes afetou a qualidade das mesmas, no eptanheenor intensidade na
cultivar Everglades. Porcentagens reduzidas de iga¢dio e emergéncia de
plantulas em altas temperaturas podem estar adaeci@a dorméncia
(termodorméncia), pois, durante a avaliagdo doetel# germinacédo, foi
observada a presenca de sementes embebidas seusgwatdicular. Por meio
do teste de tetrazodlio (Tabela 2), verificou-se guenaioria das sementes
embebidas estavam viaveis. De acordo com Dias esA{2008) o teste de
tetrazélio e germinacdo sdo complementares e qumejunto permitem avaliar
a qualidade fisiol6gica das sementes por meio devisibilidade. Neste trabalho
fica evidente como esses testes foram primordiia pvaliar a qualidade das
sementes, principalmente na temperatura déC3brabela 2), o que pode ser

inferido que as mesmas estavam termodormentes.



Tabela 1- Resultados dos testes de primeira contagem deingegdo (PCG), germinacao (GER), indice de
velocidade de germinacao (IVG), emergéncia (EMERGhdice de velocidade de emergéncia
(IVE) em oito cultivares de alface em funcdo dageratura (20 e 3%C).

PCG (%) GER (%) VG EMERG (%) IVE

Cultivares 20 3B 20 3B | 20 3B | 20 35 | 20 35
Luiza 94aA  11bB | 94aA  21bB  233aD  26bB  90aB  17bB ,la@  1,5bB
Elisa 78aC 9bB | 82aC  23bB  185aE  28bB  78aC  13bB 354 1,008
G.Rapids  96aA  0bC | 97aA  2bC| 372aB  0,1bC 8aB  0bC  B,9a 0,0bC
B.Verio ~ 96aA  3bC | 98aA  4bC| 3L7Ac  04bG  9l1aB  ObC  D,9a 0,0bC
Horténcia 98aA  ObC | 98aA  ObC! 419Aa  O0bC] 84aC  0bC 7,8aD 0,0bC
Rubete 97aA  0bC | 99aA  0bC  230Ad  ObC, 95aA  0bC  10,5aB0,0bC

Salinas88  87aB  O0bC | 90aB  0bC| 229aD 0bC  80aC  0bC 7,4aD0,0bC
Everglades ~ 98aA  60bA | 99aA  74bA. 444aA  241bA  98aA  65bA 1,1BA  57bA
cV 7,79 6,12 10,96 6,31 7,70

*Médias seguidas pela mesma letra minldscula na llmimaidscula na coluna ndo diferem estatisticaamemtre si pelo Teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

ge
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Tabela 2 - Viabilidade (%) pelo teste de tetrazélio em seieerde alface
remanescentes do teste de germinacao (N) em dtteaces de
alface em funcdo da temperatura (20 835

20°C 35°C

Cultivares N Viaveis (%) Mortas (%) N Viaveis (%) Mortas (%)

Luiza 12 0 100 | 158 83 17

Elisa 36 36 64 | 154 49 51
G. Rapids 6 25 75 196 82 18
B.Verio 4 67 33 | 192 90 10
Horténcia 4 75 25 | 200 47 53

Rubete 2 0 100 200 52 48
Salinas 88 20 16 84 | 200 68 32
Everglades 2 0 100 52 87 13

* NUmero de sementes ndo germinadas num total Gls@fentes.

As cultivares Elisa e Salinas 88 apresentam as megmporcentagens de
germinacgédo, além de baixo vigor verificados peftetele emergéncia e indices
de velocidade de germinacdo e de emergéncia emetatam de 20 °C. Ao
contrario do que foi observado neste trabalhoghilkt al. (2010) verificou que
a cultivar Elisa apresentou elevados indices dmigagéo e de vigor a 20 °C.

Verificou-se na temperatura de 20 °C, recomendada @ germinacao
de sementes de alface, obtiveram-se as maioregntagens de germinacao
com valores acima de 80%, valor este consideradonmipara comercializacao
de sementes desta espécie. Ja na temperatura € 3penas a cultivar
Everglades manteve valores de germinacdo de 74%eocqrrobora com
trabalhos que caracterizam esta cultivar como tederante (GONAI et al.,
2004; KOZAREWA et al., 2006; NASCIMENTO, 2003). Aemgninacdo das
cultivares Luiza e Elisa a 35 °C foi intermedié&tia relagéo as outras cultivares,

gue foram inibidas (termoinibidas) devido a condigk estresse empregada.
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Sementes da cultivar Luiza ja foram citadas aptesedo alta viabilidade e
vigor na temperatura de 35 °C (VILLELA et al., 2010

A germinacdo de sementes de alface é extremamependente da
temperatura, e sob condi¢Bes de altas temperatugesminacédo da maioria dos
gendtipos pode ser erratica ou completamente mibASCIMENTO, 2003).
O mecanismo de acdo da germinagdo em altas temnaeraista relacionado
com o enfraquecimento do endosperma, o qual nauiteeo crescimento do
embrido e restringe a protrusao radicular (NASCIMEN 2003; SUNG et al.,
2008).

Em estudos realizados com alface, Franzin et 8D4Prelatam que a
emergéncia de plantulas pode ser usada na avaliacfotencial fisiolégico de
sementes. No presente trabalho, esse teste tanobéficiente para diferenciar
0 vigor das sementes e pode-se observar o vigos aid em sementes da
cultivar Everglades em ambas as temperaturas era taste foi conduzido.

Os indices de velocidade de germinacéo e de enmag@mbém foram
reduzidos quando se aumentou a temperatura par&.3Bertagnolli et al.
(2003) e Bufalo et al. (2012) analisando o deseimpeate sementes de alface
submetidas ao estresse térmico, também concluivenem temperaturas iguais
ou superiores a 25 °C houve reducdo na velocidadgoreentagem de
germinacgédo e a 35 °C ocorreu paralisacédo da gegcfordas sementes.

Em sementes cuja germinacao é limitada pela prastmgndosperma
ha necessidade do enfraquecimento desse tecidagparhaja a protrusdo da
radicula. Esse papel é desempenhado por varian&na exemplo da enge-
mananase, que esta presente no endosperma emtéasaformas, sendo duas
dessas, inibidas pelo &cido abscisico na fasefdegeecimento do endosperma
na regido préxima a radicula, inibindo o potendal pressdo da radicula
(SILVA et al., 2004).
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Groot e Karssen (1987), Nonogakii, Matsushima edWashi (1992) e
Toorop, Van e Hilhorst (2000) avaliando a atividatleendg3—mananase em
sementes de tomate verificaram que o enfraquecimdotendosperma esta
diretamente ligado ao aumento da atividade desgsman

Dutta, Bradford e Nevins (1997) trabalhando comesdes de alface,
afirmam que a endp-mananase esta envolvida no enfraquecimento dedgsar
celulares do endosperma das sementes quando estas ferminadas a
temperaturas elevadas. Resultados semelhantes @&raomtrados no presente
trabalho quando se observa que a maior atividasta éazima foi nas sementes
da cultivar Everglades embebidas a 35 °C, quanapamda com as outras sete
cultivares testadas, seguidas das cultivares Elisaisa (Figura 1). A cultivar
Horténcia foi a que apresentou menor atividade ddof-—mananase.
Nascimento, Cantliffe e Huber (2000) observaram umaior atividade
enzimatica nos genétipos termotolerantes comparadasn aqueles
termosensiveis. Os resultados de maior atividade{éamananase seguem a
mesma tendéncia com os maiores resultados de gedoira 35 °C (Tabela 1),
assim como nos resultados observados por Nascimern@antliffe (2001).
Nascimento, Cantliffe e Huber (2004) verificarameqaltas temperaturas
induzem a dorméncia de sementes de alface terniesen® que também foi
confirmado neste estudo.

No entanto, quando estas sementes foram embebitgsparatura de
20 °C foi observado que a atividade desta enzimatewe-se elevada, com
relacdo direta a taxa de germinacdo nas mesmasdc8esd para todas as

cultivares.



39

2500
o
— 2000 bA cA aA aA aA aA DbA aA
c — N
€ A cB bB dB dB fB eB eB aA
> R
£ it
Q IIIII
9 IIIII
o1 it
=] |:|:|
© NN
ho} it
= Tt
< it ..
A Y
20°C 35°C
Temperatura de Embebigéo
B Luisa B8 Elisa Grand RapidsC] Baba Veréo
B Horténcia [0 Rubete B Salnas 88 W Everglades

Figura 1- Atividade da enzima enddmananase (picomol. min-1. g-1) em oito
cultivares de alface em funcéo da temperatura deleigbo (20 e 35
°C).

Proteinas tolerantes ao calor sdo acumuladastdunanestadios finais
da maturagdo, no momento em que a semente conpegdex agua, e que suas
propriedades fisicas de estabilidade e hidroféidel e sua abundancia lhe
sugerem um importante papel na tolerancia a dege@¢BLACK et al., 1999).
No entanto, no presente trabalho foi possivel ehseque a temperatura do
ambiente a qual a semente se encontra submetidatduo processo de
embebicdo pode também alterar a expressao destafps (Figura 3).
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Figura 3- Perfil eletroforético de proteinas resistentes alorcextraidas de
sementes de oito cultivares de alface em func&erdperatura (20
e 35°C).

Primeiramente descobertas em embribes de algodfiopr@teinas
resistentes ao calor foram detectadas em variaasoaspécies, como ervilha,
soja, colza, cenoura, mamona, arabdopsis, beterréBiaACKMAN;
OBENDORF; LEOPOLD, 1995; CAPRON et al., 2000; KOOWRREF et al.,
1989), em estadios tolerantes a dessecacdo, duradi&senvolvimento das
sementes ou apos o inicio de embebicéo.

Foi possivel observar também a presenca de basgasificas quando
as sementes foram embebidas a temperatura de ,destaque a cultivar
Everglades que, além de apresentar bandas especifinto a 20 como a ,
também apresentou maior quantidade destas prate@rado relacdo direta,
tanto com a germinacdo a alta temperatura comoéianmreb maior atividade da
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enzima end@-mananase, podendo assim caracterizar este matsymb
termotolerante, quando comparado as demais cu@tvtgstadas. Ressalta-se
ainda, que proteinas resistentes ao calor estéciadas com a tolerancia a
dessecacdo em sementes sob altas temperaturas KBIAC et al., 1991;
KIGEL; GALILI, 1995).

Nessa perspectiva a cultivar Everglades torna-sporiante para
utilizacdo em programas de melhoramento de alface gbtencdo de cultivares

de melhor qualidade quanto a germinagdo em regi@gisais e subtropicais.

4 CONCLUSOES

A tolerancia de sementes de alface de germinaiakab temperaturas
estdo associadas com proteinas tolerantes aoecatim a atividade da enzima
endof-mananase.

A maior germinacdo é observada na cultivar Evegglaam temperatura
de 35 °C, portanto considerada como termotolerante.

Os padrGes de proteinas tolerantes ao calor emngesnde alface
apresentam bandas especificas na cultivar Evegtadeemperatura de 35 °C.

A atividade da enzima endbmananase é maior na cultivar Everglades
na temperatura de 35 °C.

As cultivares Luiza e Elisa sdo intermediarias ¢piantolerancia a altas

temperaturas de germinacao.
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CAPITULO 3 Alteracdes fisiologicas e bioquimicas ersementes de alface durante

0 armazenamento em diferentes temperaturas
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RESUMO

A dorméncia € um processo que ainda ndo é compmetam
compreendido em sementes de alface. AlteracOeslofigtas e enzimaticas
ocorrem durante a germinagdo das sementes eneattpsraturas. Nao se sabe,
se a dorméncia também pode ser adquirida duranéemazenamento em
temperaturas elevadas, assim como acontecem naingedm. Com isso,
objetivou-se verificar a influéncia dos periodos des ambientes de
armazenamento na qualidade e dorméncia de senmdmniiferentes cultivares
de alface, bem como alteragbes na atividade erizemafForam utilizadas
sementes de oito cultivares de alface das quasai®u a qualidade fisioldgica
em diferentes periodos e ambientes de armazenanesgieema fatorial 4x8x3
em delineamento experimental inteiramente caswfliz& atividade enzimética
foi avaliada pela expressédo das enzimas estellase] desidrogenase, malato
desidrogenase, superéxido desmutase, catalase¢-emananase. Verificou-se
gue o periodo de armazenamento até os seis mesg&ame viabilidade e vigor
de sementes de alface, quando armazenadas na a@mpede 15°C. As
sementes armazenadas em ambientes com temperap@@os a 25°C néo
toleram ao armazenamento a partir de 60 dias cgueromete a germinagéo e
0 vigor. A cultivar Everglades é tolerante a coédigle germinacéo a 36 e
mantém sua qualidade ao longo do armazenament®mpetatura 15C. A
temperatura acima de 26 induz a termodorméncia das sementes nas culivare
de alface durante o armazenamento. Ocorrem al&saglzimaticas nas
sementes armazenadas em temperatura i@ 8&vido a dorméncia.

Palavras-chave: Armazenamento. Temperatura. Telenéhzia. Atividade
enzimatica.
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ABSTRACT

Dormancy is a process that is not yet fully underdtin lettuce seeds.
Physiological and enzymatic changes occur durirgd sgermination at high
temperatures. It is not known if the dormancy méso ee acquired during
storage at elevated temperatures as occur in gatiorin Thus, the objective
was to verify the influence of periods and storaggironments in quality and
dormancy of different lettuce cultivars, as well@danges in enzyme activity.
Eight seeds of lettuce cultivars which evaluated physiological quality in
different periods and storage environments, 4x8&&oafial in a completely
randomized design were used. The enzymatic activig assessed by the
expression of esterase enzymes, alcohol dehydrsgen@late dehydrogenase,
superoxide dismutase, catalase, epgoannanase. It was found that the storage
period up to six months maintains the viability arigor of seeds of lettuce,
when stored at a temperature of°C5 The seeds stored in ambient temperatures
exceeding 25°C not tolerate storage from 60 days which compremithe
germination and vigor. The Everglades is toleranttivar condition of
germination at 35 °C and maintains its quality dgrstorage at temperature 15
°C. The temperature of above 25 °C induces thernmodiocy seeds of lettuce
cultivars during storage. Enzymatic changes occurséeds stored at a
temperature of 3%C due to dormancy.

Keywords: Storage. Temperature. Thermal toleraBoeymatic activities.
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1 INTRODUCAO

A alface é a hortalica folhosa mais importante netaddo povo
brasileiro, consumida principalmente na forma dadsa (NASCIMENTO;
CRODA; LOPES, 2012). Estima-se uma area cultivadacerca de 50 mil
hectares (ASSOCIACAO BRASILEIRA DO COMERCIO DE SEMEES E
MUDAS - ABCSEM, 2010) realizada durante todo o aam, diferentes regides
e em diferentes condi¢des edafoclimaticas (NASCINIBNPEREIRA, 2007).
Sabe-se que temperaturas elevadas tem grandentifluéa germinacéo de
sementes de alface podendo ocasionar dorméncimmesimas. No entanto, a
dorméncia ndo é ainda um processo bem elucidado sesabe se ela também
€ adquirida durante o armazenamento em temperatleaadas. As condi¢des
ambientais de armazenamento como temperatura douaridade relativa séo
fatores preponderantes para a conservagdo das tesm&té a semeadura
(CARVALHO; PINHO, 2000).

Os produtores de alface ap0s realizarem a semeaalmnazenam as
embalagens contendo o restante das sementes @sré@ocaapropriados, onde
normalmente a temperatura do ambiente é elevadéicardo posteriormente,
por ocasido da préxima semeadura que a qualidade sémentes foi
comprometida.

A elevacdo da temperatura além de provocar a daim@&m sementes
de alface, acelera também as reacBes quimicasensifita 0s processos
metabdlicos. Por consequéncia desses eventos riedaba respiracdo da
semente é maior 0 que proporciona aumento da deldeide deterioracdo. No
processo de deterioragdo das sementes, um dosrparaeentos de degradacéo
€ a perda da permeabilidade de membrana. Esta peedseletividade e, as
enzimas e proteinas tornam-se menos eficientes atigislades cataliticas
(SMITH; BERJAK, 1995).
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Algumas destas enzimas e proteinas podem ser upadasmedir a
gualidade das sementes (vigor), mesmo quando dagiereservas durante o
armazenamento em altas temperaturas (MARCOS FIL2ID5). Assim, 0
conhecimento da qualidade fisiologica e bioquimdas sementes pode
esclarecer, se a dorméncia em sementes de alfdeespo adquirida durante o
armazenamento. Logo, objetivou-se verificar a #itia do periodo e do
ambiente de armazenamento na qualidade fisiol6bioguimica e dorméncia

de sementes de diferentes cultivares de alface.

2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida em area experimental noictio de ljaci —
MG e no Laboratério Central de Sementes do Deparitonde Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavra§.M

O processo de producdo de sementes de alface fmuzido no
municipio de ljaci — MG entre os meses de outuler@@il1 e fevereiro de 2012,
em area da Fazenda Palmital, localizado na lati@ife924” Sul, longitude 44°
55 34" Oeste, onde o solo é classificado como latossetmelho de textura
argilosa.

Inicialmente, realizou-se a producdo de mudas fdeedites cultivares,
sendo lisa (Everglades, Baba de Veréo, Elisa ealutzrespa (Grand Rapids e
Horténcia) e americana (Salinas 88 e Rubete) seamesd bandejas de isopor
de 128 células contendo substrato comercial Mahi®-hortalicas, sendo que
em cada célula foram colocadas trés sementes @eccétivar. ApOs sete dias
realizou-se desbaste deixando somente uma plan, ags 21 dias foi
transplantada para canteiros em area sob cultotegido.

O preparo do solo foi feito mediante gradagem ertamento de

canteiros com rotoencanteiradora, onde foram imragos fertilizantes
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seguindo as normas da 5° aproximacdo para a culmralface. Adubacdes
complementares via fertirrigacdo foram realizadaspariodo reprodutivo da
cultura. Foi utilizado o espacamento de 0,4 metriee plantas por 0,6 metros
entre linhas, com seis plantas por parcela. Cadzlpatinha uma area de 7,2
m?, seguindo o delineamento em blocos casualizadogrés repeticdes. Foram
feitos desbastes de folhas velhas apds o inicipeddoamento, assim como o
tutoramento das plantas. Durante o processo deugfiodde sementes a
temperatura média méxima e minima do ar medida ahatro e meio do solo
foi respectivamente 45,6 e 31,2 °C. A medicdo daptratura foi feita
utilizando termémetro de méaximas e minimas mediame sensor colocado
junto a este.

As sementes de cada planta da mesma cultivar forathidas
individualmente dentro de cada bloco e depois madas homogeneamente
compondo um unico lote de sementes. Posteriormerstesementes foram
previamente tratadas com fungicida de principicvoatCarboxin antes do
armazenamento. O produto foi aplicado manualmentementes, contidas em
sacos plasticos de composicdo quimica neutra, ogitacdo até completa
distribuicdo dos mesmos.

Posteriormente, as sementes de cada uma das titares de alface
foram submetidas & homogeneizacdo, acondicionadas eenbalagens
individuais de papeKraft e armazenadas em camaras do tipo BOD por um
periodo de tempo de 30, 60, 90 e 120 dias nas tatopas de 15, 25 e 3&.
As sementes das diferentes cultivares apds a tmlli@iam submetidas a
determinacao do teor de agua, avaliacdo da qualiiidiogica e bioquimica.

Em cada periodo de armazenamento foram realizaslaseguintes
andlises:

Teor de agua das sementes$oi determinado pelo método de estufa a

105 °C durante 24 horas, utilizando-se duas suliemsosara cada tratamento,
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conforme as Regras para Andlise de Sementes — BR3SIL, 2009). Os
resultados foram expressos em porcentagem.

Teste de germinagéna semeadura foi realizada sobre duas folhas de
papel filtro para germinacéo, umedecidas com dguaroporcao de 2,5 vezes o
peso do substrato seco, em caixas plasticas tiboxjeAs caixas com sementes
foram mantidas em germinadores em regime alterdadoz e temperatura, 12
horas no escuro e 12 horas na presenca de lumtelata temperatura de 20 e
de 35 °C. Aos 4 e 7 dias, procedeu-se a avaliagdipldntulas, segundo Brasil
(2009). Cada tratamento foi composto de quatroraobfzas de 50 sementes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de lalémiormais.

Teste de tetrazodlio foi realizado com as sementes remanescentes
(sementes que ndo germinaram) do teste de gerrninagddo retirados os
tegumentos e os embrides submetidos ao teste. dkacéb foi realizada em
solucdo de 2,3,5 trifenil cloreto de tetrazdlio, eooncentracdo de
aproximadamente 1%, durante 3 horas no escuro,°@.38pos este periodo, e
verificado a coloracdo, os embrides foram lavagosagua corrente e mantidos
submersos em agua até sua avaliacdo, quando foaisealos individualmente
para verificar a viabilidade. A interpretacdo fealizada com auxilio de lupa
com iluminacdo fluorescente, de acordo com as RBRSAGSIL, 2009) e os
resultados expressos em porcentagem de sementesyvia

Teste de emergéncigforam utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes
distribuidas em bandejas multicelulares de potiEsti com células separadas,
contendo substrato comercial tipo Multiplant®-hbigea As bandejas foram
mantidas em casa de vegetacédo dotada de sistemebdizacdo intermitente.
Foram realizadas avaliagbes diarias a partir doioinfdla emergéncia das
plantulas, computando-se o nimero de plantulassameté a estabilizacdo do

estande.
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indice de velocidade de germinacéo e de emergéncjmra o calculo
do indice de velocidade de germinacdo e de emeasg@scavalia¢cbes foram
realizadas simultaneamente aos testes de germinac&@® emergéncia,
computando-se, diariamente e sempre nos mesmosiosoré nimero de
plantulas que apresentavam dois foliolos complatéanabertos. Os calculos
dos indices foram realizados de acordo com fornpuégposta por Maguire
(1962).

Avaliacdo da expressdo das enzimas esterase, alcdesidrogenase,
malato desidrogenase, superoxido desmutase e catdaduas amostras de 20
gramas de sementes de cada tratamento foram amaazsed temperatura de -86
°C emdeep freezee as analises realizadas por meio da técnicaeti®ferese.
As sementes foram trituradas em cadinho, na prasdacPVP e nitrogénio
liquido, sendo armazenado a temperatura de -888@.a extracdo das enzimas,
foi utilizado o tampéao Tris HCL 0,2 M pH 8,0 + (8lde mercaptoetanol), na
proporcdo de 25@QL por 100 mg de sementes. O material foi homogedeiz
em vortex e mantidovernight em geladeira, seguido de centrifugacdo a 14000
rpm por 30 minutos, a 4 °C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistem& déis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gekentrador), sendo utilizado
0 sistema gel/eletrodo Tris-glicina pH 8,9. Foramlicados 60 uL do
sobrenadante das amostras no gel e a corridafetétioa efetuada a 120 V por
5 horas. Terminada a corrida, os géis foram reesldra as enzimas esterase,
alcool desidrogenase, malato desidrogenase, sugerdismutase e catalase,
conforme Alfenas (2006).

Andlise da enzima end@-mananase as sementes de alface de cada
tratamento foram colocadas para embeber em caésticps sobre papel mata-
borrdo, umedecido com agua destilada, em quantielquiealente a 2,5 vezes o

peso do substrato seco. As sementes foram mamtidagerminador a 20 °C,
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durante 24 horas e ap6s a embebicdo, 150 sementeadd cultivar foram
maceradas em cadinho com nitrogénio liquido e F&f®.cada microtubo com
100 mg de p6 de cada amostra foram adicionadog B@& tampédo de extracédo
(0,12 M Hepes/ 0,5 M Nacl e acido ascorbico (5 mgado ascorbico por mL de
tampédo), pH 8,0). Em seguida, os microtubos foramtrifugadas por 30
minutos a 14000 rpm e 2 pL do sobrenadante forditadps em gel contendo
6 mL de LBG (Locust Bean Gum), 0,24 g de agaras4 L de tampéo pH 5,0
(1 M Acido Citrico/ 0,4 M de N&IPQ, 2 H,0). As aliquotas foram aplicadas
em furos de 2 mm feitos no gel com auxilio de unador. O gel foi incubado
por 21 h e revelado segundo metodologia propost8ilda et al. (2004). A
atividade da enzima endiemananase foi calculada de acordo com Downie,
Hilhorst e Bewley (1994).

Delineamento experimental nos testes de avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes de alface utilizou-se bnemento inteiramente
casualizado, em esquema fatorial 4x8x3, cujosdatiaram quatro periodos de
armazenamento (30, 60, 90 e 120 dias), oito cuiisvde alface e trés ambientes
de armazenamento. Andlises de variancia foramzestds utilizando-se o
programa estatisticBisva® (FERREIRA, 2000). Para a comparacéo entre as
médias, empregou-se o testeSibott-Knott a 5% de probabilidade para vaiaveis
qualitativas. Para variaveis quantitativas empregpanalise de regresséo. A
avaliacdo dos padrbes enzimaticos foi feita dedacaom a intensidade das

bandas, utilizando-se um transiluminador.
3 RESULTADOS E DISCUSSAO
O teor de agua das sementes, apos a secagem madars,6 a 6,1%,

percentuais também relatados por Barbosa, Cosig20%1) em diferentes lotes

de sementes de alface. Com base na analise dencrari@bservaram-se



55

diferencas significativas entre as cultivares, quow$ de armazenamento e
ambientes de armazenamento, assim como para aci#éteentre os fatores
(p<0,05) (Tabela 2A). As equacOes de regressdo ecomdicientes de
determinacdo (B podem ser observados na Tabela 3A. Os valorefoméd
germinacéo (%) a 20 °C nas sementes de cultivaresifdce armazenada em
diferentes ambientes podem ser verificados na @dbel

Na germinacédo a 2@C (Tabela 1) , independentemente do periodo de
armazenamento, o ambiente de°C5conservou a qualidade das sementes de
todas as cultivares. De acordo com Nascimento.ef28D6) para sementes
armazenadas em camara fria, a germinagao naoisthfi@ncia de determinados
fatores, o que contribui para reduzir a velociddale processos deteriotivos. Ja
para as sementes armazenadas “25verificou-se que a partir dos 60 dias de
armazenamento a qualidade das sementes foi comigamesxceto das
cultivares Everglades, Luiza e Baba de Verdo, quresantaram as maiores
porcentagens de germinacdo com valores acima de\&08t este considerado
minimo para comercializacdo de sementes desta iesfBRASIL, 1986).
Contudo aos 120 dias de armazenamento d&C5ocorreu decréscimo da
germinacdo da cultivar Baba de Verao reduzindo \dahilidade para 51%.
Sendo assim, apenas as cultivares Everglades @ latendem aos padrdes
minimos para a comercializacédo (Tabela 1; FigurguAndo armazenadas nesta
temperatura por 120 dias.

Ja com o aumento da temperatura de armazenanden2d, para 35C,
houve interferéncia na viabilidade das sementdsdtes as cultivares de alface,
exceto para a cultivar Everglades (Tabela 1). Ramdins e Lago (2008) a alta
temperatura de armazenamento tem grande influénaiaconservacdo da

semente, influenciando as reagfes bioquimicas egidam seu metabolismo.



Tabela 1-Percentuais médios de germinacéo a 20°C de sesramtdface armazenadas em diferentes temperaturas.

Periodos de armazenamento (dias)

. 30 60 90 120
Cultivares

Temperaturas de armazenamento (°C)
15 25 35 1 15 25 35 15 25 35! 15 25 35

Luza 94Ba  94Ba §ICh  olBa ©0Ba 80Bb 9iBa  86Bb  75Bc  O0BE2AD  69BC
Elisa 84Ca 82Ca 76Db 84Ca 75Db  68Cc  80Ca  76Ca  63Ch  B1C&Bb 7 59CC
G.Rapids 96Aa  92Ba 70Eb; 95Aa  73Db 53E;F_c 90Ba  51Eb 2;8Ec 88Ba2Db4  15Ec
B.Verdo 96Aa 93Ba  70Eh 95Aa  83Cb  60Dc  89Ba 80Cb  60Cc  90BalCb5 32Dc
Horténcia  97Aa  94Ba  88B4  94Aa  76Db  62Dc  91Ba  63Db  50Dc  88Ba 2EWR  11Fc
Rubete 98Aa  78Cb  60FC  96Aa  G4ED  44Fc  94Aa  5IEb  2iFc  91Ba9Ebl  OFc
Salinasss 92Ba  89Ba  70EH  88Ba  59Fb  44Fc  89Ba  51Eb  18Fc  85Ca7Eb1 12Fc
Everglades 99Aa 100Aa  99Aa  98Aa  99Aa  99Aa  96Aa  92Ab  O0Ab  O7AaB3Ab  84AD

Ccv 3,89

*Médias seguidas pela mesma letra mailscula nanaaduminiscula na linha ndo diferem estatisticaenentre si pelo Teste de
Scott-Knott a 5% de significancia.

99
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Como pode ser observado, a temperatura alta do eatebide
armazenamento apresentou grande influéncia safgen@nacéo ja aos 30 dias,
sendo que apenas as cultivares Everglades, Luldar&ncia mantiveram a
qualidade nestas condi¢bes de armazenamento (Tab€igura 1). Contudo,
apos 60 dias de armazenamento a cultivar Hort§passa a ndo tolerar o
ambiente de 3%C e para a cultivar Luiza a partir dos 90 diasrd@aaenamento.
Verificando entdo que somente a cultivar Evergladgsds 90 dias de
armazenamento, atende aos padrdes minimos de dalimagéio, com 84% de
germinacéo a 2fC.

Nascimento, Croda e Lopes (2012) também relataram mpucos
gendtipos de alface atendiam aos padrdes minimosrdercializacdo quando a
germinacgao era efetuada em temperatura elevadac@do com o este autor,
estes padrdes foram de 98%, 93% e 82% para asacefti Vitoria de Verao,
Camila e Vitéria Verdinha, respectivamente.

O ambiente de armazenamento em temperatura elevati#buiu para
a reducdo da germinagdo das sementes da maioraltaares, principalmente
em Horténcia, Rubete e Salinas 88 que apresentgamenores porcentagens
de germinacdo (Tabela 1; Figura 1). Percebe-seegtas cultivares tiveram
germinacédo inibidas (termoinibi¢cdo), pois quando aemazenamento foi em
ambiente mais ameno (16) sua viabilidade foi mantida.

Observou-se na Tabela 2, germinacdo dG35que as cultivares Grand
Rapids, Horténcia, Baba de Verdo, Rubete e Sali@sapresentaram
porcentagem de germinacgao igual ou préxima a zeforago de todo o periodo
de armazenamento mesmo quando estas foram armagemadgmbiente ameno
(15 °C) (Figura 2). Cultivares termosensiveis apresenta@ior quantidade de
manose e galactose na parede celular, isso catjeziemento do endosperma e
impede da protruséo radicular (NASCIMENTO; CANTLEEFHUBER, 2001).



Tabela 2- Percentuais médios de germinacgéo a 35°C de sesm alface armazenadas em diferentes temperatura

Periodos de armazenamento (dias)

Cultivares 30 60 %0 120
Temperaturas de armazenamento®C)
15 25 35 | 15 25 351 15 25 35 15 25 35
Luiza 22Ba  16Bb lchi 22Ba  12Bb 7E%c 18Ba 3Bb 1§Bb 19Ba 1Bb OBb
Elisa 23Ba 17Bb  9C¢ 19Ca 11Bb  8Bc 18Ba  5Bb  CBc 18Ba  1Bb Bb 0
G. Rapids 3Da 1Da ODaE 1Da 1Ca Oda 0Ca 0Ca CE)Ba 0Ca OBa OBa
B.Verio 7Ca  3Cb  1Dd 2Da 1Ca 0Ga 2Ca 0Ca OBa 1Ca OBa  OBa
Horténcia OEa OEa ODait 2Da 0Ca OCE:a 0Ca 0Ca (é)Ba 0Ca OBa OBa
Rubete OEa OEa ODg ODa 0OCa 0Ga 0OCa 0Ca ©OBa 0OCa OBa  OBa
Salinas 88 OEa OEa ODaé ODa 0Ca OCE)a 0Ca 0Ca é)Ba 0Ca OBa OBa
Everglades 74Aa  67Ab 40Ac§ 72Aa  63Ab 39A;b 73Aa  55Ab 35/;\c 68Aa OAb  33Ac
cVv

16,86

* Médias seguidas pela mesma letra mailscula nena@ mindscula na linha, ndo diferem entre sq pebkte de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.
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A temperatura de germinacdo a 35 auxilia na identificacdo de
cultivares termotolerantes, a exemplo da cultiveerglades (KOZAREWA et
al.,, 2006; NASCIMENTO; CANTLIFFE; HUBER, 2001). Oftsva-se que as
sementes dessa cultivar apresentaram porcentagegera@nacdo superior a
30% mesmo quando foram armazenadas ‘€33Fabela 2), enquanto das outras
cultivares foi zero ou proximo a zero. Verificou-sénda que a cultivar
Everglades manteve a porcentagem de germinacamgo o armazenamento
em todos os ambientes (Figura 2).

Ressalta-se também que a germinacdo das sementesulttear
Everglades, decresceu de 74% de germinacdo para &8%ongo do
armazenamento, indicando a superioridade dessa®nteEsn em tolerar
condi¢cBes adversas (Tabela 2), como também fotaiaa® por outros trabalhos
(GONAI, 2004; KOZAREWA et al., 2006; NASCIMENTO, @8). Isso indica
gue esta cultivar pode ser de grande importana@ pidizacdo em programas
de melhoramento de alface.

De acordo com a Tabela 3, o indice de velocidadged®minacdo aos 20
°C foi influenciado pelo periodo e ambiente de aenamento. A medida que a
temperatura do ambiente aumentou de 15 par&C36correu decréscimo na
velocidade de germinacdo em cultivares mais swsieti{Tabela 3) o que
corrobora com o trabalho de Villela et al. (201@prém, nas cultivares
Everglades, Luiza e Elisa o indice de velocidadgateninacdo foi mantido ao

longo do periodo de armazenamento (Figura 3).



Tabela 3 -indices médios de velocidade de germinacdd@ 86 sementes de alface armazenadas em diferentes

temperaturas.
Periodos de armazenamento (dias)
Cultivares 30 00 %0 120
Temperaturas de armazenamento®C)
15 25 3 | 15 25 351 15 25 35! 15 25 35
Luza 39,7Ca 252Da 39,6Ch 445Aa 30,1Cb 391Bc 445Aa, 79 370Ac, 44.2Ba 29,0Bb 314Bb
Elisa 37,2Ca 37,6Ca 37,6Da 23,1Db 34,0Ba 323Ca 22,7Da,Bb34299Bc| 39,3Ca 28,5Bb 25,5Chb
G.Rapids 480Aa 452Ba 34,7Eb 361Ca 312Cb 230Ec 34,2Ca 7b19 74Dc| 239Da 186Cb  4,9Dc
B.Verdo 42,7Ba 37,6Cb 30,5Fc 42,1Ba 34,7Bb 284Dc 32,4Cadll® 21,5Chi 43,7Ba 17,1Cb 11,1Dc
Horténcia 469Aa 449Ba 432Ba 40,98a 37,2Bb 283Dc 34,1Ca6@® 199Cc 408Ca 10,6Db  3,7Dc
Rubete 484Aa 37,9Cb 29,7Ft 47,4Aa 24,7Db 213Ec 34,8Ca6l2 89Dc| 433Ba 58Eb  32b
Salinas 88 41,3Ba 384Ca 340Ep 37,8Ca 282Cb 214Ec 332CalDB2 7,8Dci 380Ca 6,4Eb  4,4Db
Everglades 487Aa 48,6Aa 487Aa 41,9Bb 46,8Aa 42,3Ab 37,6Ab ,0AB 39,9Ab! 47,5Aa 39,8Ab 40,2Ab
Y 7,03

* Médias seguidas pela mesma letra maiGscula neaa@ mindscula na linha, ndo diferem entre sg ffekte de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.
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Figura 3 Indice de velocidade de germinacédo a 20 °C de s@siee oito
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Ja para o indice de velocidade de germinacao € 3% abela 4)
houve reducdo acentuada no vigor das sementesg dndica que a
temperatura de germinacdo das sementes contribana gausar
termodorméncia nas sementes de alface. Mesmo emglades
(termotolerante) a temperatura do ambiente de amaazento contribuiu
dentro de cada periodo para reduzir seu vigor (&igh). As demais
cultivares de alface apresentaram reducéo no vigdependentemente
do periodo e ambiente em que foram armazenadasnedones reducoes

ao final do armazenamento, em ambientes de 25°€ @&igura 4).



Tabela 4- indices médios de velocidade de germinacdd@ 86 sementes de alface armazenadas em diferentes

temperaturas.
Periodos de armazenamento (dias)
Cultivares 30 60 %0 120
Temperaturas de armazenamento®C)
15 25 35 | 15 25 351 15 25 35! 15 25 35
Luza 3,3Bb  2,3Bc__ 4,8Ba 2,2Ba 1,1Bb 0,/Bb 15Ba 0,2Bb BBl 198b O0,1Ba _ OBa
Elisa 2,1Ca 1,5Ba 0,901%) 1,7Ba  1,1Ba o,sza 1,7Ba  0,5Bb EOBh,SBa 0,1Bb  0Bb
G.Rapids 02Da 0,1Ca  0Ca 02Ca 01Ca OBa 0Ca OBa ©OBa OCb  OBHBb
B.Verdo 0,7Da 0,3Ca O,lCii"l 0,2Ca 0Ca OiBa 0,2Ca OBa EOBa 0,1CHOBb 0Bb
Horténcia  ODa  0Ca  0C4 03Ca 0Ca OBa 0Ca OBa OBa OCb  0Bb  OBb
Rubete ODa 0Ca OCai 0Ca 0Ca OEiSa 0Ca OBa (i)Ba 0Chb 0Bb 0Bb
Salinas88 ODa  0Ca 0Cd 0Ca 0Ca OBa 0OCa OBa 0OBa OCb  OBb  OBb
Everglades 22,4Aa 19,3Ab 9,1Ab§ 22,2Aa 18,7Ab 12,9/;xc 18,3Aa 4B 4,1Ac§ 12,3Aa  10,7Ab 10,1Ab
cV ' ' ' 27,35

*Médias seguidas pela mesma letra maitscula naaa@uminiscula na linha, ndo diferem entre si, Pekie de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.
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dos periodos de armazenamento (30, 60, 90 e 18 dia

Ao longo dessa discussdo foram citadas inUmeemesv que a
temperatura da germinacao, do ambiente, assim osnperiodos mais longos
de armazenamento comprometeram a qualidade dasntesmde alface,
reduzindo assim sua viabilidade. Para Harringt@v2) a cada 5,5 graus de
decréscimo na temperatura, aumenta-se o dobroeogiak de armazenamento.
Tal afirmativa se justifica ao analisar o teste tdgazOlio nas sementes
remanescentes do teste de germinacdo a 20 €C3%Tabelas 5 e 6),

respectivamente.
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Tabela 5 - Porcentagem de sementes viaveis (V) e mortas (M) teste de

tetrazélio em sementes remanescentes do testerdangedo (N) a
20°C de sementes de alface armazenadas em diferente

temperaturas.
A 30 60 90 120

Cut ooy Ny NVvw Ny v Ny

Luiza 15 12 25 75 18 22 783 18 39 61 20 30 70
Elisa 15 32 31 69 32 19 81 40 13 88 38 42 58
G.R. 15 8 0 1000 10 40 60 20 45 585 24 38 63
B.V. 15 8 38 63 10 30 70 22 41 %9 20 35 65
Hortt 15 6 O 1000 12 33 67 18 39 61 24 38 63
Rub. 15 4 25 75 8 13 88 12 33 67 18 39 61
Sali. 15 16 25 75 24 42 58 22 36 64 30 43 57
Evergg 15 2 0 1000 4 25 75 8 25 75 6 33 67
Luza 25 12 58 42 26 73 27 28 61 39 36 67 33
Elisa 25 36 69 3L 50 64 35 48 65 35 60 60 40
G.R. 25 16 81 19 54 83 17 98 73 27 116 68 32
B.V. 25 14 79 21 34 56 44 40 58 43 98 64 36
Hort. 25 12 75 25 48 58 42 74 61 39 156 62 38
Rub. 25 44 59 41 72 61 39 98 77 23 162 64 36
Sali. 25 22 64 36 82 70 30 98 66 34 166 61 39
Evergy 25 0 0 0 2 100 O 16 75 25 34 65 35
Luza 35 38 61 39 40 63 33 50 76 24 62 66 34
Elisa 35 48 58 42 64 69 31 74 76 24 82 57 43
G.R. 35 60 8 18 94 82 18 144 83 17 170 77 23
B.V. 35 60 8 12 80 76 24 80 61 39 136 63 38
Hort. 35 24 88 13 76 64 36 100 72 28 178 72 28
Rub. 35 80 63 38 112 65 35 158 87 13 182 69 31
Sali. 35 80 85 15 112 71 29 164 85 15 176 70 30
Evergy 35 2 0 1000 2 100 ® 20 85 15 32 63 38

* Namero de sementes nao germinadas num total @s@entes.



67

Tabela6 - Porcentagem de sementes vidveis (V) e mortas (N teste de
tetrazélio em sementes remanescentes do testerdangedo (N) a
35°C de sementes de alface armazenadas em diferente

temperaturas.
A 30 60 90 120
cut. oy N v N oy Ny Ny

Luiza 15 156 57 43 156 79 21 164 76 24 162 55 45
Elisa 15 154 62 38 162 70 30 164 78 22 164 58 42
G.R. 15 194 59 41 198 71 29 200 58 43 200 56 44
B.V. 15 186 60 40 196 69 31 196 63 B7 198 57 43
Hort. 15 200 64 36 196 62 38 200 60 40 200 64 37
Rub. 15 200 68 33 200 64 37 200 67 B4 200 62 38
Sali. 15 200 59 42 200 67 34 200 68 32 200 61 39
Everg. 15 52 60 40 56 63 38 54 59 41 64 55 45
Luiza 25 168 62 38 176 72 28 194 64 B6 198 61 39
Elisa 25 166 69 31 178 61 39 190 66 B34 198 62 38
G.R. 25 198 61 39 198 67 33 200 64 B6 200 66 35
B.V. 25 194 63 37 198 64 36 200 65 B6 200 64 36
Hort. 25 200 68 32 200 59 41 200 68 B2 200 66 34
Rub. 25 200 71 30 200 60 41 200 62 B8 200 63 38
Sali. 25 200 59 42 200 66 35 200 70 BO 200 67 34
Everg. 25 66 59 41 74 68 32 90 62 38 120 54 46
Luiza 35 178 61 39 186 61 39 198 77 23 200 86 15
Elisa 35 182 63 37 184 64 36 200 80 21 200 89 11
G.R. 35 200 61 40 200 60 41 200 84 17 200 91
B.V. 35 198 71 29 200 66 35 200 81 19 200 93
Hort. 35 200 66 3% 200 63 37 200 81 20 200 94
Rub. 35 200 56 44 200 55 45 200 84 17 200 93
Sali., 35 200 57 43 200 67 34 200 81 19 200 93
Evergg 35 120 62 38 122 57 43 130 65 B5 134 72 2

0 00 00~ 00O

* Namero de sementes nao germinadas num total @s@entes.
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Na germinacdo a 2T, fica evidente que os ambientes de 25 G35
proporcionaram maior dorméncia nas sementes ndoeodo a germinacao das
mesmas, 0 que pode ser verificada pela porcentaigrsementes viaveis
(Tabela 5). A medida que aumentou o periodo dezmaamento a temperatura
elevada do ambiente, ocasionou maior nimero dergem@ao germinadas,
sendo a maior porcentagem dessas sementes vidabeld 5).

Ja para germinacdo a 36 observou-se pelo teste de tetrazélio que
apesar das sementes ndo terem germinado, estasesbagam viaveis (Tabela
6). As cultivares Horténcia, Rubete e Salinas 8 g&irminaram desde os trinta
dias de armazenamento, mesmo no ambiente 4€,IEorém em torno de 60%
das sementes ainda estavam vidveis, como obsemaddabela 6. Isto
possivelmente ocorreu devido a dorméncia das seséet alface imposta pelo
estresse térmico. Dias e Alves (2008) afirmam quieste de tetrazolio e
germinagdo podem ser considerados como complerasntarem conjunto
permitem avaliar a qualidade fisiolégica das sepgenpor meio de sua
viabilidade. E interessante que sejam utilizadosdois testes, tetrazélio e
germinacdo, para saber a porcentagem de semerdesisvie dormentes,
informacdes essenciais para o controle de qualidade

Em relacdo ao teste de emergéncia (Tabela 7) tessabjue sementes
armazenadas por 30 dias a uma temperatura de2%e Bossuem menor vigor
do que as armazenadas a5 Analisando cada cultivar, percebe-se que a
temperatura do ambiente também reduziu o vigor staeentes de alface.
Somente a cultivar Everglades, tolerou por maispteim estresse térmico do
ambiente, sendo que ocorreu reducédo de sua emergépertir de 90 dias de
armazenamento nas temperaturas de 25 éC35Comparando as cultivares
constatou-se que Everglades é mais vigorosa em etatopas elevadas,

independente do periodo de armazenamento (Figura 5)



Tabela 7 - Percentuais médios de emergéncia de plantulasedentes de alface armazenadas em diferentes

temperaturas.
Periodos de armazenamento (dias)
. 30 60 90 120
Cultivares
Temperaturas de armazenamento®C)
15 25 3 | 15 25 35 | 15 25 35 15 25 35

Luiza _93Aa  83Cb  66C¢C  94Aa  83Bb  52Bc  93Ba  60Cb  36Cc  84Ba3Cbs  26Bc
Elisa 93Aa 82Cb 55D¢ 93Aa  83Bb  50Bc  91Ba  75Bb  40Bc  83Ba2BL7  28Bc
G.Rapids 91Ba 78Db  65C¢ 89Ba  75Cb  47Bc  87Ba  68Cb  30Dc  80Ba4Cb5  8Cc
B.Verio 94Aa  87Bb  73B¢ 90Ba 86Bb  48Bc  87Ba  68Ch  36Cc  78Ca0Dbs  8Cc
Horténcia 90Ba  83Cb  58D¢  88Ba  84Bb  40Gc 83Ca 69Cb  30Dc  82Ba3Cb5  4Cc
Rubete 95Aa 74Db  65CC  92Aa  73Cb  41Gc  89Ca  67Cb  3iDc  82BadCbs  7Cc
Salinas88 91Ba  81Cb 54D¢ 87Ba  75Cb  41Cc  87Ca  63Db  32Dc  76Ca8Db4  6Cc
Everglades 96Aa  95Aa  93Aa  97Aa  93Aa  95Ma  96Aa  83Ab  85Ab  94Aa 1AB  79Ab

Cv 3,99

* Médias seguidas pela mesma letra maiGscula nemaa@ mindscula na linha, ndo diferem entre sqg fpekte de Scott-Knott, a 5%
de probabilidade.
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Figura 5 Porcentagem de emergéncia de plantulas de senumteiso
cultivares de alface em funcédo dos ambientes @%, 25°C) e
dos periodos de armazenamento (30, 60, 90 e 18 dia

Aos 120 dias a 35C cultivares suscetiveis (Grand Rapids, Baba de
Verdo, Horténcia, Rubete e Salinas 88) apresentéra@ira porcentagem de
emergéncia.

O teste de emergéncia ao ser realizado nas cesdigé casa de
vegetacao simulou o mesmo ocorrido com produtanessrao armazenar suas
sementes em temperaturas elevadas. Verificou-sée niegbalho que a
temperatura de armazenamento reduziu a qualidgo®wecou a dorméncia
(termodorméncia) nas sementes de alface.

Resultados semelhantes foram observados por keekedal. (2013) no
desempenho de plantulas de tomate. Para o awongegéncia e a velocidade
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de emergéncia é afetada por temperaturas acim8 %@, 3sso devido a essas
temperaturas afetarem a velocidade de reorganiziggionembranas celulares,
alterando assim o metabolismo das sementes e someiduzindo a velocidade
de emergéncia de plantulas. Também é necessariacdesiue os lotes de
sementes comportaram-se de forma diferenciada @t efeitos das altas
temperaturas, pois possuem histérico distinto, afftmque a velocidade de
deterioracdo das sementes é diferente, sendo §us gtartes componentes de
uma mesma semente deterioram em velocidades dsMARCOS FILHO,
2005) e isso interfere no potencial fisiol6gico & capacidade de resistir as
condi¢cBes adversas, impostas no momento da gedimagmergéncia.

Além das alteracdes fisiologicas causadas pelas &dmperaturas nas
sementes ocorrem ainda alteracbes nos padrBescpsote/ou enzimaticos.
Sementes de alface possuem a germinagdo limitada mpesenca do
endosperma, havendo assim a necessidade do anmieinesse tecido para
gue ocorra a protrusao radicular. Esse papel érmgesehado por varias enzimas,
a exemplo da end@-mananase, que esta presente no endosperma eemtifer
isoformas (SILVA et al., 2004). No inicio da geregdo das sementes de alface,
a embebicdo resulta na hidratacdo das matrizesp @smncélulas da parede
celular (NONOGAKI, 2008; NONOGAKI et al., 2010), mpostas por manose,
glucose, galactose e arabinose, que sao degrapaldasndd3-mananase (MO;
BEWLEY, 2003).

Nas sementes de alface pré-embebidas a 20 °C $siveb observar
reducdo na atividade da enzima efidfmananase ao longo do periodo de
armazenamento quando estas sementes foram armazesad25 e 35 °C
(Figura 6), evidenciando o processo natural deridedgdo que ocorre nas
sementes, de acordo com os resultados de germipagifor (Tabelal, 3 e 7;
Figura 1, 3 e 5). Diniz et al. (2009) também obsergque o armazenamento

interfere na atividade da enzima erfidiorananase em sementes de alface e por



72

Albuquerque et al. (2010) em sementes de tomagualddo as sementes foram
armazenadas a 15 °C houve a manutengdo na ativided® enzima
independente do periodo de armazenamento (Figura 6)

As sementes da cultivar Everglades mantiveram wddatle dessa
enzima independentemente do ambiente de armazetmaenda periodo no qual
essas foram armazenadas. Essa manutencdo na dajvigara -cultivar
Everglades, corrobora com os melhores resultadgeiaeinacao observados na
Tabela 1, onde néo foi verificada diferenca sigaifiva ao longo dos 120 dias
de armazenamento. Isso indica a importancia danenendoB-mananase para
viabilidade de sementes de alface e é mais umarial de que essa € uma
cultivar termotolerante. Vale ressaltar ainda (ggee&omportamento pode variar
de acordo com a espécie, com o genotipo, com iganlprincipalmente quando
existem diferencas nas temperaturas as quais &nsEnsao armazenadas.

Além de ocasionar dorméncia nas sementes de alfaetevacdo da
temperatura, acelera os processos metabdlicos ementes de algumas
cultivares, aumentando a respiracdo e consequemteme processo de
deterioracdo. Para Marcos Filho (2005), a detegimaé um processo
determinado por uma série de alteracfes fisiol&gibioquimicas, fisicas e
citologicas, com inicio a partir da maturidadediiégica, que ocorre de maneira
progressiva, determinando a queda da qualidadénénamndo com a morte da
semente. As principais alteracdes relacionadas@esso de deterioracdo séo
degradacdo e inativagcdo de enzimas (COPELAND; MCBON 2001),
reducdo da atividade respiratéria (FERGUSON; TEKROQERGLI, 1990) e
perda de integridade das membranas celulares (MGIDON1999). Copeland
e McDonald (2001) destacaram que para detectaicio ida deterioragdo das
sementes, as avaliagdes mais sensiveis sdo ageleleisnadas a atividade de

algumas enzimas.
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Figura 6 - Atividade da enzima end®mananase (picomol. min-1. g-1)
sementes de alface em funcdo do ambiente e do
armazenamento em diferentes temperaturas.
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Segundo McDonald (1999), as enzimas superéxidoudasa (SOD) e
catalase (CAT) constituem mecanismos eficientea gasintoxicacdo, atuando
na remocado de radicais livres. No entanto, no pteseabalho néo foi possivel
observar variacdes nos padrbes de expressdo da@odtodas as cultivares
analisadas. Tal resultado pode ser devido a egima&mestar presente em varias
organelas, a exemplo das mitocondrias e clorogasittm do citoplasma
conferindo estabilidade a atividade dessa enzirBE&\(INON et al., 1999).

O estresse causado pelo armazenamento em sementefiicares de
alface, em especial quando as sementes foram aratteea temperatura de 35
°C pode ter induzido processos oxidativos e praaug radicais livres. Isto
pode ser evidenciado indiretamente pela maiordatide da enzima catalase
(CAT) até 30 dias de armazenamento, independentendantemperatura. Nas
épocas subsequentes hd uma reducdo da atividadetalase, podendo esta
reducdo estar associada a disponibilidade de drigbam como ao nivel de
deterioracdo. Em sementes mais deterioradas obsereducdo acentuada na
atividade dessa enzima chegando até a ndo ativegdm, visto nas sementes
armazenadas por periodo de 120 dias a tempera@a i (Figura 7).

Segundo Fridovich (1986), a catalase, por ser umena envolvida no
processo de remocdo do peréxido de hidrogénio,mjemgha controle desses
perdxidos enddgenos por meio do ciclo éxido-redu§&mdo assim, a reducdo
na atividade dessa enzima, podera resultar na wiicdim da prevencédo de danos
oxidativos. Ao exemplo do ocorrido com as semedieslface para todas as
cultivares trabalhadas. Sendo assim, a enzimaasatglode ser utilizada para a
avaliacdo da deterioracdo em sementes de alfatengo do armazenamento,
esses resultados também corroboraram com o tratiafwito por Muniz et al.
(2007) onde esta enzima esta envolvida na remag&adicais livres durante o

processo de deterioracéo das sementes de alface.
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Figura 7 - Padrdes isoenziméticos de sementes de alfaceareki Baba de verdo (A),
Elisa (B), Everglades (C), Grand Rapids (D), Hort@n(E), Rubete (F),
Salinas 88 (G) e Luiza (H), submetidas as difesenépocas de
armazenamento (30, 60, 90 e 120 dias) e ambientasnthzenamento (15,
25 e 35 °C) reveladas para Catalase (CAT).

Para todas as cultivares testadas observou-se sumeratividade da
ADH nas sementes mantidas a temperatura de 35 Wecwrer do tempo de
armazenamento, a excecdo da cultivar Evergladés. sis justifica nessa
condi¢cdo, pois ha reducdo da disponibilidade dgémod, causando assim a
ativacdo da rota anaerdébica de respiracéo (Figura 8

Os perfis isoenzimaticos obtidos para sementedfdeeade todas as
cultivares analisadas, em funcdo do armazenamermtdaram, para a malato

desidrogenase (MDH), auséncia de qualquer altenagaaimero e intensidade
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de bandas que pudesse ser associada a condigd@nadeamento e a qualidade
das sementes.

A MDH desempenha papel significativo no ciclo dels, uma vez que
catalisa a conversdao de malato a oxaloacetatouprmb NADH, que é um
produto fundamental na producdo de ATP e de comgpositermediarios
essenciais ao funcionamento das células (TAIZ; ARG2004). Portanto, esta
enzima poderia se constituir em eficiente marcaldorespiracdo aerébica das
sementes durante o armazenamento. Talvez issoveeagdefato de que esta
enzima, assim como a SOD, é encontrada em assocea¢@ma grande
quantidade de organelas o que pode conferir urahikdade na atividade dessa
enzima no decorrer no armazenamento (SCANDALIO3%419

AlteracBes nos padrdes da esterase (EST) sdo emddéta ocorréncia
de eventos deteriorativos, pois € uma enzima eitaokm reacdes de hidrdlise
de ésteres e esta diretamente ligada ao metabotienipidios e ao processo
degenerativo de membranas (SANTOS; MENEZES; VILERBQ4).

Maior atividade da enzima esterase foi observada sesnentes das
cultivares de alface, armazenadas por 120 diadoiT§4997) relata que as
sementes de alface sdo compostas por aproximadaBg&¥itde lipideos. O alto
teor de 6leo em sementes, como € o caso da affac@ece esse grupo de
enzimas hidroliticas na liberagdo de é&cidos grayes sdo usados na beta
oxidagdo, como fonte de energia para a germinagéiios desses lipidios sdo
constituintes de membranas, cuja degradacdo aunvemta a deterioracdo
(MARCOS FILHO, 2005). Vale ressaltar que Diniz &t (2009), trabalhando
com armazenamento de sementes de alface afirmaasqsterases sdo o0 grupo

de enzimas mais importantes na germinagéo destaiegpigura 9).
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Figura 8 - Padrdes isoenzimaticos de sementes de alfacearaki Baba de verdo (A),
Elisa (B), Everglades (C), Grand Rapids (D), Hort@n(E), Rubete (F),
Salinas 88 (G) e Luiza (H), submetidas a diferentgmcas de
armazenamento (30, 60, 90 e 120 dias) e ambientasntazenamento (15,
25 e 35 °C) reveladas para Alcool desidrogenaséHjAD
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Figura 9 - Padrdes isoenziméticos de sementes de alfaceareki Baba de verdo (A),
Elisa (B), Everglades (C), Grand Rapids (D), Hort@n(E), Rubete (F),
Salinas 88 (G) e Luiza (H), submetidas as difesenépocas de
armazenamento (30, 60, 90 e 120 dias) e ambientasnthzenamento (15,
25 e 35 °C) reveladas para Esterase (EST).

Com base em todos os resultados fisioldgicos eubitigos discutidos
acima, fica evidente que a temperatura de armazrtamé fundamental
conservar a qualidade de sementes de alface, tpaisabre a viabilidade, vigor
e reacBes bioquimicas que determinam todo essegs@mc
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4 CONCLUSOES

O periodo de armazenamento até os seis meses manti@ilidade e
vigor de sementes de alface, quando armazenadesparatura de 1%.

As sementes de alface armazenadas em ambientesdeomperatura
superior a 25°C ndo toleram ao armazenamento a partir de 60 aligae
compromete a germinacao e o vigor.

A cultivar Everglades é tolerante a condicdo dengeacdo a 35C e
mantém sua qualidade ao longo do armazenamenterepetatura de 1°€.

A temperatura acima de 26 induz a termodorméncia em cultivares de
alface durante o armazenamento, uma vez que amEEMeAo germinadas
estavam viaveis.

Ocorrem alteragdes enzimaticas em sementes de alfamzenadas em
altas temperaturas devido a dorméncia.
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Tabela 1A Andlise de variancia dos dados obtidos nos testesavaliacdo da qualidade fisiolégica em oittivares de
alface em fun¢éo da temperatura de germinacao §80°€).

Fonte de oL Quadrados médios
variacao PCG (%) GER IVG EMERG IVE
Cultivar 7 1066.678571* 1367.535714* 496.625113* 1417.908482* 11.949048*
Temperatura 1 109230.250000%1.00489.000000* 11348.640900* 92796.390625* 240.676439*
Cult *Temp 7 818.964286*  1337.714286* 167.706714*  824.319196* 2.388578*
ERRO 48 16.125000 11.250000 3.499614 9.578125 21’7
CV (%) 7,79 6,62 10,26 6,21 7,08

*Significativo no nivel de 5% de probabilidade p&leste F.
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Tabela 2A Analise de variancia dos dados obtidos nos tesies avaliacdo da qualidade fisiologica em semedges

alface armazenadas em diferentes ambientes p60300 e 120 dias.

Fonte de Quadrados médios

variacéo et Germ 20 IVG 20 Germ 35 IVG 35 Emerg
Armazenamento 3 15136.013889*  4351.183559* 413.625000* 37.895693* 12944.805556*
Cultivar 7 7055.494048*  1650.829728* 16845.327381*  1220.550442*  4133.452381*
Ambiente 2 38858.468750*  6049.043379*  2464.041667*  75.930632* 64438.291667*
Arm*Cult 21 693.228175*  267.575810* 78.371032* 17.860107* 189.361111*
Arm*Amb 6 2416.440972*  645.256877* 44.958333* 3.697267* 1888889*
CulttAmb 14  1889.873512*  529.056673* 654.541667* 47.912000* 1066381+
Arm*Cult*Amb 42 167.607639* 60.971283* 19.061508* 4.895347* 62.146825*
ERRO 288 8.041667* 5.014902* 2.708333* 0.348429* 500000
CV (%) 3.89 7.03 16.86 27.35 3.99

*Significativo no nivel de 5% de probabilidade p&lkeste F.
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Tabela 3A Equacbes de regressdo ajustadas do indice dedezleale germinacgéo

periodo de armazenamento de sementes de alface.

a 20°C em funcao do

Fontes de Variacdo Equacbes de regressao R’
Germinagdo 20°C
Baba Verdo 1% y =0.5% - 4.9x + 101 0.8054
Baba Verdo 2% y = -4.75% + 10.85x + 85.25 0.9443
Baba Verdo 3%C y=-45% + 11.1x + 61.5 0.9101
Elisa 15°C y = 0.25% - 2.55x + 86.75 0.6824
Elisa 25°C = -3.6x+85 0.9
Elisa 35°C y=x*-10.6x + 85.5 0.9988
Grand Rapids 1% y = -0.25% - 1.65x + 98.25 0.9453
Grand Rapids 28C y = 2.5% - 29.7x + 120 0.9916
Grand Rapids 3%C y=xX-24x +94 0.9891
Horténcia 15°C y = -1E-13% - 3x + 100 1
Horténcia 25°C y = -5.75% + 5.85x + 92.25 0.9806
Horténcia 35C y = -3.25% - 8.05x + 97.25 0.9727
Luisa 15°C y=0.5%¢-3.7x + 97 0.9111
Luisa 25°C y = 0.25x2 - 5.15x + 98.75 0.9941
Luisa 35°C y = -1.25% + 2.15x + 80.25 0.995
Rubete 15C y = -0.25% - 1.05x + 99.25 0.9981
Rubete 25C y =-4.5%¢ + 3.5x + 78 0.9895
Rubete 35C y=1X - 22.6x + 82.5 0.9897
Salinas 88 18C y = -0.25% - 0.85x + 92.75 0.901
Salinas 88 25C y=-X-17.4x + 105 0.9562
Salinas 88 35C y = 5¢-45x + 111 0.9906
Everglades 18C y = 0.5% - 3.3x + 102 0.84
Everglades 28C y=-2¢ + 4.2x + 98 0.9957
Everglades 38C y =-1.5% + 2.1x + 99 0.9556

L8



Tabela 3A, continua.

Fontes de Variacdo Equacbes de regressao R’
IVG 20°C

Baba Verdo 1% y = 3.25% - 16.95x + 58.25 0.4819
Baba Verdo 2% y =-0.5% - 5.1x + 44.5 0.9471
Baba Verdo 3%C y = -1.75% + 2.05x + 30.75 0.9998
Elisa 15C y = 7.5¥ - 36.9x + 66.5 0.9991
Elisa 25C y = -0.25% - 1.45x + 39.25 0.9006
Elisa 35C y =0.5¥ - 6.3x + 43.5 0.976
Grand Rapids & y =0.5% - 9.9x + 56.5 0.9443
Grand Rapids 2& y = 3.25% - 25.15x + 67.25 0.9944
Grand Rapids 3& y = 2.5% - 23.1x + 56.5 0.9731
Horténcia 18C y = 3.25% - 18.75x + 63.25 0.8673
Horténcia 28C y =-3% + 4.2x + 43 0.9797
Horténcia 358C y = -0.25% - 11.25x + 53.75 0.9858
Luisa 185C y =-1.5% + 8.7x + 33 0.9529
Luisa 25C y = -1.25% + 7.75x + 18.75 0.9333
Luisa 35C y = -1.25% + 3.35x + 37.75 0.9908
Rubete 18C y = 2.25% - 13.95x + 61.25 0.5413
Rubete 28C y=-xX-4.8x+425 0.9347
Rubete 3%C y = 0.75% - 13.05x + 42.75 0.9908
Salinas 88 1% y=2X-11.4x + 51 0.7818
Salinas 88 2% y=-15%-2.7x+415 0.9818
Salinas 88 3% y = 2.25% - 21.55x + 53.75 0.9927
Everglades 1% y = 4.25% - 21.95x + 67.25 0.9251
Everglades & y = -0.75% + 0.85x + 48.75 0.9899
Everglades 3% y = 1.75% - 11.65x + 58.75 0.9918
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Tabela 3A, continua.

Fontes de Variacdo Equacdes de regressao R’
Germinagao 35°C
Baba Verdo 1% y=X-6.8x+12.5 0.9182
Baba Verao 28C y=0.5%-35x+6 1
Baba Verdo 3%C y = 0.25% - 1.55x + 2.25 0.9333
Elisa 15C y=x-6.6x+28.5 0.9882
Elisa 25C y=0.5%¢-7.9x +24.5 0.9986
Elisa 35C y = 0.25% - 4.75x + 14.25 0.8454
Grand Rapids & y=0.5%-3.5x + 6 1
Grand Rapids 2& y = 2E-16%- 0.4x + 1.5 0.8
Grand Rapids 3& y=0 0,0
Horténcia 18C y=-0.5% +2.3x- 1.5 0.4
Horténcia 28C y=0 0,0
Horténcia 358C y=0 0,0
Luisa 15C y= 0.25% - 2.55% + 24.75 0.6824
Luisa 25C y=0.5¢-7.9x + 24 0.9532
Luisa 35C y = 0.75% - 7.65x + 18.25 0.9697
Rubete 18C y=0 0,0
Rubete 28C y=0 0,0
Rubete 38C y=0 0,0
Salinas 88 1% y=0 0,0
Salinas 88 2%C y=0 0,0
Salinas 88 3% y=0 0,0
Everglades 1% y = -0.75% + 2.05x + 72.25 0.8048
Everglades & y = -2.75% + 4.85x + 64.75 0.9989

Everglades 3% y = -0.25% - 1.25x + 41.75 0.9618
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Tabela 3A, continua.

Fontes de Variacdo Equacgdes de regressao R
IVG 35°C
Baba Verdo 1% y = 0.25% - 1.55x + 2.25 0.9333
Baba Verédo 2% y=0 0
Baba Ver&o 35C y=0 0
Elisa 15C y= -0.25% + 0.95x + 1.25 0.9333
Elisa 25C y= 0.25% - 1.95x + 3.75 0.9818
Elisa 38C y = 2E-16X - 0.4x + 1.5 0.8
Grand Rapids & y=0 0
Grand Rapids 2& y=0 0
Grand Rapids 3& y=0 0
Horténcia 18C y=0 0
Horténcia 25C y=0 0
Horténcia 38C y=0 0
Luisa 15C y = 0.25% - 1.55x + 4.25 0.9333
Luisa 25C y = 0.25% - 1.95x + 3.75 0.9818
Luisa 35C y=x-6.6x+10.5 0.9882
Rubete 18C y=0 0
Rubete 28C y=0 0
Rubete 38C y=0 0
Salinas 88 1% y=0 0
Salinas 88 2% y=0 0
Salinas 88 3% y=0 0
Everglades 1% y=-15% +4.1x + 19.5 0.997
Everglades 2% y = -0.75% + 0.85x + 19.25 0.9476
Everglades 3% y=0.5%-3.1x + 13 0.0667
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Tabela 3A, continua.

Fontes de Variacdo Equacgdes de regressao R
Emergéncia (%)

Baba Verdo 1% y = -1.375% + 1.625x + 93.375 0.9810
Baba Verdo 2% y = -4.125% + 7.875x + 83.625 0.9829
Baba Verdo 3¢ y = -0.75% - 16.85x + 88.75 0.9831
Elisa 15C y = -1.875% + 6.225x + 88.375 0.9768
Elisa 25C y =-1.125% + 1.775x + 81.625 0.8683
Elisa 35C y = -1.75% - 0.45x + 57.25 0.9999
Grand Rapids '€ y =-1.125% + 2.075x + 89.875 0.9911
Grand Rapids 2& y = -2.625% + 5.375x + 74.625 0.9990
Grand Rapids 3& y=-1¢-13.8x + 79 0.9990
Horténcia 18C y = -1E-13% - 2.9x + 92.75 0.9449
Horténcia 28C y = -4¢ + 9.5x + 78.25 0.9825
Horténcia 38C y=-2¢-7.1x + 65.5 0.9839
Luisa 15C y = -2.375% + 9.125x + 85.875 0.9555
Luisa 28C y=-4%¢+9.8x +77.25 0.9898
Luisa 35C y = 1.25% - 19.85x + 85 0.9966
Rubete 18C y = -1.25% + 2.05x + 93.5 0.9916
Rubete 28C y = -2.75% + 7.15x + 69.5 0.9992
Rubete 3%C y = 0.125% - 19.075x + 82.625 0.9798
Salinas 88 1% y = -1.875% + 4.925x + 86.625 0.8926
Salinas 88 2% y = -2.25% + 0.15x + 82.75 0.9993
Salinas 88 3% y = -3.125% + 0.475x + 55.125 0.9826
Everglades 1% y = -0.875% + 3.725x + 92.625 0.9976
Everglades & y = -1E-13% - 5.1x + 100.5 0.8892
Everglades 3% y=-2¢ +4.8x + 91 0.9220
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