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RESUMO GERAL

CAIXETA, Franciele. AlteracGes fisioldgicas e bioquimicas durante
desenvolvimento, germinacdo e armazenamento em sementes de pimenta
malagueta (Capsicum frutescens L.) e habanero yellow (Capsicum
chinenses). 2009. 98 p. Dissertagdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade
Federal de Lavras, Lavras, MG.*

O cultivo de pimentas, considerado até pouco tempo como atividade
secundaria, tem passado por grandes transformagdes e assumido grande
importancia no pais, o que acarretou aumento significativo na demanda por
sementes de qualidade. Por ser um mercado emergente existe a necessidade de
pesquisas para a avaliacdo de tecnologias a serem utilizadas nas diferentes
etapas de producdo de sementes. Para a definicdo do momento de colheita das
sementes ¢ importante conhecer as alteracdes fisiologicas durante o
desenvolvimento assim como o desempenho dessas sementes no
armazenamento. Nessa pesquisa foram avaliadas as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas durante o desenvolvimento e o armazenamento de sementes de
pimenta malagueta e habanero yellow, visando a determinagdo do ponto de
colheita das mesmas. Foram estudados, ainda, as alteragcdes enzimaticas durante
a germinacdo das sementes processadas em diferentes estadios de maturacdo. Os
ensaios foram realizados na area experimental e no Laboratorio Central de
Sementes do Departamento de Agricultura da UFLA. Para a instalagdo dos
experimentos, visando a producao de sementes, foram formadas mudas em casa
de vegetagdo, com posterior transplantio das mesmas no campo. As sementes,
das duas espécies, foram extraidas manualmente de frutos em trés estadios de
desenvolvimento: El(frutos com os primeiros sinais de amarelecimento),
E2(frutos maduros) e E3(Frutos maduros e submetidos a sete dias de repouso).
Apos a extracdo as sementes foram secadas em estufa com circulagdo de ar a
35°C até atingirem 8% de teor de agua. Apds a secagem, as sementes foram
acondicionadas em embalagens plasticas impermedveis e armazenadas em
camara fria a 10°C e 50% de umidade relativa por periodos de zero, quatro e oito
meses. Apoés cada periodo de armazenamento a qualidade das sementes foi
avaliada por meio de testes de germinacdo, vigor e atividade das enzimas
esterase, superoxido desmutase (SOD), peroxidase, malato desidrogenase
(MDH), alcool desidrogenase (ADH) e endo-B-mananase. Para a avaliacdo da

* Comité Orientador: Prof*. Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Prof®. Dr". Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
(Co-orientadora), Prof. Dr. Renato Mendes Guimardes — UFLA (Co-
orientador).



atividade das enzimas esterase, MDH, ADH, a-amilase e endo-B-mananase,
durante a germinag¢do das sementes, de cada tratamento, as sementes foram
amostradas, por periodos de 0, 48, 96 ¢ 144 horas apés a semeadura. O
delineamento estatistico utilizado para as analises dos dados dos testes
fisiologicos foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 3x3 cujos fatores
foram estddios de desenvolvimento e periodos de armazenamento. Menores
valores de germinagdo e vigor foram observados em sementes processadas a
partir de frutos com os primeiros sinais de amarelecimento (E1). Em sementes
recém-armazenadas, maiores valores de germinagdo e vigor foram observados
em sementes processadas a partir de frutos que permaneceram em repouso por
sete dias. Foi observada dorméncia principalmente em sementes recém
armazenadas e superagdo da mesma aos quatro meses de armazenamento. A
qualidade fisiologica das sementes durante o armazenamento variou com 0s
estadios de desenvolvimento nas quais foram processadas e com o periodo de
armazenamento. Houve variagdes na atividade das enzimas esterase, SOD,
peroxidase, MDH, ADH e endo-B-mananase durante o desenvolvimento e das
enzimas esterase, MDH, ADH, o-amilase e endo-B-mananase durante a
germinagdo. As enzimas o-amilase e endo-f-mananase sdo importantes no
processo de germinacdo de sementes de pimenta malagueta e habanero.

il



GENERAL ABSTRACT

CAIXETA, Franciele. Physiological and biochemical changes during
development, storage and germination in seeds of chilli pepper (Capsicum
frutescens L.) and yellow habanero (Capsicum chinenses). 2009. 98 p.
Dissertation (Master in Agronomy) — Universidade Federal de Lavras, Lavras,
MG.*

The cultivation of peppers, considered until recently as a secondary
activity, has undergone major transformations and assumed great importance in
the country, which led to significant increase in demand for seed quality. Being
an emerging market is the need for research for the evaluation of technologies to
be used in different stages of seed production. To define the moment of
harvesting the seeds is important to know the physiological changes during
development as well as the performance of seeds in storage. In this research the
physiological and biochemical changes during development and storage of seeds
of chilli pepper and yellow habanero were evaluated, aiming to determine the
point of collection of them. It were also studied the enzyme changes during seed
germination process at different stages of maturation. The tests were performed
in the experimental area and the Central Laboratory of the Department of
Agriculture Seeds of UFLA. For the installation of the experiments, to the
production of seeds, were formed seedlings in the greenhouse and later
transplanted to the same field. The seeds of two species, were extracted
manually from fruits in three developmental stages: E1 (fruit with the first signs
of yellowing), E2 (ripe fruit) and E3 (mature fruit and subjected to seven days of
rest). After extraction the seeds were dried in an oven with circulating air at 35 C
until they reach 8% of water content. After drying, the seeds were packed in
waterproof plastic and stored in cold chamber at 10 °© C and 50% relative
humidity for periods of zero, four and eight months. After each period of
storage, seed quality was evaluated by testing germination, vigor and enzymes
activity; esterase, superoxide dismutase (SOD), peroxidase, malate
dehydrogenase (MDH), alcohol dehydrogenase (ADH) and endo-B-mannanase.
For assessing the activity of enzymes esterase, MDH, ADH, a-amylase and
endo-B-mannanase during germination of seeds of each treatment, seeds were
sampled for periods of 0, 48, 96 and 144 hours after sowing. The design used for
statistical analysis of data from physiological tests was randomized blocks in

* Guidance Committe: Dr’. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr". Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA (Co-
adviser), Dr. Renato Mendes Guimaraes — UFLA (Co-adviser).
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factorial scheme 3x3, which factors were: stage of development and periods of
storage. Lower values of germination and vigor were observed in seeds from
fruits processed with the first signs of yellowing (E1). In newly-stored seeds,
higher germination and vigor were observed in processed seeds from fruits that
remained at rest for seven days. Was observed mainly in seed dormancy and
overcoming newly stored on the same four months of storage. The physiological
quality of seeds during storage varied with the stages of development which
were processed and the period of storage. There were variations in the activity of
enzymes; esterase, SOD, peroxidase, MDH, ADH, and endo-Bf-mannanase
during development and esterase enzymes, MDH, ADH, a-amylase and endo-f3-
mannanase during germination. The enzymes a-amylase and endo-f-mannanase
are important in the germination of seeds of chilli pepper and habanero.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO GERAL

Dentre as principais espécies domesticadas de pimenta, encontra-se a
malagueta (Capsicum frutescens L.) e a habanero yellow (Capsicum chinense),
que integram o grupo de espécies botanicas originarias da América Latina, que
descobertas por Cristévao Colombo, foram levadas para a Europa em 1493 ¢
passaram a ser cultivadas naquele continente ¢ na Asia. Sdo plantas arbustivas,
perenes com caule semilenhoso, podendo ultrapassar um metro de altura, com
ampla ramificacdo lateral. Apesar de serem espécies autdgamas, a polinizacao
cruzada pode ocorrer com freqiiéncia em func¢do da fauna entomofila presente na
regido de cultivo.

O cultivo de pimentas, considerado até pouco tempo como atividade
secundaria, tem passado por grandes transformagdes e assumido grande
importancia no pais. Essas transformagdes visam atender as demandas internas e
externas do mercado consumidor. A agregagdo de valor ao produto seja na
forma de molhos, conservas, geléias, pimenta desidratada em p6 para fabricacao
de corantes e temperos, dentre outras tem contribuido para a amplia¢do do setor.
As pimentas sdo consideradas estimulantes do apetite ¢ auxiliam na digestdo,
além de serem fontes de proteinas, glicidios, lipideos, minerais e vitaminas,
sobretudo vitaminas C ¢ E.

Em conseqiiéncia do aumento no mercado de pimentas tem sido
observado aumento na area plantada o que consequentemente exige maior
demanda por sementes de qualidade.

Por ser um mercado recente ¢ emergente existe grande necessidade de
pesquisa em tecnologia de producao de sementes para a obtengdo de sementes

com alta qualidade genética, fisica, fisioldogica e sanitaria, com maior



uniformidade e vigor das plantulas e consequentemente maior produtividade
final do produto. Sabe-se que a época de colheita, o processo de secagem e o
armazenamento das sementes podem influenciar sobremaneira na qualidade das
sementes.

No entanto, deve ser ressaltado que para a avaliacdo de tecnologias
relacionadas a colheita, secagem, armazenamento € & analise de sementes ha a
necessidade de conhecer as modificagdes que ocorrem nas sementes em nivel
fisiolégico durante o desenvolvimento, a germinagdo e o armazenamento de
sementes dessas espécies.

Assim nessa pesquisa foram avaliadas as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas durante desenvolvimento, germinacdo e armazenamento de
sementes de pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) e habanero yellow

(Capsicum chinenses).

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Caracteristicas da cultura e mercado

O género Capsicum ¢ originario da América tropical e possui uma
grande variabilidade distribuida em ampla zona geografica. Compreende cinco
espécies domesticadas (C. annuum, C. baccatum, C. chinenses, C. frutescens, C.
pubescens) e aproximadamente 30 especies selvagens.

As pimentas apresentam flores perfeitas (hermafroditas) e reproduzem-
se preferencialmente por autofecundacdo. Entretanto a quantidade de
polinizagdo cruzada pode variar com a cultivar, local, época, condic¢des
climaticas, populacdo de insetos, etc (Tanksley, 1984; George, 1985). Em
estudos tem sido observado que a polinizagdo cruzada pode ocorrer em uma
faixa de 2% a 90% (Tanksley, 1984; Pickersgill, 1997). As flores de algumas

cultivares de pimentas ardidas possuem um estilete mais comprido e, assim, a



possibilidade de autopolinizagdo é menor em detrimento de uma maior
polinizagdo cruzada. Odland & Porter (1941), em estudo com Capsicum
frutenscens, verificaram taxa de cruzamento natural, de 9% a 38%, dependendo
da cultivar testada. Portanto, o isolamento e/ou a colocacdo de barreiras naturais
¢ importante durante a produgdo de sementes de duas diferentes cultivares de
pimenta. Esse isolamento funciona como um mecanismo de controle da
qualidade genética das sementes.

A pungéncia é uma caracteristica marcante do género Capsicum,
atribuida a substancias alcaldides, mais especificamente a dois capsaicinodides: a
capsaicina e a dihidrocapsaicina. Esses alcaloides se acumulam na superficie
do mesocarpo e sdo liberados quando o fruto sofre qualquer dano fisico. A
capsaicina ¢ largamente utilizada na medicina para aliviar dores musculares e
nos tratamentos de artrite e artrose.

Existe grande variabilidade genética entre as espécies do género
Capsicum, observada principalmente nos frutos que podem apresentar diferentes
formatos, coloragdo, tamanho e pungéncia. Duas das principais espécies
domesticadas deste género ¢ a malagueta (Capsicum frutescens L.) ¢ a habanero
(Capsicum chinense).

A pimenta malagueta é cultivada praticamente em todo pais ¢ ¢ a
pimenta mais cultiva na Zona da Mata mineira, cuja produgdo ¢ destinada tanto
para o consumo in natura, quanto para a fabrica¢cdo de molhos e de conservas.
As plantas sdo arbustivas, vigorosas com altura de 0,9 a 1,2 m e bastante
ramificadas, principalmente quando o trato cultural de cortar o &pice da planta ¢é
utilizado, eliminando dorméncia apical. Os frutos sdo, geralmente, filiformes
com 1,5 a 3 cm de comprimento e 0,4 a 0,5 de largura. Sdo de coloragdo verde
quando imaturos, passando diretamente para a coloragdo vermelha quando
maduros. Geralmente, existem dois a cinco frutos por inser¢do os quais sdo

muito picantes. A colheita inicia-se aos 110-120 dias apds a semeadura nas



regides Sudeste e Centro Oeste do pais. Apos esse periodo, os frutos comegam a
perder agua intensamente, exibindo murchamento e até deformagido (Souza &
Casali, 1984).

A pimenta habanero possui frutos pendentes e em formas retangulares,
outros sdo afilados na ponta. E conhecida desde o Caribe até o Brasil, sendo
considerada uma das pimentas mais picantes. Os frutos possuem de 2 a 4 cm de
comprimento ¢ 2 a 6 cm de largura, verdes, quando imaturos, tornando-se
vermelhos, laranjas, amarelos, brancos ou até mesmo de cor purpura e marrom,
quando maduros (Carvalho et al., 2003). Sdo preferencialmente consumidos in
natura.

No mundo 89% da area cultivada com pimentas, concentra-se no
Continente Asiatico, sendo os principais produtores india, Coréia, Tailandia,
China, Vietna, Srilanka e Indonésia. A segunda regido mais importante no
cultivo de pimentas compreende os Estados Unidos e o México, com cerca de
7% do total plantado com essa cultura em todo mundo. E os 4% restantes de area
cultivada estdo nos paises da Europa, Africa e Oriente Médio (Rufino &
Penteado, 2006).

No Brasil, as pimentas estdo difundidas em todas as regides, sendo as
principais produtoras as Regides Sudeste e o Centro Oeste. Os principais
Estados produtores sdo Minas Gerais, Goias, Sao Paulo, Ceara e Rio Grande do
Sul (Pinto et al., 2006).

As pimentas constituem importantes segmentos do setor de hortaligas,
tanto para a agricultura, quanto para a induastria alimenticia. S3o especiais para a
producdo de condimentos, devido a caracteristicas como cor dos frutos e
principios ativos, que lhes conferem aroma e sabor. Do ponto de vista social, o
agronegocio da pimenta tem importancia, principalmente, em fun¢do de requerer
grande quantidade de mao-de-obra, em especial durante a colheita. Além disso,

o mercado de pimenta abrange a comercializagdo de frutos para consumo in



natura e conservas caseiras até a exportacdo de paprica, p6 de pimentdo ou
pimenta doce madura vermelha. Os frutos de pimenta picantes podem ser
desidratados e comercializados inteiros, em flocos ¢ em pd ou, ainda, em
conservas e em molhos liquidos (Moreira et al., 2006).

Tem sido observado aumento no mercado de pimentas e com isso
aumentou-se também a area plantada o que exige maior demanda por sementes
de qualidade.

No entanto, existem poucas informagdes sobre as tecnologias a serem
utilizadas nas etapas do processo de produgdo. Além disso, para a adogdo de
novas tecnologias de colheita e de processamento ha a necessidade de conhecer
as alteracdes fisiologicas dessas sementes durante o desenvolvimento, a

germinagdo e 0 armazenamento das mesmas.

2.2 Desenvolvimento e qualidade fisiologica de sementes

A qualidade fisiologica das sementes ¢ influenciada por varios fatores
desde fertilizacdo até o momento da semeadura, como: genotipo, condigdes
ambientais durante o desenvolvimento das sementes, posi¢do da semente na
planta mae, época e técnicas de colheita, condigdes de armazenamento e
tratamentos pré-semeadura (Basu, 1995).

A qualidade fisiologica ¢ adquirida durante os processos de
desenvolvimento e pode ser perdida por processos deteriorativos, que podem
iniciar ainda nessa fase (Halmer & Bewley, 1984).

O processo de desenvolvimento das sementes ocorre basicamente em
trés estagios, sendo o primeiro caracterizado pela fertilizacao, divisdo celular e
histodiferenciagdo dos principais tecidos. Na fertilizagdo uma das células
espermaticas do grao de polen funde-se a oosfera para formar o zigoto, ¢ a outra

célula espermatica funde-se a um tecido formado a partir da diferenciagdo dos



dois nucleos polares, dando origem a uma estrutura triploide, que formara o
endosperma (Roveri José, 2003).

Durante o segundo estagio ocorre grande acimulo de proteina, lipideo e
amido, que pode ser comprovado pelo aumento no peso seco das sementes. No
terceiro estagio as sementes atingem o ponto de maturidade fisiologica, que
culmina com a dessecagdo ¢ paralisacdo da deposicdo de reserva (Raghavan,
1986; Adams & Rinne, 1980). Por meio de estudos relacionados ao
desenvolvimento de sementes ¢ possivel determinar o ponto no qual a semente ¢
desligada da planta mae, sem prejuizo para sua qualidade fisiologica, assim
como, determinar o momento de colheita.

O inicio do desenvolvimento das sementes € caracterizado pelo acimulo
relativamente lento de matéria seca, pois nessa fase predominam a divisdo e a
expansdo celulares, responsaveis pela constituicdo da estrutura adequada para
receber as substancias transferidas da planta mae. Vencida essa etapa o fluxo de
acumulo de matéria seca ¢ intensificado até atingir 0 maximo; nesse momento,
em que a identificagcdo precisa é relativamente complexa, considera-se que as
sementes desligam-se fisiologicamente da planta mae, passando a atuar como
individuos independentes (Marcos Filho, 2005).

Em sementes de pimenta a matéria seca acumulada no endosperma
consisti em de 26,10% de 6leo, 6,25% de umidade e 67, 65% de extratos secos,
sendo estes 28,92% proteina, 29,10% fibra, 5,61% cinza ¢ 36,37% carboidratos
(Bosland & Votava, 1999).

As pimentas sdo plantas de crescimento indeterminado com floragdo
continua, apresentam, na época de colheita, frutos e, em consequéncia, sementes
em diversos estadios de desenvolvimento e graus de maturidade fisiologica. A
maturidade fisioldgica de sementes tem sido definida como a ocasido em que
cessa o fluxo de substincias fotossintetizadas da planta para a semente, ou seja,

quando o contetido de matéria seca ¢ maximo (Carvalho & Nakagama, 2000).



Esta caracteristica ¢ o melhor e mais seguro indicativo da ocorréncia da
maturidade fisiologica. Em geral, o ponto maximo de germinagdo e vigor
ocorrem, quando a semente atinge o maximo contetido de matéria seca, mas em
sementes de pimenta habanero ¢ malagueta o ponto de maturidade fisiologica
ndo acontece maximo de vigor e germinagdo com o maximo de matéria seca por
causa da ocorréncia de dorméncia nas sementes destas duas espécies. O
reconhecimento pratico da maturidade fisiologica assume grande importancia,
pois caracteriza o momento em que a semente deixa de receber nutrientes da
planta e passa a sofrer influéncia do ambiente (Nascimento et al., 2006).

Em geral, o desenvolvimento do fruto e da semente ocorre
simultaneamente e de forma sincronizada (Carvalho & Nakagama, 2000). O
acompanhamento do desenvolvimento das sementes & feito com base nas
modificagdes que ocorrem em algumas caracteristicas fisicas e fisiologicas,
como tamanho, cor do fruto, teor de agua, contetido de matéria seca acumulada,
germinagdo e vigor (Dias, 2001).

Em hortalicas de frutos carnosos, como pimentao e tomate, a maturidade
das sementes geralmente coincide com o inicio da mudanca de coloragdo dos
frutos, ou seja, frutos verdes com manchas avermelhadas. E importante destacar
que nem sempre ha necessidade de esperar pela maturagdo completa dos frutos
para a extracdo das sementes. Muitas vezes, sementes provenientes de frutos
ainda em maturagdo ja atingiram a maturidade fisiologica. Outro aspecto
interessante ¢ ja comprovado é que a maturidade fisiologica das sementes se
completa quando os frutos colhidos passam por um periodo de descanso ou
repouso, que varia de 7 a 10 dias, em local fresco e ventilado, antes da extragdo
das sementes. Neste caso, sementes imaturas ainda presentes no fruto completam
o seu desenvolvimento, resultando em melhor qualidade fisiolégica e maior

rendimento (Dias, 2001).



As fases de desenvolvimento dos frutos sdo caracterizadas por
alteragdes, tanto na estrutura como na fisiologia ¢ na bioquimica das células que
culminam com a maturagdo, o amadurecimento e finalmente a senescéncia. O
amadurecimento constitui a fase final da maturag¢do e esta fase é caracterizada
pelo amolecimento da polpa, desenvolvimento do aroma e do sabor dos frutos.
Em frutos de pimenta C. chinense, habanero, foram identificados 102 diferentes
compostos volateis responsaveis pelo aroma dos frutos verde-maduros e
maduros, com predominancia de diferentes tipos de alcoois, aldeidos e cetonas
que conferem aroma distinto para cada estadio de desenvolvimento (Pino et al.,
2006).

Durante a fase de crescimento do fruto das pimentas ha acumulo de
capsaicina e dihidrocapsaicina, os dois principais alcaloides produzidos pelos
frutos, porém, o conteido decresce com o amadurecimento do fruto na planta
(Contreras-padilha & Yahia, 1998). Estes autores observaram que a queda no
contetido das capsaicinas teve correlagdo com o aumento da atividade da
peroxidase.

O incremento da atividade da peroxidase provavelmente esta
relacionado com a competi¢do por intermediarios da rota dos fenilpropanoides,
necessarios na sintese de capsaicindides ¢ de compostos fendlicos componentes
da parede celular dos frutos (Bernal et al., 1995).

Como as espécies de pimenta apresentam um florescimento continuo, a
mesma planta apresenta frutos em diferentes estadios de maturagdo, o que
dificulta determinar a época de colheita, visando a obtengao de sementes de alta
qualidade. A idade e a coloragdo dos frutos t€ém sido os principais parametros
empregados para identificar em campo ndo s6 a ocorréncia da maturidade
fisiologica das sementes, mas também o ponto ideal para colheita. E importante

salientar que frutos imaturos, de coloracdo verde, geralmente produzem



sementes com baixo vigor ¢ poder germinativo ou até inférteis (Nascimento et

al., 2006).

2.3 Germinacao de sementes

O encerramento do periodo de repouso fisioldgico ¢ sucedido pelo inicio
do processo de germinagdo, o qual pode ser conceituado de diferentes maneiras
dependendo da forma de abordagem da questdo. Sob o aspecto fisiologico o
processo de germinagdo se encerra com a protrusdo da raiz primaria, enquanto,
sob o ponto de vista tecnologico, a germinagdo inclui o desenvolvimento da
estrutura embrionaria e a formacdo de uma plantula em que sejam evidentes as
suas partes constituintes (Marcos Filho, 2005).

O processo germinativo, do ponto de vista fisiologico, pode ser dividido
em trés fases: embebicao, alongamento celular e divisao celular. No entanto, por
meio de uma classificagdo mais detalhada, em nivel fisiobioquimico, o processo
de germinagdo ¢ dividido nas fases de reidratagdo, aumento da respiragdo,
formagdo de enzimas, digestdo enzimatica de reservas, mobilizagdo e transporte
de reservas, assimilacdo metabolica e crescimento e diferenciacdo dos tecidos
(Castro et al., 2004).

Bewley & Black (1994) propdem um padrio trifasico de absor¢do de
agua para as diferentes espécies (Figura 1). Na primeira fase, a absor¢do de agua
pelas sementes € rapida, devido a diferenga de potencial matricial encontrada
nos tecidos da semente. Nesta fase, as sementes mortas também absorvem agua.
Ha também nesta fase a retomada do crescimento do embrido, em consequéncia
do inicio da degradagdo de reservas.

Ja na fase II, ha indicagdes de que esteja ocorrendo um transporte ativo
de substancias desdobradas na fase anterior, do tecido de reserva para o tecido
meristematico. Nesta fase, os potenciais hidricos do substrato ¢ das sementes sdo

semelhantes, fazendo com que a absorcdo de agua seja quase nula. Neste



momento, o teor de dgua das sementes endo espermaticas chega a valores entre
25% e 30% e para as cotiledonares entre 35% a 40% (Bewley & Black, 1994).

No final da fase II, ha acréscimo repentino do teor de agua das
sementes, chegando as sementes endoespermaticas a possuirem valores de 35%
a 40% e as cotiledonares entre 50% a 60%.

A fase III ¢ caracterizada pela germinagdo visivel e pelo inicio do
crescimento do eixo embrionario. Porém, para chegar a protrusdo, mudangas no
nivel bioquimico acontecem, ou seja, as substancias desdobradas na fase I e
transportadas na fase II sdo reorganizadas em substancias mais complexas que
formam o citoplasma, o protoplasma e as paredes celulares (Bewley & Black,
1994).

Sementes de diversas espécies sdo capazes de germinar logo apds a
colheita, bastam, para isso, que sejam fornecidos requisitos basicos para a
germinagdo, principalmente suprimento adequado de umidade, temperatura e
oxigénio. Para outras espécies, entretanto, a germinagdo ¢ desuniforme ou
simplesmente ndo ocorre, mesmo que as condicdes de ambiente sejam
favoraveis. Tais sementes sdo ditas dormentes, pois embora estejam vivas e sob
condi¢des de ambiente que normalmente favorecem o processo de germinagao,
ndo germinam por terem alguma restri¢do interna impedindo o desenvolvimento
do embrido. Nessas sementes, a germinagdo so6 ocorrera quando tal restri¢do for
naturalmente superada, o que pode levar dias, meses ou anos, dependendo da
espécie, ou entdo, se forem utilizados tratamentos especificos capazes de
promover a superacdo da dorméncia (Nascimento et al., 2006).

A dorméncia ¢ comum, principalmente em sementes de hortaligas,
forrageiras, fruteiras e de espécies arboreas e ornamentais, que ndo germinam
logo apos a colheita devido aos mecanismos internos, de natureza fisica ou
fisiologica, que bloqueiam a germinacdo. Esses mecanismos sdo genéticos e

ocorrem durante a maturagdo das sementes, de modo que, logo ap6s a dispersao,
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a semente ainda ndo estara apta para germinar. Essa dorméncia, que se instala na
fase de maturagdo da semente, ¢ denominada primaria. No entanto, em algumas
espécies, o bloqueio a germinagdo se estabelece apds a dispersdo da semente,
induzido por certas condi¢des de estresse ou por um ambiente desfavoravel a
germinacdo, caracterizando outro tipo de dorméncia, denominada secundaria.
Sementes ndo dormentes de alface podem entrar em dorméncia secundaria,
quando colocadas para germinar sob temperaturas altas (Dias, 2005).

Os mecanismos de dorméncia podem ser fisicos, relacionada a
impermeabilidade do envoltério da semente a dgua, fisiologico, relacionada aos
processos fisiologicos que bloqueiam o crescimento do embrido e morfologico,
relacionado a imaturidade do embrido. Algumas espécies apresentam o
envoltorio impermeavel a agua, devido a presenca de lignina, suberina e outros
compostos, sendo necessario rompé-lo ou torna-lo mais permeavel, o que se
consegue através de tratamentos de escarificagdo, utilizando-se lixa, areia
grossa, imersdo em agua quente ou em produtos quimicos abrasivos. Este
mecanismo, de natureza fisica, é tipico de algumas familias, tendo como
destaque as leguminosas, cujas sementes, na maioria das vezes, devem ser
submetidas aos tratamentos especificos antes da semeadura para a superagdo da
dorméncia (Marcos Filho, 2005).

Na dorméncia fisioldgica, o embrido, apesar de fisicamente estruturado
ndo germina por razdes tais como balanco hormonal inadequado,
impermeabilidade do envoltdrio a trocas gasosas (oxigé€nio e, ou gas carbdnico)
ou presenga de compostos quimicos inibidores. A superacdo dessa dorméncia
envolve modificagdes hormonais no embrido, ou seja, tanto a reducdo da
concentracdo dos inibidores como a sintese de fitohormonios, promotores da
germinacdo. Assim, métodos que atuem impedindo a acdo dos primeiros ou que

aumentem a concentracdo dos promotores sdo os mais recomendados. A
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embebicdo direta das sementes em solucdo de GA pode ser eficaz para algumas
espécies (Dias, 2005).

O periodo de duracdo da dorméncia ¢ bastante variavel entre as espécies.
Sementes de algumas espécies, especialmente hortaligas e gramineas forrageiras
tém um periodo curto de dorméncia, geralmente, cerca de trés a seis meses, de
modo que o intervalo de tempo compreendido entre a colheita das sementes e a
semeadura ¢ suficiente para que, por ocasido do plantio, ndo tenham mais
dorméncia (Nascimento, 1998).

Sementes recém-colhidas de espécies do género Capsicum podem
apresentar dorméncia (Lakshmanan & Berke, 1998; Bosland, 1999; Nascimento,
1998). Em diversas pesquisas tem sido relatado que a emergéncia das plantulas
de pimenta ¢ lenta e irregular mesmo sob condi¢des favoraveis (Gerson &
Honma, 1978; Randle & Honma, 1981; Edwards & Sundstrom, 1987
Lakshmanan & Berke, 1998).

Randle & Honma (1981) avaliaram 19 cultivares de pimentas
representantes de quatro géneros, e observaram que a emergéncia de plantulas
ocorreu de 14 a 23 dias. Belletti & Quagliotti (1989) relataram que ¢ alta a
porcentagem de sementes que ndo germinam até 14 dias, ap6s a semeadura,
podendo ser necessario um periodo de até 45 dias para que a maioria das
sementes de um lote germine satisfatoriamente. Assim em algumas situagdes, o
atraso na germinagdo e as redugdes no estande final tém sido atribuidos a
ocorréncia de dorméncia nas sementes. No entanto, o periodo de duragdo dessa
dorméncia ¢ relativamente curto, no maximo trés meses, de modo que o
intervalo de tempo compreendido entre a colheita das sementes e a semeadura ¢
suficiente para que, por ocasido da semeadura, ndo tenha mais dorméncia. Para
se ter garantia de uma emergéncia rapida e uniforme das plantulas, recomenda-
se que, apos a colheita dos frutos, extracdo e secagem das sementes, estas sejam

mantidas armazenadas, em condi¢des ambientes, por um periodo de, pelo

12



menos, seis semanas, para que a dorméncia seja totalmente superada (Randle &
Honma, 1981).

E importante ressaltar, no entanto, que apesar dos relatos sobre a
ocorréncia de dorméncia em sementes de pimenta (Randle & Honma, 1981;
Edwards & Sundstrom, 1987), ha também referéncias nas quais ¢ mencionado o
sucesso no estabelecimento de plantulas em casa de vegetacdo, quando as
sementes de determinadas cultivares sdo extraidas de frutos completamente
maduros e semeadas em seguida (Bolsland, 1999). Randle & Honma (1981)
verificaram em trabalho com diferentes cultivares do género Capsicum, que o
genotipo e a idade do fruto influenciam na intensidade de dorméncia das
sementes. Os autores afirmam que sementes extraidas de frutos supermaduros
germinam mais rapidamente, havendo aumento da intensidade de dorméncia
com o decréscimo da idade do fruto.

Vale destacar que ha diferencas entre os genotipos quanto a velocidade
de germinacdo e a intensidade de dorméncia nas sementes (Lakshmanan &
Berke, 1998). A porcentagem de germinagdo e a velocidade de emergéncia de
plantulas de pimenta malagueta (C. frutescens L.), geralmente, sio menores do
que em outros tipos de pimenta (Rivas et al., 1984; Edwards & Sundstrom,
1987).

As sementes da maioria das espécies de Capsicum spp., desde que nao
estejam dormentes, germinam adequadamente sob temperatura constante na
faixa de 25°C a 30°C (Nascimento, 1998). Contudo, temperaturas alternadas, na
faixa de 15°C-30°C, por 8 horas e 16 horas, respectivamente, a cada 24 horas,
promovem a germinac¢do de sementes dormentes de C. baccatum, C. chinense,
C. frutescens e C. pubescens (Gerson & Honma, 1978; Bosland, 1999). Esses
resultados indicam que a alternancia de temperatura tem-se mostrado benéfico

para superacdo da dorméncia das sementes de diversas espécies de pimenta.
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Sementes de pimenta osmocondicionadas germinam mais rapidas,
principalmente em condi¢des subotimas de temperatura (10°C-15°C) (Rivas et.
al., 1984). Sundstrom et al. (1987) também observaram que o condicionamento
osmotico acelerou a velocidade de germinagdo de sementes de Capsicum
frutescens.

E importante ressaltar que os estudos referentes a dorméncia em
sementes de pimentas ainda ndo sdo conclusivos. Nao se pode deixar de
considerar também que a aplicagdo de tratamentos para superagdo da dorméncia
em sementes de pimenta s6 se faz necessaria, quando ha interesse na avaliacdo
do potencial maximo de germinagdo de sementes recém-colhidas, as quais
podem apresentar dorméncia. Uma vez constatada a ocorréncia de dorméncia, as
sementes deverdo ser armazenadas por determinado periodo, geralmente de trés
a quatro meses, para que o fendomeno seja superado. Assim a semeadura de
sementes de pimenta recém-extraidas do fruto pode representar um risco para a
obtencdo de estandes uniformes, contribuido para a elevacdo do gasto de
sementes (Nascimento et al., 2006).

Recentemente, foram publicados diversos artigos evidenciando a
existéncia de uma estreita relacdo entre o enfraquecimento do endosperma, a
atividade da enzima endo-B-mananase, a produgdo de etileno, e a germinacdo
das sementes de alface sob altas temperaturas (Nascimento et al., 2001).

Em outras pesquisas tem sido mencionado que atividades do ciclo
celular, incluindo reparo e replicacdo de DNA, atividades de enzimas e niveis de
proteinas especificas tém grande potencial como marcadores, para monitorar
caracterizar a qualidade fisiologica de sementes. Os marcadores se constituem
em ferramentas de grande valor, pois além de auxiliar no diagndstico do estado
fisiologico de sementes, pode, em determinados casos, ajudar na inferéncia

sobre as causas da perda de vigor e viabilidade (Faria et al., 2003).
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Como exemplo desses marcadores encontram-se as enzimas superoxido
desmutase, catalase, glutamato peroxidase ¢ glutamato redutase que sdo enzimas
capazes de eliminar radicais livres presentes nas células. Estes sdo causadores da
destruicdo de grandes polimeros, como lipidios de membrana, com subsequente
degradacdo das membranas (McDonald, 1999; Bailly et al., 2002). As enzimas
malato desidrogenase e alcool desidrogenase estdo envolvidas com o processo
de respiracdo aerobica e anaerdbica, respectivamente, € uma vez que a
germinacdo envolve processos que dependem de energia obtida por meio da
respiracgdo, estas enzimas também sdo bons marcadores para verificar problemas
no metabolismo respiratorio de sementes com problemas de germinagdo
(Bewley & Black, 1994).

Em sementes onde a germinagdo ¢ limitada pela presenca do
endosperma ha necessidade do enfraquecimento desse tecido para que haja a
protrusdo da radicula. Esse papel ¢ desempenhado por varias enzimas, como, por
exemplo, a endo- f -mananase, que esta presente no endosperma em diferentes
isoformas, sendo duas dessas inibidas pelo acido abscisico na fase de
enfraquecimento do endosperma na regido proxima a radicula, inibindo o
potencial de pressdo da radicula (Silva, 2004). Atividade de endo- f -mananase
foi primeiramente verificada em sementes de tomate. Nesta espécie, Groot et al.
(1988) e Nonogakii (1992) verificam que o enfraquecimento do endosperma esta
diretamente ligado ao aumento da atividade da enzima endo- 3 -mananase.

Trabalhos com a enzima endo- B -mananase em outras espécies sdao
elaborados principalmente para verificar a influéncia da temperatura ¢ de
“priming” na germinacdo ¢ na atividade da enzima. Sementes de gergelin,
somente em temperatura supradtima, tiveram a atividade de endo- B -mananase
aumentada, na regido micropilar do endosperma, anterior a germinagao

(Carvalho et al., 2001). J4 em sementes de alface, a técnica de priming supera o
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efeito inibidor da alta temperatura em sementes termossensiveis dessa espécie,

devido ao aumento da atividade de endo- B -mananase (Nascimento et al., 2001).

2.4 Armazenamento e deterioracdo de sementes

As sementes perdem qualidade fisiologica progressivamente, pelo
processo de envelhecimento ou deterioracdo, que envolve uma seqii€ncia de
eventos bioquimicos, os quais culminam com a perda de viabilidade da semente.
Segundo McDonald (1998), macromoléculas essenciais para a germinagdo sao
degradadas durante o envelhecimento.

O processo pelo qual a sementes deterioram e morrem tem recebido
atencdo consideravel na literatura. Em varios trabalhos tém sido descritas as
mudangas fisioldgicas, que sdo ao mesmo tempo, causa e conseqiiéncia do
envelhecimento (Coolbear, 1995; Smith & Berjak, 1995; Walters, 1998). Com o
envelhecimento das sementes, as membranas se tornam fracas, as enzimas
perdem a atividade catalitica e os cromossomos acumulam mutagdes. Tem sido
também proposto que reservas nutritivas também sdo esgotadas enquanto a
semente deteriora e que subprodutos de reagdes catabolicas sdo toxicos,
favorecendo a deterioracdo. Por meio de pesquisas recentes, tem sido apontado
um conjunto de enzimas criticas, que sdo inativadas com o tempo e suscetiveis a
degradagdo (Zhang et al., 1994; Sun & Leopold, 1995).

No processo de deterioragdo as sementes perdem  vigor
progressivamente, apresentando reducdo na velocidade e uniformidade de
emergéncia de plantulas, menor resisténcia as condi¢des adversas, decréscimo
na propor¢do de plantulas normais e, finalmente, perdem a viabilidade ou
capacidade de germinar (Halmer & Bewley, 1984).

Durante o periodo de armazenamento de sementes, ¢ necessario manter
condi¢gdes adequadas de temperatura e umidade, na tentativa de preservar a

qualidade destas. Muitas vezes, a falta de conhecimento das condic¢des ideais de
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armazenamento torna-se dificil a manutencdo da qualidade fisiologica das
sementes, pois o envelhecimento ¢ um processo natural. Um dos primeiros
eventos da deterioracdo de sementes é a perda da integridade das suas
membranas, o que afeta a permeabilidade, a compartimentalizag@o ¢ a separacdo
dos sistemas metabolicos (Basu, 1995). De acordo com esse autor, muitas
enzimas estdo associadas aos sistemas de membranas, e qualquer mudanga nessa
integridade teria conseqii€ncias fisiologicas e bioquimicas. Além da perda da
integridade das membranas, observam-se reducdo na producdo de ATP e na
sintese de proteinas e acidos nucléicos e degeneracao cromossdmica (Bewley &
Black, 1994).

No caso de sementes, os marcadores isoenzimaticos tém sido
empregados em estudos de viabilidade, pois sdo eficientes para o conhecimento
de eventos importantes relacionados a deterioracdo e a perca de qualidade das
sementes (Basu, 1995).

As perdas na qualidade de sementes estdo relacionadas a degradagdo de
macromoléculas, tais como: proteinas, lipidios, acidos nucléicos e,
consequentemente a diminuicdo de atividades bioquimicas de sementes
(Coolbear, 1995).

Diante do exposto, observa-se que ha a necessidade de conhecer as
diversas rea¢des metabolicas que envolvem sintese e degradacdo de moléculas
durante o desenvolvimento, a germinagdo ¢ a deterioragdo de sementes visando
identificar marcadores da qualidade fisiologica de sementes. Essas informagdes
possibilitam o desenvolvimento de tecnologias de produgdo, secagem e

armazenamento que garantam a obten¢ao de sementes com alta qualidade.
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CAPITULO 2

1 RESUMO

A producao de sementes € uma atividade especializada o que demanda a
adogdo de tecnologias avancadas em todas as etapas do processo de producao
para assegurar a obtencdo de sementes com alta qualidade. Um dos fatores que
interfere na qualidade das sementes é o ponto de colheita, sendo que em espécies
com frutos carnosos, € com maturagdo desuniforme dos frutos, a exemplo de
pimenta, existe dificuldade na definicdo do mesmo. Para isso hd a necessidade
de avaliar as modificagcdes fisiologicas durante o desenvolvimento e o
armazenamento de sementes. Nessa pesquisa foram avaliadas as alteragdes
fisiologicas e bioquimicas durante o desenvolvimento e o armazenamento de
sementes de pimenta malagueta e habanero yellow, visando a determinagdo do
ponto de colheita das mesmas. Os ensaios foram realizados na area experimental
e no Laboratério Central de Sementes do Departamento de Agricultura da
UFLA. Para a instalacdo dos experimentos, visando a produgdo de sementes,
foram formadas mudas em casa de vegetacdo, com posterior transplantio das
mesmas no campo. As sementes, das duas espécies, foram extraidas
manualmente de frutos em trés estadios de desenvolvimento: E1(frutos com os
primeiros sinais de amarelecimento), E2(frutos maduros) e E3 (Frutos maduros e
submetidos a sete dias de repouso). Apos a extracao as sementes foram secadas
em estufa com circulacdo de ar a 35 C até atingirem 8% de teor de 4gua. Apds a
secagem, as sementes foram acondicionadas em embalagens plasticas
impermeaveis e armazenadas em camara fria a 10°C e 50% de umidade relativa
por periodos de zero, quatro e oito meses. Apos cada periodo de armazenamento
a qualidade das sementes foi avaliada por meio de testes de germinag@o, vigor e
atividade das enzimas esterase, superoxido desmutase (SOD), peroxidase,
malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase (ADH) e endo-B-mananase.
O delineamento estatistico utilizado para as andlises dos dados dos testes
fisiolégicos foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 3x3 cujos fatores
foram estadios de desenvolvimento e periodos de armazenamento. Menores
valores de germinagdo e vigor foram observados em sementes processadas a
partir de frutos com os primeiros sinais de amarelecimento (E1). Em sementes
recém-armazenadas, maiores valores de germinagao e vigor foram observados

* Comité Orientador: Prof*. Dr". Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Prof®. Dr". Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
(Co-orientadora), Prof. Dr. Renato Mendes Guimaraes — UFLA (Co-
orientador).
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em sementes processadas a partir de frutos que permaneceram em repouso por
sete dias. Foi observada dorméncia principalmente em sementes recém
armazenadas e superagdo da mesma aos quatro meses de armazenamento. A
qualidade fisiolégica das sementes durante os diferentes periodos de
armazenamento variou com os estddios de desenvolvimento nas quais foram
processadas. Houve variagdes na atividade das enzimas esterase, SOD,
peroxidase, MDH, ADH e endo-pf-mananase durante o desenvolvimento e o
armazenamento das sementes.
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2 ABSTRACT

Seed production is a specialized activity which demands the adoption of
advanced technologies at all stages of the production process to ensure the
collection of seeds with high quality. One of the factors that affect the quality of
seed is the harvest, and in species with fleshy fruits, and fruit ripening
uniformity, like pepper, there is difficulty in defining the same. For this there is
a need to evaluate the physiological changes during development and storage of
seed. In this research evaluated the physiological and biochemical changes
during development and storage of seeds of chilli pepper and yellow habanero
aimed at determining the point of collection of them. The tests were performed
in the experimental area and the Central Laboratory of the Department of
Agriculture Seeds of UFLA. For the installation of the experiments, to the
production of seeds, were formed seedlings in the greenhouse and later
transplanted to the same field. The seeds of two species, were extracted
manually from fruits in three developmental stages: E1 (fruit with the first signs
of yellowing), E2 (ripe fruit) and E3 (mature fruit and subjected to seven days of
rest). After extraction the seeds were dried in an oven with circulating air at 35 C
until they reach 8% of water content. After drying, seeds were packed in
waterproof plastic and stored in cold chamber at 10 °© C and 50% relative
humidity for periods of zero, four and eight months. After each period of storage
seed quality was evaluated by testing the germination, vigor and activity of
esterase enzymes, superoxide dismutase (SOD), peroxidase, malate
dehydrogenase (MDH), alcohol dehydrogenase (ADH) and endo-f-mannanase .
The statistical design used for the analysis of data from physiological tests was
randomized blocks in factorial scheme 3x3 which factors were stage of
development and periods of storage. Lower values of germination and vigor
were observed in seeds from fruits processed with the first signs of yellowing
(E1). In newly-stored seeds, higher germination and vigor were observed in
processed seeds from fruits that remained at rest for seven days. Was observed
mainly in seed dormancy and overcoming newly stored on the same four months
of storage. The physiological quality of seeds during different periods of storage
varied with the stages of development which were processed. There were
variations in the activity of esterase enzymes, SOD, peroxidase, MDH, ADH,
and endo-fB-mannanase during seed development and storage.

* Guidance Committe: Dr. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr’. Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA (Co-
adviser), Dr. Renato Mendes Guimaraes — UFLA (Co-adviser).
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3 INTRODUCAO

A produgdo de sementes ¢ uma atividade especializada e cuidados
devem ser tomados em todas as fases de producdo para assegurar a obtencdo de
lotes de sementes com alta qualidade. Um dos fatores que interfere na qualidade
de sementes ¢ o ponto de colheita, sendo que em espécies com frutos carnosos e
com maturagdo desuniforme dos frutos, a exemplo de pimenta, existe
dificuldade na definicdo do mesmo. Nessas espécies ha a necessidade de avaliar
a alteragdo fisiologica das sementes durante o desenvolvimento fornecendo
subsidios para a determinacdo do momento de colheita das sementes.

As sementes se desenvolvem a partir de 6vulos fertilizados, que passam
por uma série de transformagoes morfologicas, fisiologicas e funcionais até que
a maturidade fisiologica seja atingida, quando cessa a translocacdo de
assimilados da planta para a semente. Neste ponto, o conteido de matéria seca
da semente ¢ maximo (Carvalho & Nakagawa, 2000). Contudo, a semente pode
ou ndo ter atingido os valores maximos de germinagdo e vigor. Segundo Demir
& Ellis (1992), para algumas espécies, a qualidade maxima da semente ¢ obtida
simultaneamente ao ponto em que a matéria seca ¢ maxima, enquanto que para
outras pode ser verificado antes ou apos tal ponto. Assim, um aspecto importante
da producdo de sementes é a determina¢do da maturidade fisioldgica e do
momento ideal de colheita, visando obter sementes de alta qualidade.

Como as espécies de pimenta apresentam florescimento continuo, na
mesma planta existem frutos em diferentes estddios de maturagdo, o que
dificulta a determinagdo da época de colheita, visando & obtengdo de sementes
de alta qualidade. A idade e a coloragdo dos frutos t€ém sido os principais
parametros empregados para identificar em campo ndo s6 a ocorréncia da

maturidade fisiologica das sementes, mas também o ponto ideal para colheita.
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Sementes recém-colhidas de espécies do género Capsicum podem
apresentar dorméncia (Lakshmanan & Berke, 1998; Bosland, 1999; Nascimento,
1998). Assim em algumas situagdes, o atraso na germinacdo e as redugdes no
esdante final tém sido atribuidos a ocorréncia de dorméncia nas sementes. No
entanto, o periodo de duragdo dessa dorméncia ¢ relativamente curto, e pode ser
superada com o armazenamento.

E importante ressaltar, no entanto, que apesar dos relatos sobre a
ocorréncia de dorméncia em sementes de pimenta (Randle & Honma, 1981;
Edwards & Sundstrom, 1987), ha também referéncias de sucesso no
estabelecimento de plantulas em casa de vegetagcdo, quando as sementes de
determinadas cultivares sdo extraidas de frutos completamente maduros e
semeadas em seguida (Bolsland, 1999). Randle & Honma (1981) verificaram em
diferentes cultivares do género Capsicum, influéncia do genétipo e da idade do
fruto na intensidade de dorméncia das sementes. Os autores afirmaram que
sementes extraidas de frutos maduros germinam mais rapidamente, havendo
aumento da intensidade de dorméncia com o decréscimo da idade do fruto.
Ressalta-se ainda que o estadio de desenvolvimento das sementes possa
influenciar no nivel de deterioragdo das sementes durante o armazenamento.

Assim nessa pesquisa foram avaliadas as alteragdes fisiologicas e
bioquimicas durante o desenvolvimento e o armazenamento de sementes de
pimenta malagueta (Capsicum frutescens L.) e habanero yellow (Capsicum

chinenses), visando a determinag¢do do melhor ponto para a colheita.
4 MATERIAL E METODOS
A pesquisa foi conduzida na area experimental e no Laboratério Central

de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras

(UFLA), em Lavras, MG. A cidade esta localizada na Regido Sul de Minas
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Gerais, Latitude 21° 14’S e Longitude 40° 17°W ¢ a 918,8 m de altitude. O
clima se enquadra no tipo Cwb da classificagdo de Koppen. A temperatura
média anual é de 19,4°C e a pluviosidade se distribuem, principalmente de
outubro a abril, com valores anuais de 1529,7 mm.

Em uma primeira etapa da pesquisa, no més de dezembro, foram
formadas mudas de pimenta para a instalacdo do experimento no campo. Para
isso as sementes de pimenta das espécies malagueta (Capsicum frutescens) e
pimenta habanero yellow (Capsicum chinense), foram semeadas em bandejas de
“isopor” com 72 células, contendo substrato comercial Plantimax-hortaligas e 5
mL de solucdo de 2000 ppm de sulfato de amonio por célula. Apos 45 dias da
semeadura, foi realizado o transplantio das mudas na area experimental do setor
de olericultura, do Departamento de Agricultura em 4rea com latossolo
vermelho-escuro (LE), textura argilosa.

O solo foi preparado convencionalmente e as corregdes foram feitas de
acordo com a analise quimica do mesmo. Os ensaios foram instalados em
delineamento de blocos casualizados (DBC) com quatro repetigoes. Cada
parcela referente a pimenta Malagueta constou de 2 linhas de 5 m de
comprimento com 5 plantas por metro, espacadas de 1,5 m entre linhas; e cada
parcela referente a de pimenta Habanero Yellow foi composta de 2 linhas de 11
metros de comprimento com 11 plantas por metro, espagadas de 1,5 metros entre
linhas.

A adubacédo de cobertura, assim como, os demais tratos culturais foram
realizados de acordo com os recomendados para a cultura. Os dados de
temperatura ¢ de umidade relativa do ar durante o desenvolvimento das plantas
estdo apresentados na tabela 1A.

As sementes, das duas espécies, foram extraidas manualmente de frutos
em trés estadios de desenvolvimento: El(frutos com os primeiros sinais de

amarelecimento), E2(frutos maduros) e E3(Frutos maduros e submetidos a sete
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dias de repouso). Apods a extragdo as sementes foram secadas em estufa com
circulagdo de ar a 35°C até atingirem 8% de teor de agua.

Os frutos de pimenta malagueta do estadio E1 apresentam caracteristica
de cor alaranjada enquanto que do estadio E2 e E3 de cor vermelha. Ja os frutos
de pimenta habanero do estadio E1 apresentam caracteristica de cor verde com
manchas alaranjadas enquanto que do estadio E2 e E3 de cor alaranjada.

As sementes correspondentes a cada estadio de desenvolvimento foram
acondicionadas em embalagens impermeaveis de plastico e armazenadas em
camara fria a 10°C e 50% de umidade relativa por periodos de quatro e oito
meses apos a secagem. Ao fim de cada época de armazenamento foi avaliada a
qualidade das sementes de pimenta por meio dos testes: grau de umidade; teste
de germinagdo; teste de emergéncia; teste de condutividade elétrica; teste de
envelhecimento acelerado e a atividade das enzimas esterase, superoxido
desmutase (SOD), peroxidase, malato desidrogenase (MDH), alcool
desidrogenase (ADH) e endo- B -mananase. A qualidade também foi avaliada

em sementes recém-armazenadas, periodo 0 de armazenamento.

4.1 Analise da qualidade das sementes
4.1.1 Grau de umidade

O grau de umidade das sementes foi avaliado em estufa a 105+3°C
durante 24 horas, utilizando-se duas subamostras para cada tratamento,
conforme as Regras para Andlise de Sementes — RAS (Brasil, 1992). Os

resultados foram expressos em porcentagem média por tratamento.

4.1.2 Teste de germinacéo
A semeadura foi feita sobre duas folhas de papel mata borrdo,
umedecidas com agua na proporc¢ao de 3 vezes o peso do substrato seco, em

caixas plasticas tipo gerbox. As caixas foram mantidas em germinadores sob
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regime alternado de temperatura e luz (20°C/16 h no escuro ¢ 30°C/8 h na
presenga de luz). No sétimo dia, foram realizadas as contagens do numero de
plantulas normais, segundo as Regras para Analise de Sementes - RAS (Brasil,
1992). Cada tratamento foi avaliado em quatro repetigdes com 50 sementes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

As sementes que nao germinaram foram submetidas ao teste de
tetrazolio. Estas foram imersas para coloracdo em solu¢do de 2,3,5 trifenil
cloreto de tetrazdlio a aproximadamente 0,075%, durante 3 horas, no escuro, a
35°C. Apds este periodo, verificado a coloracdo ideal, as sementes foram lavadas
em agua corrente e mantidas submersas em agua até sua avaliagdo. Na segunda
etapa, os embrides foram analisados individualmente, ap6s abertura com uma
lamina cirGrgica no sentido longitudinal, verificando-se sua face externa e
interna. A interpretagdo foi feita com auxilio de lupa com iluminagao
fluorescente, de acordo com as Regras para Analise de Sementes - RAS (Brasil,

1992), para verificarem-se estas estavam mortas.

4.1.3 Teste de emergéncia

A semeadura foi realizada em bandejas multicelulares de “isopor” com
células separadas, contendo substrato comercial (Plantimax-hortalicas). As
bandejas foram mantidas em casa de vegetagdo em sistema de nebulizagdo
intermitente, com temperatura variavel de 25 a 30°C. Cada tratamento foi
composto por quatro repeticdes de 50 sementes. Foram realizadas avaliagdes
diarias a partir do inicio da emergéncia, computando-se o nimero de plantulas
emersas até a estabilizacdo do estande. Foi avaliada a porcentagem de plantulas
normais aos 14 dias e o indice de velocidade de emergéncia, segundo a féormula

proposta por Maguire (1962).

4.1.4 Teste de condutividade elétrica

30



Foi conduzido no sistema de massa com quatro repeticdes de 50
sementes por tratamento. As sementes foram pesadas com precisdo de duas
casas decimais, e em seguida, colocadas em copos plasticos descartaveis com
25mL de agua destilada. Apds 24 horas de embebigdo a temperatura de 25°C, a
condutividade elétrica foi determinada com auxilio de um condutivimetro com
resultados expressos em pS/cm/g, de acordo com o método descrito por

Panobianco & Marcos Filho (1998).

4.1.5 Teste de envelhecimento acelerado

Foram utilizadas caixas plasticas tipo “gerbox”, como compartimento
individual (mini-cdmera), possuindo em seu interior uma bandeja com tela de
aluminio onde as sementes foram distribuidas de maneira a formarem camada
uniforme. Dentro de cada compartimento individual, foram adicionados 40 mL
de agua destilada. As caixas foram mantidas em incubadora por 72 horas, a 38
°C. Decorrido esse periodo de envelhecimento, quatro amostras de 50 sementes
por tratamento foram submetidas ao teste de germinagdo conforme a
metodologia ja descrita. A avaliacdo foi realizada aos 10 dias apos a semeadura
e os resultados foram expressos em porcentagem média de plantulas normais

(Torres, 2005).

4.1.6 Analise de enzimas

Nos periodos de 0, 4 ¢ 8 meses de armazenamento, foram retiradas duas
amostras de 400 sementes de cada tratamento e armazenadas a temperatura de -
86°C, para analise de enzimas por meio da técnica de eletroforese.

Para analise eletroforética de enzimas as sementes forma trituradas na
presenca de PVP e nitrogénio liquido em mortar sobre gelo e posteriormente

armazenadas a temperatura de -86°C.
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Para a extragdo das enzimas, foi utilizado o tampao Tris HCL 0,2M pH
8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na propor¢do de 250uL por 100mg de
sementes. O material foi homogeneizado em vortex e mantido em overnight, em
geladeira, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm por 60 minutos, a 4°C.

A corrida eletroforética ocorreu em sistema de géis de poliacrilamida a
7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado
foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 uL do sobrenadante das amostras
no gel e a corrida eletroforética efetuada a 120 V por 5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados para as enzimas
peroxidase, esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase
(ADH) e superoxido dismutase (SOD), conforme Alfenas et al. (1991).

Para a extragdo da enzima endo-fB-mananase, em cada microtubo com
100mg de p6 de cada amostra, foram adicionados 300 pl do tampao de extragao
contendo 0,1 M Hepes e 0,5 M de NaCl (pH 8,0) mais acido ascorbico na
propor¢do de 5 mg do acido para cada ml de tampdo, em trés repeticdes. Em
seguida, os microtubos contendo as amostras foram agitados em Vortex por 1
minuto e levados para centrifuga a 10.000g por 30 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi aplicado em gel confeccionado com 6 ml de LBG (Locust Bean
Gum-Sigma nr 0753), 0,24 g de agarose (Qbiogene) e 24 ml de tampao pH 5,0.
O LBG 0,5% foi preparado aquecendo a solugdo por 2 horas a 80°C, seguida de
resfriamento em temperatura ambiente.

Ja o tampao pH 5,0 foi preparado adicionando-se 11 ml de acido citrico
1M, 50 ml de Na2HPO4 e 149 ml de agua destilada, num total de 210 ml. Os
suportes do gel com U-frame (Pharmacia 8001106-89) (vidros) foram limpos
com etanol. Este suporte foi coberto com Gelbond film (Pharmacia nr 80-
112932), ficando o lado hidrofébico em contato com o primeiro vidro, para que
o lado hidrofilico ficasse em contado com o gel. O gelbond foi coberto com o

segundo suporte e estes suportes foram unidos por prendedores. O gel antes de
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ser aplicado, foi aquecido em microondas por 1 minuto até a total dissolugdo da
agarose. Pelo mesmo periodo, o suporte foi aquecido em estufa a 80°C para que
ndo houvesse perigo de trincas no vidro por diferencas de temperatura entre o
vidro e o gel. Neste momento foi feita a aplicagdo em temperatura ambiente.
Apos a solidificacdo, o gel foi armazenado em geladeira por um periodo de 24
horas. O gel foi furado com furador de 2 mm de diametro e estes furos foram
succionados para retirada de restos de gel com bomba a vacuo. Foram aplicados
2ul do extrato da amostra por furo, em 3 repetigdes de cada amostra. O gel foi
transferido para um germinador a 25 °C por periodo de 21 horas, no escuro, em
camara umida.

Para a revelagdo, o gel foi inicialmente lavado em agua destilada, lavado
em tampdo (tampdo do gel) por 30 minutos e novamente lavado em agua
destilada. Logo apos, o gel foi coberto com o corante vermelho congo a 0,5%
por 30 minutos e colocado em etanol por 10 minutos para a remogao do corante.
Removido o etanol com agua destilada, foi adicionada uma solucdo de 1M de
NaCl até a observagdo visual da formagdo de halos brancos nos furos que
continham as amostras. Nesse momento, foi feita a medigdo do didmetro dos
halos em duas diregdes com um paquimetro resultando em uma média. Para o
calculo da atividade da enzima, foi feita uma compara¢do com a curva padrio
gerada pela endo-fB-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O
calculo da atividade da enzima endo-f-mananase foi realizado segundo Downie

(1994),

4.1.7 Delineamento experimental
O delineamento experimental utilizado nos testes por meio dos quais se
avaliou a qualidade fisiolégica das sementes de pimentas foi o de blocos

casualizados, em esquema fatorial 3X3 para cada espécie separadamente, sendo
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os fatores: estadio de desenvolvimento do fruto (E1, E2 ¢ E3) e periodos de
armazenamento (0, 4 ¢ 8 meses).

Foi realizada a analise de variancia para todos os testes, utilizando o
programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000). Para a comparagdo entre as médias,
foi utilizado o Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os dados quantitativos ndo foi feita regressdo por causa de serem

apenas 3 pontos estudados e com isto o R2 seria de 100 %.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resumos das analises de varidncias dos dados obtidos nos testes para
avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes de pimenta malagueta e
habanero nos diferentes estadios de desenvolvimento e nos trés periodos de
armazenamento estdo apresentados nas Tabelas 2A e 3A, respectivamente.
Houve interagdo significativa entre o estadio de desenvolvimento x periodo de
armazenamento para todas as variaveis estudadas, nas duas espécies, com
excegdo do teste de condutividade elétrica para a pimenta malagueta, que houve
significancia apenas para cada fator isolado.

Logo apds a extracdo, antes de as sementes terem sido submetidas a
secagem, os graus de umidade das sementes de pimenta malagueta foram de:
50,55% no estadio de desenvolvimento 1 (E1), 47,19% no segundo estadio (E2)
e 33,12% no estadio 3 (E3). Ja para a pimenta habanero foram: 68,98% no
estadio de desenvolvimento 1 (E1), 62,37% no segundo estadio (E2) e 54,51%
no estadio 3 (E3).

O grau de umidade das sementes acondicionadas em embalagens
plasticas impermedveis foi monitorado durante o armazenamento e,
independente do estadio de desenvolvimento verificou-se manutengao do mesmo

em 8%. Pinho et al. (2005), ao armazenarem sementes de citrumelo ‘Swingle’
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em embalagens plasticas impermeaveis, também observaram que o teor de agua
nas sementes ndo foi alterado.

Menores valores de germinacdo foram observados nas sementes de
pimenta malagueta e habanero processadas no primeiro estadio de
desenvolvimento (E1), em todos os periodos de armazenamento (Tabela 1). Nos
periodos de 0 e 8 meses de armazenamento, para ambas as espécies, ndo houve
diferenca entre os valores de germinagdo observados nas sementes processadas
nos estadios E2 e E3 de desenvolvimento. Ja aos quatro meses de
armazenamento maiores valores de germinag¢ao foram observados em sementes
processadas no estadio de desenvolvimento E3. Segundo Nascimento et. al.,
(2006) frutos imaturos, de coloragdo verde, geralmente produzem sementes com
baixo vigor e poder germinativo ou até inférteis.

Barbedo A. et al. (1994) também verificaram que sementes de berinjela
de melhor qualidade foram obtidas de frutos com 50 dias de idade submetidos a
15 dias de armazenamento pos-colheita. Segundo Sanchez et al. (1993) sementes
de pimentdo devem permanecer no fruto maduro (idade de 50 dias apds antese)
apos a colheita, de 7 a 14 dias, para que o potencial maximo de germinagdo seja
atingido.

A germinagdo das sementes de pimenta malagueta processadas nos
estadios E1, E2 e E3 foi aumentada no quarto més de armazenamento. Esse
resultado pode estar relacionado a presenca de dorméncia nas sementes a qual
foi quebrada ao longo do armazenamento. Esses resultados corroboram aos
encontrados por Lakshmanan & Berke (1998) e Bosland (1999) e Nascimento
(1998), nos quais houve dorméncia nas sementes recém-colhidas de espécies do
género Capsicum.

Na presente pesquisa, durante a avaliagdo do teste de germinagdo em
sementes recém armazenadas foi observado a presenca de sementes embebidas,

sem protrusao radicular. No entanto, essas sementes ndo encontravam-se mortas,
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0 que pode ser constatado por meio do teste de tetrazolio. As sementes
embebidas estavam vidveis sem quaisquer sintomas de deterioracao.

No oitavo més de armazenamento foi observada redugdo na germinagao
em relacdo a observada no quarto més de armazenamento, para sementes de
malagueta. A redu¢do na germinagdo com o armazenamento das sementes pode
ser atribuida a maior deterioragdo. Esse resultado também foi observado no teste
de emergéncia de plantulas (Tabela 2).

Nas sementes de pimenta habanero também foi observado aumento da
germinacdo nas sementes processadas nos estadios E2 e E3 no quarto més de
armazenamento. No entanto, esses valores foram mantidos em sementes
processadas no estddio E3 ou aumentados, em sementes processadas no estadio
E2, aos oito meses de armazenamento. Para essa espécie os valores de
germinacdo observados em sementes processados no estadio E1 foram muito
baixos e ndo foram diferenciados estatisticamente ao longo do armazenamento.

De uma maneira geral pode-se inferir suposta quebra de dorméncia das
sementes durante o armazenamento. Belletti & Quagliotti (1989) relataram que €
alta a porcentagem de sementes de pimenta que ndo germinam até 14 dias, apos
a semeadura, podendo ser necessario um periodo de até 45 dias para que a
maioria das sementes de um lote germine satisfatoriamente. Assim em algumas
situacdes, o atraso na germinacdo ¢ as reducdes no estande final tém sido
atribuidos a ocorréncia de dorméncia nas sementes. De acordo com Randle &
Honma (1981) o periodo de duragdo dessa dorméncia ¢ relativamente curto, no
maximo trés meses, de modo que o intervalo de tempo compreendido entre a
colheita das sementes e¢ a semeadura ¢ suficiente para que, por ocasido da
semeadura, ndo tenha mais dorméncia. Para se ter garantia de uma emergéncia
rapida e uniforme das plantulas, recomenda-se que, apos a colheita dos frutos,

extracdo e secagem das sementes, estas sejam mantidas armazenadas, em
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condi¢des ambientes, por um periodo de, pelo menos, seis semanas, para que a

dorméncia seja totalmente superada.

TABELA 1 Valores médios de plantulas normais, obtidos no teste de
germinagdo (%) de sementes de pimenta malagueta e habanero
colhidas em diferentes estddios de desenvolvimento ao longo
do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 3Bb 40Ca I11Bb
2 13Ac 55Ba 42 Ab
3 22Ac¢ 67Aa S50AD
Habanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 1Ba 3Ca 7Ba
2 25Ac 41Bb 58 Aa
3 32Ab 50Aa 53 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maidscula na coluna e mintiscula na linha, nio
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos no teste de emergéncia de plantulas em bandeja e
indice de velocidade de emergéncia, sob condigdes de casa de vegetagdo, estdo
apresentados na Tabela 2. Menores valores de emergéncia de plantulas foram
observados em sementes processadas no estadio de desenvolvimento E1, para as
duas espécies, em todos os periodos de armazenamento, com excecdo dos
observados em sementes da malagueta no quarto més de armazenamento, nos
quais nao houve diferenca estatistica entre os diferentes estadios. Segundo
Nascimento et al. (2006), a semeadura de sementes de pimenta recém-extraidas
do fruto pode representar um risco para a obtengcdo de estandes uniformes,
contribuido para a elevagdo do gasto de sementes.

Para as sementes de malagueta e habanero aos 4 meses de

armazenamento houve aumento nos valores de emergéncia de plantulas
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provenientes de sementes processadas nos diferentes estadios de
desenvolvimento, com excecdo das sementes da malagueta processadas no
estadio E2. Houve redugdo desses valores aos oito meses de armazenamento, em
sementes de malagueta colhidas no estadio E1 (Tabela 2).

E importante ressaltar também que apesar dos relatos sobre a ocorréncia
de dorméncia em sementes de pimenta (Randle & Honma, 1981; Edwards &
Sundstrom, 1987), ha também referéncias nas quais ¢ mencionado o sucesso no
estabelecimento de plantulas em casa de vegetacdo, quando as sementes de
determinadas cultivares s3o extraidas de frutos completamente maduros e
semeadas em seguida (Bolsland, 1999). Randle & Honma (1981) verificaram em
trabalho com diferentes cultivares do género Capsicum, que o gendtipo e a idade
do fruto influenciam na intensidade de dorméncia das sementes. Os autores
afirmam que sementes extraidas de frutos supermaduros germinam mais
rapidamente, havendo aumento da intensidade de dorméncia com o decréscimo
da idade do fruto.

No inicio do armazenamento, logo apoés a extracdo e secagem, foram
observadas em sementes de pimenta malagueta colhidas maduras e que
permaneceram em repouso dentro do fruto por sete dias, maiores valores de
emergéncia de plantulas. Essa diferenca ndo foi observada aos quatro meses de
armazenamento. Ja aos oito meses de armazenamento menores valores de
emergéncia foram observados em sementes colhidas mais imaturas. Esse
resultado também foi observado no indice de velocidade de emergéncia (IVE)
(Tabela 2).

Pelos resultados do IVE, foi observado menor vigor em sementes de
malagueta e habanero colhidas no estadio E1. Neste teste observou-se aumento
de vigor nas sementes armazenadas por quatro meses e processadas nos trés
estadios. No entanto, aos oito meses, para a malagueta, houve aumento de vigor

das processadas no E3, reducdo nas colhidas no E1 e manutencdo das colhidas
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no E2. Ja para a habanero, aos oito meses, houve aumento de vigor das
processadas no E3 e E2 e manutengdo das colhidas no E1.

Segundo Barbedo C. et al. (1994), pelo indice de velocidade de
emergéncia foi possivel detectar pequenas diferengas existentes na qualidade
fisiologica das sementes de pepino de frutos colhidos entre 15 e 45 DAA e ndo
submetidos ao armazenamento. Valdes & Gray (1998), ao colherem frutos de
tomate com diferentes idades, mas sem submeté-los ao armazenamento pos-
colheita, observaram que o tempo médio de germinacdo das sementes diferiu
significativamente entre os estadios de maturagdo do fruto, sendo maior nas
sementes menos maduras ¢ decrescendo com decorrer da maturagao.

Pelos resultados do teste de envelhecimento acelerado, em sementes de
malagueta (Tabela 3), verificou-se aumento no vigor das sementes de malagueta
armazenadas aos quatro meses, em relagdo as sementes recém armazenadas.
Embora tenha ocorrido redugdo no vigor das sementes colhidas no estadio El
aos oito meses de armazenamento, ndo foi observada diferenga estatistica
significativa. Para a espécie de habanero (Tabela 3), esse aumento no vigor foi
observado aos quatro e oito meses de armazenamento em sementes colhidas no
estadio E2. Ja para as sementes processadas nos estadios E1 e E3 este aumento
foi observado no oitavo més de armazenamento.

No inicio do armazenamento, sementes processadas no E3, mostraram-
se mais vigorosas, para as duas espécies. Ja aos quatro e oito meses de
armazenamento nao houve diferenca estatistica entre os valores de vigor
observados nas sementes de malagueta processadas nos estadios E2 e E3. Para
habanero as sementes processadas no estadio E3 foram mais vigorosas em todos
os periodos de armazenamento. Independente do periodo de armazenamento
menor vigor foi observado em sementes de habanero colhidas no estadio El.
Esse tltimo resultado também foi observado por meio do teste de condutividade

elétrica (Tabela 5).
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TABELA 2 Valores médios de emergéncia (%) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de plantulas normais de sementes de pimenta
malagueta e habanero colhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento ao longo do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
Emergéncia
1 52Cb 69Aa 54Bb
2 68Ba 76 Aa 71 Aa
3 60AD 71 Aa 75Aa
IVE
1 9Bc 19Ba 16 Bb
2 20AD 27Aa 26 Aa
3 18 Ac 24 Ab 28Aa
Habanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
Emergéncia
1 5Cb 35Ba 30Ba
60Bb 85Aa 84 Aa
3 75ADb 86 Aa 87 Aa
IVE
1 0Cb 5Ba 5Ca
2 8Bc 23 Ab 29Ba
3 13Ac 25Ab 34Aa

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintuscula na linha, para
cada variavel, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Nesse teste de envelhecimento acelerado, o vigor foi crescente até o
quarto més de armazenamento, em sementes de malagueta, em todos os estadio
de desenvolvimento. Esses resultados sdo similares aos observados em tomate
(Vidigal et al., 2006; Dias et al., 2006), abobora italiana (Alvarenga et al., 1991)

e melancia (Alvarenga et al., 1984).
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TABELA 3 Valores médios de plantulas normais obtidas apds o
envelhecimento acelerado de sementes de pimenta malagueta e
habanero colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento
ao longo do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 5Bb 49Ba 40B a
2 9Bb 63Aa 70Aa
3 52Ab 69 Aa 69 Aa
Habanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 I1Chb 3Chb 23Ca
2 20B¢c 68BDb 87Ba
3 43 ADb 47 ADb 95Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Maior lixiviagdo de exudatos foi observada em sementes imaturas em
funcdo de menor estruturacdo do sistema de membranas das organelas e celular.
Da mesma, forma, maior lixiviagdo também foi observada aos oito meses de
armazenamento (Tabela 5).

O valor da condutividade elétrica medida na solugdo de embebicdo de
sementes ¢ funcdo da quantidade de ions lixiviados, estando diretamente
relacionado com a integridade das membranas celulares. Desta forma,
membranas mal estruturadas e células danificadas estdo, geralmente, associadas
com o processo de deterioracdo da semente, ou seja, com sementes de baixo
vigor (Vieira & Krzyzanowski, 1999; AOSA, 2002).

Em sementes de pimenta habanero (Tabela 5), maior vigor avaliado pelo
teste de condutividade elétrica, foi observado em sementes processadas no
estadio E3, recém armazenadas e armazenadas por oito meses. Ndo houve
diferenca significativa nos valores de condutividade observados em sementes

processadas nos estadios E2 e E3 e armazenadas por periodo de quatro meses.
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Corroborando os resultados dos demais testes de vigor, menores valores
de condutividade elétrica foram obtidos com o aumento da idade dos frutos,
indicando maior organizagdo do sistema de membranas das sementes com o
decorrer da maturagdo. Demir & Ellis (1992) verificaram que a condutividade
elétrica de sementes de tomate que era maxima aos 25 dias apds antese, atingiu
valor minimo aos 55 dias apds antese, coincidindo com o potencial maximo de
germinacao das sementes.

Independente do estadio de desenvolvimento, em sementes de pimenta
habanero, ao final dos 8 meses de armazenamento houve menores médias de
condutividade elétrica. Resultados semelhantes foram observados por Vidigal et
al. (2006); Dias et al. (2006) em sementes de tomate obtidas de frutos em
diferentes estadios de maturacao e também submetidos ao armazenamento pos-
colheita.

Em relacdo aos perfis enzimaticos de sementes de pimenta malagueta foi
observada, para a esterase (Figura 1A), maior atividade da enzima nas sementes
aos quatro e oito meses de armazenamento. Também foi observada maior
atividade dessa enzima em sementes processadas no estadio E3, em relagdo as

sementes colhidas nos estadios E1 e E2, quando recém armazenadas (P0).

TABELA 4 Valores médios de lixiviados (us/cm/g), obtidos por meio do
teste de condutividade elétrica em sementes de pimenta
malagueta  colhidas em  diferentes  estadios  de
desenvolvimento ao longo do armazenamento.

Estddios Condutividade elétrica  Periodos Condutividade elétrica

1 801Db 0 681 a
2 760 a 4 691 a
3 750 a 8 938b

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 5 Valores médios de lixiviados (us/cm/g), obtidos por meio do
teste de condutividade elétrica em sementes de pimenta
habanero colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento
ao longo do armazenamento.

Periodos de armazenamento

Estadios 0 4 8
1 825Cb 580Bb 634Ca
2 750B ¢ 535Ab 463 Ba
3 654 A c 511Ab 406 A a

Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mintscula na linha, néo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Em sementes de pimenta habanero (Figura 2A), em relagdo aos perfis
enzimaticos para a esterase, foi observado maior atividade da enzima nas
sementes armazenadas por oito meses. Isto pode estar relacionado a deterioracao
das sementes ao longo do armazenamento. Também foi observada maior
atividade dessa enzima em sementes colhidas no estadio E1 nos trés periodos de
armazenamento. Isto pode ser atribuido a maior imaturidade destas sementes.

A esterase ¢ uma enzima que participa da hidrolise de ésteres de
membrana. Esse fato demonstra maior peroxidagdo de lipidios, uma vez que esta
enzima esta envolvida em rea¢bes de hidrolise de ésteres estando diretamente
ligada ao metabolismo de lipidios (Santos et al., 2004). Muitos desses lipidios
sdo constituintes de membranas, cuja degradacdo aumenta com a deterioragdo.

Brandao Junior. et al. (1999) observaram diminui¢do da intensidade de
um grupo de bandas de esterase ¢ aumento de outras com o envelhecimento de
sementes de milho. Chauhan et al. (1985) verificaram, em sementes de soja e
cevada, aumento no numero de bandas com o envelhecimento das sementes,
sendo algumas bandas associadas a estadios especifico de envelhecimento.

Por outro lado, o alto teor de gordura das sementes favorece, neste grupo
de enzimas hidroliticas, a liberagdo de acido graxo dos lipidios, os quais sdao

usados na beta oxidacdo, como fonte de energia para os eventos germinativos.
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Na presente pesquisa, para sementes de pimenta malagueta, o aumento
na atividade dessa enzima no estddio de desenvolvimento E3, quando recém
armazenadas, parece estar associado ao acumulo de lipideos nas sementes. De
uma maneira geral, em sementes recém armazenadas (P0), maiores valores de
vigor e germinagdo forma observados naquelas processadas no estadio de
desenvolvimento E3 (Tabelas 4, 6, 8 e 10).

Dessa forma, infere-se que os lipideos presentes nas sementes tenham
sido utilizados como fonte de energia durante o processo de germinacao.
Segundo Bosland & Votava (1999) em sementes de pimenta ha 26,1% de 6leo o
que justifica tal resultado. Aos quatro e oito meses de armazenamento nao foi
observado alteragdes nos padrdes dessa enzima nas sementes processadas nos
diferentes estadios de desenvolvimento.

Maior atividade da enzima peroxidase (Figura 1B e 2B) foi encontrada
em sementes recém armazenadas, em sementes de pimenta malagueta e
habanero, em todos os estadios de desenvolvimento.

De acordo com Braverman (1967), Teisson (1979) e Nickerson &
Rosinvallii (1980) a oxidagdo enzimatica dos fendis ocorre por meio de dois
grupos de isoenzimas: as polifenoloxidases e as peroxidases. As peroxidases
catalisam as reagdes de uma grande variedade de compostos em plantas
superiores (Barz & Hoesel, 1979). Entre esses compostos estdo os fenois, cuja
oxidag¢do pelas peroxidases ¢ bastante conhecida. No entanto, o efeito das
peroxidases na germinagdo de sementes ¢ devido, tanto a sua agdo benéfica na
oxidagdo dos compostos fendlicos, possiveis inibidores naturais da germinacao,
quanto ao seu efeito competidor pelo oxigénio disponivel, neste tltimo caso, ha
atraso ou inibicdo da germinagdo. Esse atraso ou inibi¢do da germinagdo foi
confirmado pelo teste de germinacdo, Tabela 1, em sementes de malagueta e

habanero.
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De uma maneira geral, maior atividade dessa enzima foi observada em
sementes recém armazenadas (P0). Durante o armazenamento houve redugdo da
atividade dessa enzima, nas sementes processadas nos estddios de
desenvolvimento E1 e E3, em sementes de pimenta malagueta.

Infere-se que durante o armazenamento a dorméncia das sementes foi
superada e a atividade da enzima peroxidase decresceu. Segundo Zawistowski et
al. (1991), a peroxidase esta presente nas membranas ¢ com a desestruturagao
dessas membranas a enzima atua na oxidacdo dos compostos fendlicos
reduzindo o contetido desses nas sementes. Nesse contexto, como 0s compostos
fenodlicos s@o inibidores da germinagdo, pode-se inferir que quanto mais intensa
a dorméncia das sementes maior devera ser a atividade da peroxidase.

Pelos resultados observados na maioria dos trabalhos realizados para a
avaliagdo da qualidade fisiologica em sementes de pimenta malagueta e
habanero houve aumento nos valores de germinacdo e¢ de vigor das sementes

armazenadas a partir do quarto més.

A

FIGURA 1 Perfis enzimaticos da esterase (A) e peroxidase (B) de sementes de
pimenta malagueta processadas nos estadios E1 (1), E2 (2) e E3
(3) nos trés periodos de armazenamento 0 (PO), 4 (P4) e 8 (P8)
meses.
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FIGURA 2 Perfis enzimaticos da esterase (A) e peroxidase (B) de sementes de
pimenta habanero processadas nos estadios E1 (1), E2 (2) e E3 (3)
nos trés periodos de armazenamento 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses.

Em relagdo a enzima superoxido desmutase (SOD) em sementes de
pimenta malagueta, Figura 3A, maior atividade foi observada em sementes
processadas no estadio E3 e armazenadas por quatro e oito meses. Essa enzima
catalisa os radicais superoxidos livres (O,’), produzidos em diferentes locais da
célula, para oxigénio molecular e H,O, (Rabinowitch & Fridovich, 1983).

Em varias pesquisas tem sido observada maior atividade dessa enzima
em sementes com alta qualidade fisioldgica (kalpana & Madhava Rao, 1994).
Na presente pesquisa sementes de pimenta malagueta processadas no estadio E3
e armazenadas por 4 meses foram observadas maiores valores de germinagéo e
de vigor (Tabelas 1, 2 e 3).

Em sementes de pimenta habanero (Figura 4A) a atividade da enzima
SOD aumentou aos quatro meses de armazenamento, nos trés estadios de
desenvolvimento. Aos oito meses de armazenamento menor atividade foi
observada em sementes processadas no estidio E2 e E3 enquanto que em
sementes processadas no estadio E1 houve aumento na atividade dessa enzima.
De acordo com os dados de germinagdo e vigor (Tabelas 1, 2 e 3) sementes
processadas no estadio E1 apresentaram baixa qualidade fisioldgica, pois ndo se

encontravam totalmente formadas.
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A enzima malato desidrogenase (MDH), em sementes de malagueta
(Figura 3B), teve atividade reduzida em sementes processadas no estadio E1, em
todos os periodos de armazenamento, caracterizando redugdo na respiragdo
aerdbica, uma vez que essa enzima tem uma fungdo importante no ciclo de
Krebs para a produgdo de NADH. Por outro lado maior atividade dessa enzima
foi observada em sementes processadas nos estadios E2 e E3 e armazenadas por
oito meses.

Em sementes de pimenta habanero (Figura 4B) houve atividade reduzida
dessa enzima, em sementes processadas em todos os estddios de
desenvolvimento, aos quatro meses de armazenamento e aumento aos 0ito meses
de armazenamento.

A MDH catalisa a conversdo de malato a oxalacetato, e, além da
importante fun¢do dentro do ciclo de Krebs, participa do movimento de malato
através da membrana mitocondrial e da fixacdo de CO2 nas plantas (Taiz &
Zeiger, 2004).

Quanto ao sistema enzimatico da alcool desidrogenase (ADH) (Figuras
3C e 4C), foi observada maior atividade em sementes armazenadas aos quatro e
oito meses para as duas espécies de pimenta em estudo. Ainda foi observada
maior atividade dessa enzima nas sementes processadas no estadio E3, quando
recém armazenadas e aos quatro meses de armazenamento, em sementes de
pimenta malagueta. Em sementes de habanero (Figura 4C) no estadio de
desenvolvimento E2 foi observada maior atividade dessa enzima, aos quatro e
oito meses de armazenamento.

Esta enzima estd relacionada a respiracdo anaerdbica, promovendo
redugdo do acetaldeido a etanol (Buchanan et al., 2005). O aceltadeido acelera a
deterioracdo das sementes (Zhang et al., 1994). Com o aumento da atividade da
ADH, as sementes ficam mais protegidas contra a agdo deletérica deste

composto, a qual € maior quanto comparada a do etanol.
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A

FIGURA 3 Perfis enzimaticos da superoxido desmutase-SOD (A), malato
desidrogenase-MDH (B) e alcool desidrogenase-ADH (C) de
sementes de pimenta malagueta processadas nos estadios E1 (1),
E2 (2) e E3 (3) nos trés periodos de armazenamento 0 (P0), 4 (P4)
e 8 (P8) meses.

Em relagdo a enzima endo-f-mananase houve aumento da atividade em
sementes de pimenta malagueta (Figura 5) e habanero (Figura 6) processadas
nos estadios de desenvolvimento mais avangados.

Foi observada ainda menor atividade da enzima nas sementes recém
armazenadas independente do estddio de desenvolvimento das sementes. Na
presente pesquisa maiores valores de germinacdo e vigor foram observados apos
0 armazenamento das sementes, supondo-se quebra de dorméncia das sementes

durante o armazenamento (Tabelas 1, 2 e 3).

-

FIGURA 4 Perfis enzimaticos da superoxido desmutase-SOD (A), malato
desidrogenase-MDH (B) e alcool desidrogenase-ADH (C) de
sementes de pimenta habanero processadas nos estadios E1 (1), E2
(2) e E3 (3) nos trés periodos de armazenamento 0 (P0), 4 (P4) ¢ 8
(P8) meses.
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Isto se deve ao fato de a enzima endo-B-mananase estar envolvida na
degradacdo do endosperma na germinagdo das sementes. Em sementes de alface
e café esta enzima ¢ considerada chave no processo de germinagdo, estando
envolvida na degradacdo de mananas no momento da germinagédo, resultando no
enfraquecimento das paredes celulares do endosperma (Silva et al., 2004; Veiga,
2005).

Em sintese observa-se por meio dos testes fisiologicos e pela atividade
das enzimas avaliadas que as sementes de pimenta malagueta devem ser
colhidas no estddio E3 quando forem comercializadas logo apds o
processamento. Caso as sementes sejam armazenadas por periodos acima de
quatro meses poderdo ser processadas a partir de frutos colhidos nos estadios de
desenvolvimento E2 ou E3.

Ja em sementes de pimenta habanero a colheita devera ser realizada no estadio
E3 que garante comercializagdo de sementes de melhor qualidade. Em ambas as
espécies o processamento das sementes a partir de frutos colhidos no estadio E1
deve ser evitado, uma vez que nesse foi observada menor qualidade fisiologica
das sementes, em funcdo da dorméncia observada nas mesmas. Nesse aspecto
observa-se que ponto de maturidade fisiologica das sementes dessas espécies
ndo coincide com os valores maximos de germinagdo e vigor em funcdo da

incidéncia de dorméncia.
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FIGURA 5 Atividade da enzima endo-B-mananase em sementes de
pimenta malagueta processadas nos estddios de
desenvolvimento El1, E2 e E3 em trés periodos de
armazenamento 0, 4 ¢ 8 meses.
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FIGURA 6 Atividade da enzima endo-B-mananase em sementes de
pimenta  habanero  processadas nos estadios de
desenvolvimento EI, E2 e E3 em trés periodos de
armazenamento 0, 4 ¢ 8 meses.



6 CONCLUSOES

A qualidade fisiologica das sementes de pimenta malagueta e habanero
processadas nos diferentes estadios de desenvolvimento dos frutos varia durante
0 armazenamento.

Existe dorméncia em sementes de pimenta malagueta e habanero
principalmente quando recém armazenadas e ¢ superada aos quatro meses de
armazenamento.

Ha variagdes na atividade das enzimas esterase, superoxido desmutase,
peroxidase, malato desidrogenase, alcool desidrogenase e endo-fB-mananase

durante o desenvolvimento e o armazenamento das sementes.
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CAPITULO 3

1 RESUMO

A demanda por sementes de pimenta com alta qualidade tem crescido
substancialmente nos ultimos anos, o que exige padroes de qualidade mais
rigidos aliados a adocdo de tecnologias de produgdo avangadas. Nesse aspecto
ha a necessidade de conhecer as mudangas que ocorrem durante o processo de
germinagdo e no armazenamento das sementes. Objetivou-se nessa pesquisa
verificar as alteracdes enzimdticas durante o processo de germinagdo das
sementes de pimenta malagueta ¢ habanero yellow processadas em diferentes
estadios de maturagdo durante o armazenamento. Os ensaios foram realizados na
area experimental e no Laboratério Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da UFLA. Para a instalagao dos experimentos, visando a producao
de sementes, foram formadas mudas em casa de vegetagdo, com posterior
transplantio das mesmas no campo. As sementes, das duas espécies, foram
extraidas manualmente de frutos em trés estadios de desenvolvimento: E1(frutos
com os primeiros sinais de amarelecimento), E2 (frutos maduros) ¢ E3 (Frutos
maduros e submetidos a sete dias de repouso). Apds a extracdo as sementes
foram secadas em estufa com circulacdo de ar a 35 C até atingirem 8% de teor
de agua. Apds a secagem, as sementes foram acondicionadas em embalagens
plasticas impermeaveis e armazenadas em camara fria a 10°C e 50% de umidade
relativa por periodos de zero, quatro e oito meses. Para a avaliacdo da atividade
das enzimas esterase, malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase
(ADH), o-amilase e endo-f-mananase durante a germinacdo das sementes,
processadas em diferentes estddios de desenvolvimento e armazenadas por
diferentes periodos, sementes foram amostradas, por periodos de 0, 48, 96 e 144
horas apos a semeadura. A qualidade fisiologica das sementes durante o
armazenamento também foi avaliada por meio de testes de germinagdo e de
vigor. O delineamento estatistico utilizado para as analises dos dados dos testes
fisiologicos foi o de blocos casualizados em esquema fatorial 3x3 cujos fatores
foram estadios de desenvolvimento e de periodos de armazenamento. Houve
variagdes na atividade das enzimas esterase, MDH, ADH, o-amilase e endo-f3-
mananase das sementes processadas em diferentes estadios de desenvolvimento
e durante o armazenamento. As enzimas o-amilase e endo-pf-mananase foram

* Comité Orientador: Prof®. Dr’. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Orientadora), Prof®. Dr". Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA
(Co-orientadora), Prof. Dr. Renato Mendes Guimardes — UFLA (Co-
orientador).
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importantes no processo de germinagdo de sementes de pimenta malagueta e
habanero. Por meio dessas enzimas foi possivel explicar os menores valores de
germinagdo e vigor observados em sementes processadas a partir de frutos com
os primeiros sinais de amarelecimento (E1). Em sementes recém-armazenadas,
maiores valores de germinagdo e vigor foram observados em sementes
processadas a partir de frutos que permaneceram em repouso por sete dias. A
dorméncia foi observada principalmente em sementes recém armazenadas. A
qualidade fisioloégica das sementes durante o armazenamento variou com 0s
estadios de desenvolvimento e com o periodo de armazenamento.
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2 ABSTRACT

Demand for pepper seeds with high quality has increased substantially in recent
years, which requires more stringent standards of quality combined with
adoption of advanced production technologies. In this respect there is a need to
know the changes that occur during germination and storage of seed. The
objective of this research is to verify the enzyme changes during the germination
of seeds of chilli pepper and yellow habanero processed at different stages of
ripening during storage. The tests were performed in the experimental area and
the Central Laboratory of the Department of Agriculture Seeds of UFLA. For
the installation of the experiments, to the production of seeds, were formed
seedlings in the greenhouse and later transplanted to the same field. The seeds of
two species, were extracted manually from fruits in three developmental stages:
E1 (fruit with the first signs of yellowing), E2 (ripe fruit) and E3 (mature fruit
and subjected to seven days of rest). After extraction the seeds were dried in an
oven with circulating air at 35 C until they reach 8% of water content. After
drying, the seeds were packed in waterproof plastic and stored in cold chamber
at 10 ° C and 50% relative humidity for periods of zero, four and eight months.
For assessing the activity of enzymes esterase, malate dehydrogenase (MDH),
alcohol dehydrogenase (ADH), a-amylase and endo-B-mannanase during
germination of seeds, processed at different stages of development and stored for
different periods, seeds were sampled for periods of 0, 48, 96 and 144 hours
after seeding. The physiological quality of seeds during storage was also
evaluated by testing the germination and vigor. The statistical design used for
the analysis of data from physiological tests was randomized blocks in factorial
scheme 3x3 which factors were stage of development and periods of storage.
There were variations in the activity of enzymes esterase, MDH, ADH, a-
amylase and endo-f-mannanase seeds processed in different stages of
development and during storage. The enzymes a-amylase and mannanase were
important in the germination of seeds of chilli pepper and habanero. By means
of these enzymes could explain the lower values of germination and vigor found
in processed seeds from fruits with the first signs of yellowing (E1). In newly-
stored seeds, higher germination and vigor were observed in processed seeds
from fruits that remained at rest for seven days. The numbness was observed
mainly in seeds stored recently. The physiological quality of seeds during
storage varied with the stages of development and with the storage period.

* Guidance Committe: Dr’. Edila Vilela de Resende Von Pinho — UFLA
(Adviser), Dr". Maria Laene Moreira de Carvalho — UFLA (Co-
adviser), Dr. Renato Mendes Guimaraes — UFLA (Co-adviser
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3 INTRODUCAO

A demanda por sementes de alta qualidade tem crescido
substancialmente nos ultimos anos, o que exige das empresas produtoras de
sementes a adogao de tecnologias avancadas durante os processos de producao,
processamento ¢ armazenamento. Essa adog¢do de novas tecnologias requer o
conhecimento dos fatores que interferem na qualidade fisioldgica havendo a
necessidade de estudar as alteracdes fisiologicas e bioquimicas que ocorrem
durante o processo de germinagao.

No processo de germinagdo, quando em condigdes adequadas, a maioria
das sementes apresenta um padrdo trifasico de absor¢do de agua. A reativacao
do metabolismo conhecida por fase | € caracterizada pelo rapido aumento da
respiragdo, proporcional ao aumento da hidratagao dos tecidos das sementes. Na
fase II a atividade respiratoria se estabiliza e ha indicacdes de que esteja
ocorrendo um transporte ativo de substancias desdobradas na fase anterior, do
tecido de reserva para o tecido meristematico. Nesta fase, os potenciais hidricos
do substrato e das sementes sdo semelhantes, fazendo com que a absor¢do de
agua seja quase nula. A terceira fase, na qual a absor¢do da agua tende a
aumentar ocorre um segundo aumento na atividade respiratéria, que demanda
maior disponibilidade de oxigénio, como consequéncia da ruptura da testa
produzida pela emergéncia da radicula e o crescimento da plantula (Guimaraes,
1999).

As sementes da maioria das espécies de Capsicum sp, desde que nao
estejam dormentes, germinam adequadamente sob temperatura constante na
faixa de de 25°C a 30°C (Nascimento, 1998). A agua ¢ o fator determinante
sobre o processo de germinagdo, que € iniciado pela embebicdo das sementes,
um processo fisico relacionado com as propriedades do endosperma. A absorg¢do

da 4gua pelas sementes ¢ a primeira etapa na seqiiéncia de eventos, seguida de

60



ativagdo enzimatica, quebra, translocacdo e uso do material de reserva,
culminando com a retomada do crescimento do eixo embrionario, que resulta na
emergéncia da radicula, significando o final do processo germinativo (Bewley &
Black, 1994).

Embora o padrao de absor¢dao de dgua possa ser similar entre sementes
de diferentes espécies, a duragdo de cada fase ¢ dependente tanto das
caracteristicas da semente, a exemplo de longevidade, estadio de maturacao,
dorméncia, cultivar e idade das sementes, quanto das condi¢des do ambiente
durante a hidratacdo, como disponibilidade de agua, temperatura e composicao
do substrato (Bray, 1995).

Assim, nessa pesquisa, foram avaliadas as alteragdes enzimaticas
durante o processo de germinagdo das sementes de pimenta malagueta e
habanero yellow processadas em diferentes estddios de maturacdo, durante o

armazenamento.

4 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida na area experimental e no Laboratorio Central
de Sementes do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. A cidade esta localizada na Regido Sul de Minas
Gerais, Latitude 21° 14’S e Longitude 40° 17°W ¢ a 918,8 m de altitude. O
clima se enquadra no tipo Cwb da classificagdo de Koppen. A temperatura
média anual ¢ de 19,4°C e a pluviosidade se distribuem principalmente de
outubro a abril, com valores anuais de 1529,7 mm.

Em uma primeira etapa da pesquisa, no més de dezembro, foram
formadas mudas de pimenta para a instalacdo do experimento no campo. Para
isso as sementes de pimenta das espécies malagueta (Capsicum frutescens) e

pimenta habanero yellow (Capsicum chinense), foram semeadas em bandejas de
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“isopor” com 72 células, contendo substrato comercial Plantimax-hortaligas e 5
mL de solu¢do de 2000 ppm de sulfato de amonio por célula. Apos 45 dias da
semeadura, foi realizado o transplantio das mudas na area experimental do setor
de olericultura, do Departamento de Agricultura em area com latossolo
vermelho-escuro (LE), textura argilosa.

O solo foi preparado convencionalmente e as correcdes foram feitas de
acordo com a andlise quimica do mesmo. Os ensaios foram instalados em
delineamento de blocos casualizados (DBC) com quatro repeti¢des. Cada
parcela referente a pimenta Malagueta constou de 2 linhas de 5 m de
comprimento com 5 plantas por metro, espagadas de 1,5 m entre linhas; e cada
parcela referente a de pimenta Habanero Yellow foi composta de 2 linhas de 11
metros de comprimento com 11 plantas por metro, espacadas de 1,5 metros entre
linhas.

A adubagdo de cobertura, assim como os demais tratos culturais foram
realizados de acordo com os recomendados para a cultura. Os dados de
temperatura de umidade relativa do ar durante o desenvolvimento das plantas
estdo apresentados na tabela 1A.

As sementes, das duas espécies, foram extraidas manualmente de frutos
em trés estadios de desenvolvimento: El(frutos com os primeiros sinais de
amarelecimento), E2(frutos maduros) e E3(Frutos maduros e submetidos a sete
dias de repouso). Apods a extragdo as sementes foram secadas em estufa com
circulagdo de ar a 35°C até atingirem 8% de teor de agua.

Os frutos de pimenta malagueta do estadio E1 apresentam caracteristica
de cor alaranjada enquanto que do estadio E2 e E3 de cor vermelha. Ja os frutos
de pimenta habanero do estadio E1 apresentam caracteristica de cor verde com
manchas alaranjadas enquanto que do estadio E2 e E3 de cor alaranjada.

As sementes, nos trés estadios de desenvolvimento, foram extraidas

manualmente e submetidas a secagem em estufa de circulagdo a 35°C até
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atingirem 8%. As sementes foram acondicionadas em embalagens plasticas
impermeaveis e armazenadas em camara fria a 10°C e 50% de umidade relativa.

As sementes recém armazenadas (periodo 0 de armazenamento) e
naquelas armazenadas por quatro ¢ oito meses foram submetidas ao teste de
germinacdo. Nesse teste a semeadura foi feita sobre duas folhas de papel mata
borrdo, umedecidas com agua na proporgao de 3 vezes o peso do substrato seco,
em caixas plasticas tipo gerbox. As caixas foram mantidas em germinadores sob
regime alternado de temperatura ¢ luz (20°C/16 h no escuro ¢ 30°C/8 h na
presenca de luz). No sétimo dia, foram realizadas as contagens do numero de
plantulas normais, segundo as Regras para Analise de Sementes-RAS (Brasil,
1992). Cada tratamento foi avaliado em quatro repetigdes com 50 sementes. Os
resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

Para as analises eletroforéticas dos padrdes enzimaticos e da endo-B-
mananase, as sementes foram colocadas para germinar segundo a mesma
metodologia do teste de germinagdo e nos periodos de 0, 48, 96 ¢ 144 horas apods
a semeadura as sementes foram trituradas na presenga de PVP e nitrogénio
liquido em mortar sobre gelo e posteriormente armazenadas a temperatura de -
86°C.

Para a extracdo das enzimas, esterase, superoxido desmutase (SOD),
peroxidase, malato desidrogenase (MDH) e alcool desidrogenase (ADH), foi
utilizado o tampao Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na
propor¢ao de 250uL por 100mg de sementes. O material foi homogeneizado em
vortex e mantido em overnight, em geladeira, seguido de centrifugagdo a 14.000
rpm por 60 minutos, a 4°C.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e a 4,5% (gel concentrador). O sistema

gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 uL do
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sobrenadante das amostras no gel e a corrida eletroforética efetuada a 120 V por
5 horas.

Terminada a corrida, os géis foram revelados para as enzimas
peroxidase, esterase (EST), malato desidrogenase (MDH), alcool desidrogenase
(ADH) e superédxido dismutase (SOD), conforme Alfenas et al. (1991).

Para a extracdo da enzima endo-f-mananase, em cada microtubo com
100mg de p6 de cada amostra, foram adicionados 300 pl do tampao de extra¢ao
contendo 0,1 M Hepes ¢ 0,5 M de NaCl (pH 8,0) mais acido ascoérbico na
propor¢do de 5 mg do acido para cada ml de tampdo, em trés repeticoes. Em
seguida, os microtubos contendo as amostras foram agitados em Vortex por 1
minuto e levados para centrifuga a 10.000g por 30 minutos a 40C. O
sobrenadante foi aplicado em gel confeccionado com 6 ml de LBG (Locust Bean
Gum-Sigma nr 0753), 0,24 g de agarose (Qbiogene) e 24 ml de tampao pH 5,0.
O LBG 0,5% foi preparado aquecendo a solug@o por 2 horas a 80 oC, seguida de
resfriamento em temperatura ambiente .

Ja o tampdo pH 5,0 foi preparado adicionando-se 11 ml de 4cido
citrico 1M, 50 ml de Na2HPO4 e 149 ml de agua destilada, num total de 210 ml.
Os suportes do gel com U-frame (Pharmacia 8001106-89) (vidros) foram
limpados com etanol. Este suporte foi coberto com Gelbond film (Pharmacia nr
80-112932), ficando o lado hidrofébico em contato com o primeiro vidro, para
que o lado hidrofilico ficasse em contado com o gel. O gelbond foi coberto com
o segundo suporte e estes suportes foram unidos por prendedores. O gel antes de
ser aplicado, foi aquecido em microondas por 1 minuto até a total dissolucao da
agarose. Pelo mesmo periodo, o suporte foi aquecido em estufa a 80°C para que
ndo houvesse perigo de trincas no vidro por diferencas de temperatura entre o
vidro ¢ o gel. Neste momento foi feita a aplicagdo em temperatura ambiente.
Apos a solidificagdo, o gel foi armazenado em geladeira por um periodo de 24

horas. O gel foi furado com furador de 2 mm de didmetro e estes furos foram
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succionados para retirada de restos de gel com bomba a vacuo. Foram aplicados
2ul do extrato da amostra por furo, em 3 repeticdes de cada amostra. O gel foi
transferido para um germinador a 25 °C por periodo de 21 horas, no escuro, em
camara umida.

Para a revelacdo, o gel foi inicialmente lavado em &agua destilada,
lavado em tampao (tampao do gel) por 30 minutos ¢ novamente lavado em agua
destilada. Logo apds, o gel foi coberto com o corante vermelho congo a 0,5%
por 30 minutos ¢ colocado em etanol por 10 minutos para a remogao do corante.
Removido o etanol com agua destilada, foi adicionada uma solucdo de 1M de
NaCl até a observacdo visual da formagdo de halos brancos nos furos que
continham as amostras. Nesse momento, foi feita a medigdo do didmetro dos
halos em duas dire¢des com um paquimetro resultando em uma média. Para o
calculo da atividade da enzima, foi feita uma comparacdo com a curva padrao
gerada pela endo-B-mananase comercial de Aspergillus niger (Megazyme). O
calculo da atividade da enzima endo-f-mananase foi realizado segundo Downie
(1994).

Além do teste de germinagdo e¢ da avaliagdo das enzimas durante o
processo de germinacéo, foram determinados o grau de umidade das sementes e
vigor por meio dos testes de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia

(IVE), condutividade elétrica e envelhecimento acelerado.

O grau de umidade das sementes foi avaliado em estufa a 105+3°C
durante 24 horas, utilizando-se duas subamostras para cada tratamento,
conforme as Regras para Analise de Sementes — RAS (Brasil, 1992). Os
resultados foram expressos em porcentagem média por tratamento.

No teste de emergéncia a semeadura foi realizada em bandejas
multicelulares de “isopor” com células separadas, contendo substrato comercial

(Plantimax-hortaligas). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo em
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sistema de nebulizagdo intermitente, a temperatura de 25 a 30°C. Cada
tratamento foi composto por quatro repetigoes de 50 sementes. Foram realizadas
avaliagOes diarias a partir do inicio da emergéncia, computando-se o numero de
plantulas emersas até a estabilizagdo do estande. Foi avaliada a porcentagem de
plantulas normais aos 14 dias e o indice de velocidade de emergéncia, segundo a
féormula proposta por Maguire (1962).

O teste de condutividade elétrica foi conduzido no sistema de massa
com quatro repeticoes de 50 sementes por tratamento. As sementes foram
pesadas com precisdo de duas casas decimais, e em seguida, colocadas em copos
plasticos descartaveis com 25mL de agua destilada. Apds 24 horas de embebicao
a temperatura de 25°C, a condutividade elétrica foi determinada com auxilio de
um condutivimetro com resultados expressos em pS/cm/g, de acordo com o
método descrito por Panobianco & Marcos Filho (1998).

No teste de envelhecimento acelerado foram utilizadas caixas plasticas
tipo “gerbox”, como compartimento individual (mini-cAmera), possuindo em seu
interior uma bandeja com tela de aluminio onde as sementes foram distribuidas
de maneira a formarem camada uniforme. Dentro de cada compartimento
individual, foram adicionados 40 mL de agua destilada. As caixas foram
mantidas em incubadora por 72 horas, a 38 °C. Decorrido esse periodo de
envelhecimento, quatro amostras de 50 sementes por tratamento foram
submetidas ao teste de germinag@o conforme a metodologia ja descrita. A
avaliagdo foi realizada aos 10 dias apds a semeadura e os resultados foram
expressos em porcentagem média de plantulas normais (Torres, 2005).

O delineamento experimental utilizado nos testes por meio dos quais se
avaliou a qualidade fisiologica das sementes de pimentas foi o de blocos
casualizados, em esquema fatorial 3X3 para cada espécie separadamente, sendo
os fatores: estadio de desenvolvimento do fruto (E1, E2 e E3) e periodos de

armazenamento (0, 4 e 8 meses).
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Foi realizada a analise de variancia para todos os testes, utilizando o
programa estatistico Sisvar (Ferreira, 2000). Para a comparagdo entre as médias,
foi utilizado o Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

Para os dados quantitativos ndo foi feita regressdo por causa de serem

apenas 3 pontos estudados e com isto o R2 seria de 100 %.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resumos das analises de varidncias dos dados obtidos nos testes para
avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes de pimenta malagueta e
habanero nos diferentes estadios de desenvolvimento e nos trés periodos de
armazenamento estdo apresentados nas Tabelas 2A e 3A, respectivamente.
Houve interagdo significativa entre o estadio de desenvolvimento x periodo de
armazenamento para todas as variaveis estudadas, nas duas espécies, com
excegdo do teste de condutividade elétrica para a pimenta malagueta, que houve
significancia apenas para cada fator isolado.

Logo apds a extragdo, antes de as sementes terem sido submetidas a
secagem, os graus de umidade das sementes de pimenta malagueta foram de:
50,55% no estadio de desenvolvimento 1 (E1), 47,19% no segundo estadio (E2)
e 33,12% no estadio 3 (E3). Ja para a pimenta habanero foram: 68,98% no
estadio de desenvolvimento 1 (E1), 62,37% no segundo estadio (E2) e 54,51%
no estadio 3 (E3).

O grau de umidade das sementes acondicionadas em embalagens
plasticas impermedveis foi monitorado durante o armazenamento e,
independente do estadio de desenvolvimento verificou-se manutengao do mesmo
em 8%. Pinho et al. (2005), ao armazenarem sementes de citrumelo ‘Swingle’
em embalagens plasticas impermeaveis, também observaram que o teor de agua

nas sementes ndo foi alterado, durante o armazenamento.
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Menores valores de germinacdo foram observados nas sementes de
pimenta malagueta e habanero processadas no primeiro estadio de
desenvolvimento (E1), em todos os periodos de armazenamento (Tabela 1). Nos
periodos de 0 ¢ 8 meses de armazenamento, para ambas as espécies, ndo houve
diferenca entre os valores de germinagdo observados nas sementes processadas
nos estadios E2 e E3 de desenvolvimento. Ja aos quatro meses de
armazenamento maiores valores de germinag¢ao foram observados em sementes
processadas no estadio de desenvolvimento E3. Segundo Nascimento et. al.,
(2006) frutos imaturos, de coloragao verde, geralmente produzem sementes com
baixo vigor e poder germinativo ou até inférteis.

Barbedo A. et al. (1994) também verificaram que sementes de berinjela
de melhor qualidade foram obtidas de frutos com 50 dias de idade submetidos a
15 dias de armazenamento pos-colheita. Segundo Sanchez et al. (1993) sementes
de pimentdo devem permanecer no fruto maduro (idade de 50 dias apds antese)
apos a colheita, de 7 a 14 dias, para que o potencial maximo de germinagdo seja
atingido.

A germinagdo das sementes de pimenta malagueta processadas nos
estadios E1, E2 e E3 foi aumentada no quarto més de armazenamento. Esse
resultado pode estar relacionado a presenca de dorméncia nas sementes a qual
foi quebrada ao longo do armazenamento. Esses resultados corroboram aos
encontrados por Lakshmanan & Berke (1998), Bosland (1999) e Nascimento
(1998), nos quais houve dorméncia nas sementes recém-colhidas de espécies do
género Capsicum.

Na presente pesquisa, durante a avaliagdo do teste de germinagdo em
sementes recém armazenadas foi observado a presenca de sementes embebidas,
sem protrusdo radicular. No entanto, essas sementes ndo encontravam-se mortas,
o que pode ser constatado por meio do teste de tetrazolio. As sementes

embebidas estavam vidveis sem quaisquer sintomas de deterioracao.
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No oitavo més de armazenamento foi observada redugdo na germinagao
em relacdo a observada no quarto més de armazenamento, para sementes de
malagueta. A redugdo na germinacdo com o armazenamento das sementes pode
ser atribuida a maior deterioragdo. Esse resultado também foi observado no teste
de emergéncia de plantulas (Tabela 1).

Nas sementes de pimenta habanero também foi observado aumento da
germinacdo nas sementes processadas nos estadios E2 e E3 no quarto més de
armazenamento. No entanto, esses valores foram mantidos em sementes
processadas no estadio E3 ou aumentados, em sementes processadas no estadio
E2, aos oito meses de armazenamento. Para essa espécie os valores de
germinacdo observados em sementes processados no estadio E1 foram muito
baixos e ndo foram diferenciados estatisticamente ao longo do armazenamento.

De uma maneira geral pode-se inferir suposta quebra de dorméncia das
sementes durante o armazenamento. Belletti & Quagliotti (1989) relataram que €
alta a porcentagem de sementes de pimenta que ndo germinam até 14 dias, apds
a semeadura, podendo ser necessario um periodo de até 45 dias para que a
maioria das sementes de um lote germine satisfatoriamente. Em algumas
situacdes, o atraso na germinacdo e¢ as reducdes no estande final tém sido
atribuidos a ocorréncia de dorméncia nas sementes. De acordo com Randle &
Honma (1981) o periodo de duragdo dessa dorméncia ¢ relativamente curto, no
maximo trés meses, de modo que o intervalo de tempo compreendido entre a
colheita das sementes ¢ a semeadura ¢ suficiente para que, por ocasido da
semeadura, a dorméncia seja superada. Para se ter garantia de uma emergéncia
rapida e uniforme das plantulas, recomenda-se que, apos a colheita dos frutos,
extracdo e secagem das sementes, estas sejam mantidas armazenadas, em

condigdes ambientes, por um periodo de, pelo menos, seis semanas, para que a

dorméncia seja totalmente superada (Nascimento et al., 2006).
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TABELA 1 Valores médios de plantulas normais, obtidos no teste de
germinacdo (%) de sementes de pimenta malagueta e habanero
colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento ao longo
do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 3Bb 40Ca 11Bb
2 13Ac 55Ba 42Ab
3 22Ac¢ 67Aa 50Ab
JHabanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 1Ba 3Ca 7Ba
2 25Ac 41Bb 58Aa
3 32Ab 50Aa 53 Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

De acordo com os padrdes enzimaticos ndo foi observada diferenca na
atividade das enzimas nas sementes secas ¢ naquelas embebidas por 0 hora
daquelas embebidas por 48 horas, em ambas as espécies estudadas, em todos os
padrdes enzimaticos, com exce¢do da observada para enzima endo-B-mananase.

Foram verificadas variagdes nos padroes da enzima malato
desidrogenase (MDH) em sementes de pimenta malagueta (Figura 1), com o
avango do processo de germinagdo. Tanto nas sementes recém armazenadas
quanto naquelas armazenadas por quatro meses houve atividade maior da
enzima até 96 horas de embebi¢do da semeadura, com reducdo da mesma no
periodo de 144 horas. Nas sementes armazenadas por periodo de oito meses, foi
observada maior atividade dessa enzima no periodo de 144 horas de embebigao.

Em sementes de pimenta habanero (Figura 2) foi observada menor
atividade dessa enzima no periodo de 144 horas de embebicdo em sementes

processadas nos diferentes estadios de desenvolvimento.
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A MDH desempenha papel significativo no ciclo de Krebs, uma vez que
catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato, produzindo NADH, que ¢ um
produto fundamental na produgdo de ATP e de compostos intermediarios
essenciais ao funcionamento das células (Taiz & Zeiger, 2004), sendo uma
enzima chave na respiragdo aerdbica das sementes.

Infere-se dessa forma que nas sementes recém armazenadas e naquelas
armazenadas por quatro meses a respiragdo aerdbica seja maior no inicio do
processo de germinagdo. Ressalta-se que a maior porcentagem de protrusdo
radicular foi observada aos 4 dias da semeadura, em ambas as espécies
estudadas.

Ja no oitavo més de armazenamento, pelo fato das sementes estarem em
estadios mais avangados de deterioragdo ha maior intensidade respiratoria e
consequentemente maior demanda de atividade da enzima MDH em sementes de
pimenta malagueta e habanero.

Dependendo do periodo de armazenamento e do periodo de embebigdo
considerando as duas espécies estudadas, houve variacdo nos padrdes da enzima
MDH em sementes processadas nos diferentes estadios de maturacdo. Aos
quatro meses de armazenamento, por exemplo, menor atividade dessa enzima foi
observada em sementes processadas no estadio de desenvolvimento E3 em
sementes de pimenta malagueta. Essa diferenca ndo foi observada em sementes
recém processadas e naquelas armazenadas por periodo de oito meses.

Em pesquisa realizada por Taiz & Zeiger (2004) ndo foi observada
diferenca na atividade da MDH em sementes durante o processo de maturacao.
No entanto, os autores relataram que os 6rgdos de reserva em desenvolvimento
necessitam de maior suprimento energético e com isso, a atividade respiratoria

nesses tecidos vegetais ¢ mais intensa.
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FIGURA 1 Padrdes eletroforéticos da enzima MDH observados em sementes
de pimenta malagueta durante a germinagdo: 0 hora (A); 48
horas (B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1 (1), E2 (2)
e E3 (3) com 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses de armazenamento.

FIGURA 2 Padroes eletroforéticos da enzima MDH observados em sementes
de pimenta habanero durante a germinagdo: 0 hora (A); 48 horas

(B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1 (1), E2 (2) e E3
(3) com 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses de armazenamento.




Em relagdo aos padrdes observados para a enzima alcool desidrogenase
(ADH), maior atividade foi observada em sementes recém armazenadas
submetidas a embebigdo por 144 horas e em sementes armazenadas por quatro
meses e submetidas a embebigdo por 96 ¢ 144 horas (Figura 3) em sementes de
pimenta malagueta.

Na Figura 4, em sementes de pimenta habanero, observa-se que com o
avango do periodo de embebicao a atividade da enzima ADH diminui nos trés
periodos de armazenamento. Verificou-se também que a atividade da enzima
aumentou ao longo dos periodos de armazenamento em sementes embebidas por
48 horas.

Ressalta-se que essa enzima esta envolvida na respiracdo anaerobica.
Quando houve aumento da atividade da ADH em sementes de pimenta
malagueta recém processadas e naquelas armazenadas por periodo de quatro
meses e expostas a 144 horas de embebicao, foi observada reducdo na atividade
da MDH, enzima importante da rota aerdbica na respira¢do das sementes.

Assim como foi verificado nos padroes da MDH, houve variagdo na
atividade da enzima ADH em sementes processadas em diferentes estadios de
maturagdo, em fungdo do periodo de armazenamento e do periodo de
embebi¢do. Em geral, nessas condigdes, maior atividade da ADH foi observada
em sementes processadas no estadio E3, ap6s 96 horas de embebicdo, em
sementes de malagueta nos trés periodos de armazenamento (Figura 3). Em
sementes de habanero (Figura 4) maior atividade da ADH foi observada em
sementes processadas no estddio E2 e E3, apds 48 horas de embebi¢ao nos
periodos de zero e oito meses de armazenamento. J4 aos quatro meses de
armazenamento foi observado para esta enzima maior atividade em sementes

processadas nos trés estadios de desenvolvimento com 48 horas de embebicdo.
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Esses resultados corroboram com os dados de germinagdo e vigor, em
que as sementes processadas nos estadios E2 ¢ E3 possuem maior qualidade do
que as sementes do estadio E1.

Esta enzima esta relacionada a respiragdo anaerdbica, promovendo
reducdo do acetaldeido a etanol (Buchanan et al., 2005). O aceltadeido acelera a
deterioragdo das sementes (Zhang et al., 1994); portanto, com o aumento da
atividade da ADH, as sementes ficam mais protegidas contra a agdo deletérica

deste composto.

FIGURA 3 Padrdes eletroforéticos da enzima ADH observados em sementes
de pimenta malagueta durante a germinacdo: 0 hora (A); 48 horas
(B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1 (1), E2 (2) ¢ E3
(3) com 0 (P0), 4 (P4) ¢ 8 (P8) meses de armazenamento.
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FIGURA 4 Padroes eletroforéticos da enzima ADH observados em sementes
de pimenta habanero durante a germinag@o: 0 hora (A); 48 horas
(B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1 (1), E2 (2) e E3
(3) com 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses de armazenamento.

Em relacdo aos padroes observados para a enzima esterase, em sementes
de pimenta malagueta (Figura 5), foi observado naquelas processadas no estadio
E2 de maturagdo, recém armazenadas e armazenadas por periodo de quatro
meses, 0 aparecimento de uma banda quando as mesmas foram submetidas a
embebigdo por 96 horas. Ja nas sementes armazenadas por periodo de oito meses
os padrdes observados foram diferenciados dos demais. Houve maior atividade
dessa enzima independente do estadio de maturagdo das sementes e do periodo
de embebicdo.

Em sementes de pimenta habanero (Figura 6), foi observado naquelas
processadas nos trés estadios de desenvolvimento maior atividade da esterase no
periodo de oito meses de armazenamento.

A esterase é uma enzima que participa da hidrolise de ésteres de
membrana. Esse fato demonstra maior peroxidagao de lipidios, uma vez que esta

enzima esta envolvida em reagdes de hidrolise de ésteres estando diretamente
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ligada ao metabolismo de lipidios (Santos et al., 2004). Muitos desses lipidios
sdo constituintes de membranas, cuja degradagdo aumenta com a deterioragdo.

Branddo Junior et al. (1999) observaram diminui¢do da intensidade de
um grupo de bandas de esterase ¢ aumento de outras com o envelhecimento de
sementes de milho. Chauhan et al. (1985) verificaram, em sementes de soja e
cevada, aumento no numero de bandas com o envelhecimento das sementes,
sendo algumas bandas associadas a estadios especifico de envelhecimento.

Em relagdo aos padrdes da enzima a-amilase para pimenta malagueta
(Figura 7) e para pimenta habanero (Figura 8), observa-se que houve variacdo na
atividade da enzima em fungdo do estddio de desenvolvimento no qual as
sementes foram processadas, periodo de armazenamento e tempo de exposicao a

embebigao.

FIGURA 5 Padrdes eletroforéticos da enzima esterase observados em
sementes de pimenta malagueta durante a germinagao: 0 hora
(A); 48 horas (B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1
(1), E2 (2) ¢ E3 (3) com 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses de
armazenamento.
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FIGURA 6 Padrdes eletroforéticos da enzima esterase observados em
sementes de pimenta habanero durante a germinagdo: 0 hora
(A); 48 horas (B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio E1
(1), E2 (2) e E3 (3) com 0 (P0), 4 (P4) e 8 (P8) meses de
armazenamento.

A atividade da enzima a-amilase pode ser evidenciada pelas bandas
mais claras em fundo azulado devido a reacdo do iodo com a amilase, tratando-
se de uma revelacdo negativa. Desta forma, o amido foi hidrolisado nos locais
em que a enzima estava presente.

Em sementes, de pimenta malagueta, recém armazenadas (P0), houve
aumento na atividade da enzima a-amilase com o aumento do periodo de
exposicdo a embebicdo e com o avango no estadio de maturacdo. Ja nas
sementes armazenadas por quatro meses houve maior atividade da enzima
quando processadas no estadio de desenvolvimento El, quando comparada a
observada em sementes recém armazenadas. Nessas sementes, armazenadas por
quatro meses, houve aumento de atividade da a-amilase quando foram
processadas no estadio de desenvolvimento E3 e embebidas por 96 e 144 horas.

De uma maneira geral, menor atividade da enzima a-amilase foi observada em
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sementes armazenadas por periodo de oito meses. Nessas sementes maior
atividade da enzima foi observada quando embebidas por 96 horas.

Em sementes de pimenta habanero maior atividade da enzima a-amilase
foi observada aos quatro meses de armazenamento quando comparada com o0s
periodos de zero e oito meses de armazenamento, em sementes processadas em
todos os estadios de desenvolvimento. Sementes processadas no estadio El
apresentaram maior atividade dessa enzima do que as sementes processadas nos
estadios E2 e E3, nos diferentes tempos de embebicdo e periodos de
armazenamento, com exce¢ao das sementes recém armazenadas embebidas por
48 horas e as armazenadas por oito meses e embebidas por 96 horas.

De acordo com Nedel et al. (1996), dentro de um grupo de enzimas, a o
e P - amilases estdo envolvidas no principal sistema de degradagdo do amido. O
desenvolvimento da atividade da amilase constitui um importante evento,
podendo ser detectado durante o inicio da germinagdo das sementes, sendo seu
principal papel, disponibilizar substratos para utilizagdo da plantula até que ela
se torne fotossinteticamente auto-suficiente.

Um grande numero de tipos de dorméncia de sementes decorre do
bloqueio da agdo da o - amilase. A ocorréncia desta enzima ¢ largamente
distribuida nas plantas, principalmente associada com a [ - amilase. A a -
amilase presente nas sementes dormentes encontra-se em pequenas quantidades,
mas durante a germinagdo todas as sementes rapidamente desenvolvem esta
enzima. Desta maneira a o - amilase pode ser prontamente encontrada nas
sementes em germinagao (Mayer, 1976).

Na presente pesquisa, por meio dos dados de germinagdo (Tabela 2 -
malagueta), foi observada a presenca de sementes dormentes, principalmente
quando processadas no estadio E1 de desenvolvimento, recém armazenadas.
Nessas sementes foi observada baixa atividade da a-amilase, o que confirma a

importancia dessa enzima no processo de germinacao de sementes de pimenta.
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Essas observagoes reforcam relatos de Petruzzelli & Taranto (1990) e
Livesley & Bray (1991), os quais enfatizam que, em sementes com alto indice
de dorméncia, a atividade da amilase tem sido pequena.

De modo geral, esses resultados estdo coerentes com aqueles
encontrados por Shaw & Ou-Lee (citados por Das & Sen-Mandi, 1992), os quais
trabalhando com sementes de arroz relataram que a atividade da o - amilase ¢
essencial para a germinacao das sementes.

Em ambas as espécies estudadas, nas sementes processadas nos estadios
de desenvolvimento E1, E2 e E3 e recém-armazenadas (P0), houve aumento na
atividade da enzima endo-f-mananase (Figura 9 e 10) a medida que foi
aumentado o periodo de embebicdo das sementes, durante o processo de
germinacdo. Houve maior atividade dessas a 144 horas de embebi¢do o que

coincidiu com o periodo observado para a ocorréncia de protrusao radicular.

FIGURA 7 Padrdes eletroforéticos da enzima alfa-amilase observados em
sementes de pimenta malagueta durante a germinagdo: 0 hora
(A); 48 horas (B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio El
(1), E2 (2) e E3 (3) com 0 (P0), 4 (P4) ¢ 8 (P8) meses de
armazenamento.
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FIGURA 8 Padrdes eletroforéticos da enzima alfa-amilase observados em
sementes de pimenta habanero durante a germinagdo: 0 horas
(A); 48 horas (B); 96 horas (C) e 144 horas (D) no estadio El
(1), E2 (2) e E3 (3) com 0 (P0), 4 (P4) ¢ 8 (P8) meses de
armazenamento.

As sementes dos trés estadios de desenvolvimento, armazenadas por
quatro e oito meses, germinaram com 96 horas de embebicdo. Esses dados
podem ser correlacionados com a maior atividade dessa enzima em sementes
submetidas a esses tratamentos.

Maior atividade da enzima, em valores absolutos, foi verificada nas
sementes processadas nos estadios de desenvolvimento E2 ¢ E3 em todos os
periodos de armazenamento e de embebicdo, durante o processo de germinacao.

Os menores valores de germinagdo e de vigor foram observados nas
sementes processadas no estadio de desenvolvimento E1 e recém armazenadas.
Nessas sementes foi observada menor atividade da enzima endo-f-mananase, o
que indica a importancia dessa enzima na germinagdo de sementes de pimenta.
Observa-se ainda pelas Figuras 9 e 10 que maior atividade dessa enzima foi

observada nas sementes armazenadas por quatro meses e embebidas por periodo
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de 96 horas, em todos os estddios de desenvolvimento nas quais foram
processadas.

Pelos resultados dos testes utilizados para a avaliagdo da qualidade
fisiologica foi observado aumento nos valores de germina¢do e vigor em
sementes armazenadas por periodo de quatro meses. Com base nesses resultados
infere-se a presenga de dorméncia em sementes recém colhidas. Essa dorméncia
provavelmente tenha sido superada no quarto més de armazenamento em fungao
da maior atividade da enzima endo-f-mananase.

Para Bewley (1997), em algumas sementes a germinagao ocorre devido
ao enfraquecimento dos tecidos que circundam o embrido permitindo, dessa
forma, o alongamento da radicula. Neste caso, o potencial de pressdo (y,) no
embrido ndo ¢ suficiente para levar a expansdo das paredes celulares e
crescimento do mesmo. A redugdo da resisténcia mecanica, imposta pelo
endosperma, ao alongamento da radicula € controlada pela acdo de enzimas
como endo-B-mananase. Em sementes de café (coffea arabica), a degradagdo do
endosperma micropilar ¢ devida a acdo da enzima endo-fB-mananase facilitando

a emissdo da raiz primaria (Da Silva et al., 2004).
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FIGURA 10 Atividade da enzima endo-B-mananase em sementes de pimenta
habanero durante Oh, 48h, 96h ¢ 144h de germinagdo no estadio
E1 (A), E2 (B) e E3 (C) nos trés periodos de armazenamento 0, 4
¢ 8 meses.

Os resultados obtidos no teste de emergéncia de plantulas em bandeja e
indice de velocidade de emergéncia, sob condigdes de casa de vegetacdo, estao
apresentados na Tabela 2. Menores valores de emergéncia de plantulas foram
observados em sementes processadas no estadio de desenvolvimento E1, para as
duas espécies, em todos os periodos de armazenamento, com exceg¢do dos
observados em sementes da malagueta no quarto més de armazenamento, nos
quais ndo houve diferenga estatistica entre os diferentes estadios. Segundo
Nascimento et al. (2006), a semeadura de sementes de pimenta recém-extraidas
do fruto pode representar um risco para a obtencdo de estandes uniformes,
contribuido para a elevagdo do gasto de sementes.

Para sementes de malagueta ¢ habanero aos 4 meses de armazenamento
houve aumento nos valores de emergéncia de plantulas provenientes de

sementes processadas nos diferentes estadios de desenvolvimento, com excegao
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das sementes da malagueta processadas no estadio E2. Houve redugdo desses
valores aos oito meses de armazenamento, em sementes de malagueta colhidas
no estadio E1 (Tabela 2).

E importante ressaltar também, no entanto, que apesar dos relatos sobre
a ocorréncia de dorméncia em sementes de pimenta (Randle & Honma, 1981;
Edwards & Sundstrom, 1987), ha também referéncias nas quais ¢ mencionado o
sucesso no estabelecimento de plantulas em casa de vegetacdo, quando as
sementes de determinadas cultivares sdo extraidas de frutos completamente
maduros e semeadas em seguida (Bolsland, 1999). Randle & Honma (1981)
verificaram em trabalho com diferentes cultivares do género Capsicum, que o
genotipo e a idade do fruto influenciam na intensidade de dorméncia das
sementes. Os autores afirmam que sementes extraidas de frutos supermaduros
germinam mais rapidamente, havendo aumento da intensidade de dorméncia
com o decréscimo da idade do fruto.

No inicio do armazenamento, logo apos a extracdo e secagem, foram
observadas em sementes de pimenta malagueta colhidas maduras e que
permaneceram em repouso dentro do fruto por sete dias, maiores valores de
emergéncia de plantulas. Essa diferenca ndo foi observada aos quatro meses de
armazenamento. Ja aos oito meses de armazenamento menores valores de
emergéncia foram observados em sementes colhidas mais imaturas. Esse
resultado também foi observado no indice de velocidade de emergéncia (IVE)
(Tabela 2).

Pelos resultados do IVE foi observado menor vigor em sementes de
malagueta e habanero colhidas no estadio E1. Neste teste observou-se aumento
de vigor nas sementes armazenadas por quatro meses e processadas nos trés
estadios. No entanto, aos oito meses, para a malagueta, houve aumento de vigor

das processadas no E3, redu¢do nas colhidas no E1 e manutencdo das colhidas
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no E2. Ja para a habanero, aos oito meses, houve aumento de vigor das
processadas no E3 e E2 e manutengdo das colhidas no E1.

Segundo Barbedo C. et al. (1994), pelo indice de velocidade de
emergéncia foi possivel detectar pequenas diferengas existentes na qualidade
fisiologica das sementes de pepino de frutos colhidos entre 15 e 45 DAA e ndo
submetidos ao armazenamento. Valdes & Gray (1998), ao colherem frutos de
tomate com diferentes idades, mas sem submeté-los ao armazenamento pos-
colheita, observaram que o tempo médio de germinacdo das sementes diferiu
significativamente entre os estadios de maturagdo do fruto, sendo maior nas
sementes menos maduras ¢ decrescendo com decorrer da maturagao.

Pelos resultados do teste de envelhecimento acelerado, em sementes de
malagueta (Tabela 3), verificou-se aumento no vigor das sementes de malagueta
armazenadas aos quatro meses, em relagdo as sementes recém armazenadas.
Embora tenha ocorrido redugdo no vigor das sementes colhidas no estadio El
aos oito meses de armazenamento, ndo foi observada diferenga estatistica
significativa. Para a espécie de habanero (Tabela 3), esse aumento no vigor foi
observado aos quatro e oito meses de armazenamento em sementes colhidas no
estadio E2. Ja para as sementes processadas nos estadios E1 e E3 este aumento
foi observado no oitavo més de armazenamento.

No inicio do armazenamento, sementes processadas no E3, mostraram-
se mais vigorosas, para as duas espécies. Ja aos quatro e oito meses de
armazenamento ndao houve diferenca estatistica entre os valores de vigor
observados nas sementes de malagueta processadas nos estadios E2 e E3. Para
habanero as sementes processadas no estadio E3 foram mais vigorosas em todos
os periodos de armazenamento. Independente do periodo de armazenamento
menor vigor foi observado em sementes de habanero colhidas no estadio El.
Esse tltimo resultado também foi observado por meio do teste de condutividade

elétrica (Tabela 4 ¢ 5).
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TABELA 2 Valores médios de emergéncia (%) e indice de velocidade de
emergéncia (IVE) de plantulas normais de sementes de pimenta
malagueta e habanero colhidas em diferentes estadios de
desenvolvimento ao longo do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
Emergéncia
1 52Chb 69 A a 54Bb
2 68 B a 76 A a 71 Aa
3 60ADb 71 Aa 75Aa
IVE
1 9Bc¢ 19Ba 16 Bb
2 20AD 27Aa 26 Aa
3 18Ac 24 Ab 28Aa
Habanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
Emergéncia
1 5Cb 35Ba 30Ba
2 60BDb 85Aa 84 Aa
3 75Ab 86 Aa 87 Aa
IVE
1 0Cb 5Ba 5Ca
2 8Bc 23 Ab 29Ba
3 13Ac 25ADb 34Aa

Médias seguidas pela mesma letra maifiscula na coluna e minascula na linha, para
cada variavel, ndo diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de
probabilidade.

Nesse teste de envelhecimento acelerado, o vigor foi crescente até o
quarto més de armazenamento, em sementes de malagueta, em todos os estadio
de desenvolvimento. Esses resultados sdo similares aos observados em tomate
(Vidigal et al., 2006; Dias et al., 2006), abobora italiana (Alvarenga et al., 1991)
e melancia (Alvarenga et al., 1984).

Maior lixiviacdo de exudatos foi observado em sementes imaturas em

func¢do de menor estruturagdo do sistema de membranas das organelas e celular.
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Da mesma, forma, maior lixiviagdo também foi observada aos oito meses de

armazenamento (Tabela 5).

TABELA 3 Valores médios de plantulas normais obtidas apos o
envelhecimento acelerado de sementes de pimenta malagueta
e habanero colhidas em diferentes estddios de
desenvolvimento ao longo do armazenamento.

Malagueta
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 5Bb 49Ba 40B a
2 9Bb 63 Aa 7T0Aa
3 52Ab 69 Aa 69 Aa
Habanero
Periodos de armazenamento
Estadios 0 4 8
1 I1Cb 3Chb 23Ca
2 20Bc¢ 68BDb 87Ba
3 43 ADb 47 ADb 95Aa

Meédias seguidas pela mesma letra maiuscula na coluna e mintiscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

O valor da condutividade elétrica medida na solugdo de embebicdo de
sementes ¢ funcdo da quantidade de ions lixiviados, estando diretamente
relacionado com a integridade das membranas celulares. Desta forma,
membranas mal estruturadas e células danificadas estdo, geralmente, associadas
com o processo de deterioracdo da semente, ou seja, com sementes de baixo
vigor (Vieira & Krzyzanowski, 1999; AOSA, 2002).

Em sementes de pimenta habanero (Tabela 6), maior vigor, avaliado
pelo teste de condutividade elétrica, foi observado em sementes processadas no
estadio E3, recém armazenadas e armazenadas por oito meses. Ndo houve
diferenca significativa nos valores de condutividade observados em sementes

processadas nos estadios E2 e E3 e armazenadas por periodo de quatro meses.
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Corroborando os resultados dos demais testes de vigor, menores valores
de condutividade elétrica foram obtidos com o aumento da idade dos frutos,
indicando maior organizagdo do sistema de membranas das sementes com o
decorrer da maturagdo. Demir & Ellis (1992) verificaram que a condutividade
elétrica de sementes de tomate que era maxima aos 25 dias apds antese, atingiu
valor minimo aos 55 dias apds antese, coincidindo com o potencial maximo de
germinacao das sementes.

Independente do estadio de desenvolvimento, em sementes de pimenta
habanero, ao final dos 8 meses de armazenamento houve menores médias de
condutividade elétrica. Resultados semelhantes foram observados por Vidigal et
al. (2006); Dias et al. (2006) em sementes de tomate obtidas de frutos em
diferentes estadios de maturacao e também submetidos ao armazenamento pos-

colheita.

TABELA 5 Valores médios de lixiviados (ps/cm/g), obtidos por meio do
teste de condutividade elétrica em sementes de pimenta
malagueta colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento
ao longo do armazenamento.

Estddios  Condutividade elétrica  Periodos Condutividade elétrica

1 801b 0 681 a
2 760 a 4 691 a
3 750 a 8 938b

Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade.
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TABELA 6 Valores médios de lixiviados (us/cm/g), obtidos por meio do
teste de condutividade elétrica em sementes de pimenta
habanero colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento
ao longo do armazenamento.

Periodos de armazenamento

Estadios 0 4 8
1 825Cb 580Bb 634Ca
2 750B ¢ 535Ab 463 B a
3 654 Ac 511Ab 406 A a

Médias seguidas pela mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha, ndo
diferem entre si, pelo Teste de Scott-Knott, ao nivel de 5% de probabilidade.

6 CONCLUSOES

Durante o processo de germinacdo ha variagdes na atividade das
enzimas esterase, malato desidrogenase, alcool desidrogenase, a-amilase e endo-
B-mananase nas sementes processadas em diferentes estadios de
desenvolvimento e no armazenamento.

As enzimas alfa amilase e endo-f-mananase sdo importantes no
processo de germinacdo de sementes de pimenta malagueta e habanero.

Os menores valores de germinagao e vigor sdo observados em sementes
processadas a partir de frutos com os primeiros sinais de amarelecimento (El)e
recém armazenadas.

A qualidade fisiologica das sementes durante o armazenamento varia
com os estadios de desenvolvimento nas quais foram processadas e com o

periodo de armazenamento.
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ANEXOS

TABELA 1A Valores médios das temperaturas maximas (Tx), minimas
(Tn), e médias (Tm), da umidade relativa (UR), da
precipitacdo total (Pt) e da  insolagdo (I) dos meses
correspondentes ao periodo de desenvolvimento da cultura

na safra 2007.
Meses Tx(°C) Tn(®*C) Tm(°C) UR (%) Pt(mm) I (horas)
Janeiro 27,6 18,7 21,9 85,7 554,7 3,1
Fevereiro 28,9 18,1 22,6 73,1 151,3 7,5
Margo 30,9 18,1 23,6 66,5 35,4 9,0
Abril 28,1 17,2 21,8 72,4 35,6 7,3
Maio 25,7 12,8 18,1 70,6 30,4 7,5
Junho 25,8 11,1 17,3 66,3 59 8,8
Julho 25,4 11,1 17,1 66,8 17,6 7,7

Fonte: Setor de Agrometeorologia do Departamento de Engenharia — UFLA
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TABELA 2A Analise de variancia dos dados obtidos nos testes para avaliagdo da qualidade fisiologica em sementes de
pimenta malagueta em diferentes estadios (E1, E2, E3) submetidos a 0, 4 ¢ 8 meses de armazenamento.

Quadrados médios

Fonte de G o A Envelhecimento Matéria Condutividade
- Germinagdo  Emergéncia IVE .
variagao acelerado seca elétrica
Bloco 3 56,8148 74,8426 19,9537 37,5833 0,00002 3705,5833
Estadio (E) 2 2368,00007  611,0278  359,5278" 3088,0833" 0,00002™° 8887,1111°"
Periodo (P) 2 5916,5833"°  416,6944  253,8611° 5626,3333" 0,00006" 254721,36117
E*P 4 217,83337  107,1944" 17,1111° 606,6667" 0,00005" 1515,1944™
Erro 24 44,0440 25,5093 5,4954 47,3542 0,00001 716,0208
cv (%) 20,32 7,60 11,18 14,51 16,31 3,47
Média 32,67 66,47 20,97 47,42 0,019 770,53

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade pelo Teste F; **Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F; ~> Nio

significativos pelo Teste F.
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TABELA 3A Analise de variancia dos dados obtidos nos testes para avaliacdo da qualidade fisiologica em sementes
de pimenta habanero em diferentes estadios (E1, E2, E3) submetidos a 0, 4 ¢ 8 meses de

armazenamento.
Quadrados médios
F oqte Ele GL  Germinacio Matéria Emergéncia IVE Envelhecimento Condlrltiyidade
variagao seca acelerado elétrica
Bloco 3 64,1852 0,000010 15,6574 3,8889 103,4815 452,5185
Estadio (E) 2 6199,00007 0,000428 12611,5833" 1408,7778"  10555,0278"  171934,7500"
Periodo (P) 2 1200,5833" 0,004490" 1818,2500"  780,7778" 6697,4444" 988549,7500"
E*P 4 207,3333"  0,000101"  100,2083" 81,4444 984,2778" 29238,0000"
Erro 24 27,1644 0,000006 27,3032 5,8889 23,2106 1029,2269
cv (%) 17,28 12,23 8,58 15,22 11,18 4,67
Média 30,17 0,02 60,92 15,94 43,11 687,00

“Significativo ao nivel de 1% de probabilidade pelo Teste F.



