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RESUMO

A demanda por sementes de pimenta habanero tem ntaduoe
consideravelmente em func¢do da expansdo do agminedas pimentas. No
entanto, sementes dessa espécie apresentam baatalade fisioldgica
constituindo um dos principais problemas enfrerdagelos agricultores.
Objetivou-se nesta pesquisa avaliar a qualidadeldiggca de sementes de
pimenta habanero durante o desenvolvimento asgimo @oexpressdo de genes
envolvidos na germinacdo de sementes. O experinfenttonduzido em area
experimental e no laboratério Central de SementesDépartamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras. focalhidos frutos com 14,
21, 28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias ap6s a aifizéd). Foram utilizadas
também sementes provenientes de frutos colhido§@abas apds a antese e
submetidos ao repouso por sete dias. Parte dasitsmmemlhidas nos diferentes
estadios foi submetida a secagem a 35°C até asimsraingirem 8% de teor
de agua. Para a avaliacdo da qualidade fisiologtdZou-se os testes de
germinacgdo, primeira contagem de germinacéo, T&Mergéncia de plantulas.
A expressdo das enzimas alfa amilase, isocitrase lée end@ mananase foram
avaliadas pela técnica de eletroforese e a expreksigenes amylase (B73),
Isocitrato liase (ICL6) e Endp mananase MAN2, Acido abscisico (NCED) e
Giberelina (GA30x1) foi avaliada pela técnica deTefRCR em sementes néo
secadas e submetidas a secagem. Maiores valorgsrianacdo e vigor de
sementes de pimenta habanero foram observados mentss extraidas de
frutos colhidos aos 70 DAA e submetidos ao repouss sete dias
independentemente do processo de secagem. Maiogse&p da enzima alfa
amilase e do gene AmyB73 foi observada em semealiislas apés 63 DAA e
ndo submetidas a secagem. Maior expressdo da eeridtigl mananase foi
observada em sementes extraidas de frutos cola@og0 DAA e submetidas a
sete dias de repouso, independentemente de seremadmusubmetidas a
secagem. A expressdo do gene MAN2 foi aumentadaccdesenvolvimento
até 70 DAA, naquelas sementes ndo submetidas gesecMaior expressao do
gene NCED foi observada em sementes em estadio taadio de
desenvolvimento (70DAA), independentemente da swagPara o0 gene
GA3o0x1, a partir de 42 DAA, houve reducéo da exgite a maior expressao
desse gene foi observada em sementes ndo subnietideagem.

Palavras-chave: Qualidade de sementes. qRT-PChi&ao. Vigor.



ABSTRACT

The demand for habanero pepper seeds has increassiderably due
to the expansion of peppers agribusiness. Howeesrls of this species have
low physiological quality constituting one of theaim problems faced by
farmers. The objective of this research was touatalthe physiological quality
of habanero pepper seeds during development assvéilie expression of genes
involved in seed germination. The trial was condddn the experimental area
and at Central Seed Laboratory of the Agriculturep@rtment - Federal
University of Lavras. Fruits were harvested at24, 28, 35, 42, 49, 56, 63 and
70 days after anthesis (DAA). It also was used séuan fruits harvested at 70
days after anthesis and subjected to rest for sdags. Part of seeds harvested
at different stages was subjected to drying at@ufitil the seeds reach 8% of
water content. For the physiological quality evéiiawas used the germination
test, first germination count, T50 and seedling myeiece. The expression of
alpha-amylase enzymes, Isocitrate lyase and @nt@annanase were analyzed
by electrophoresis technique. The genes expressamylase (B73)Isocitrate
lyase (ICL6) and Endd3 mannanase MANZ2Abscisic acid (NCED)and
Gibberellin (GA3ox1)was determined using gRT-PCR technique in seeds not
dried and subjected to drying. Higher values ofrieation and seed vigor were
observed in habanero pepper seeds extracted fuita frarvested at 70 DAA
and submitted to rest for seven days regardlesiseoflrying process. Increased
expression of alpha amylase enzyme and gene AmyRig3observed in seeds
harvested at 63 DAA and not subjected to dryingrdased expression of the
enzyme end@ mannanase was observed in seeds extracted framHauvested
at 70 DAA and subjected to seven days of rest, dradr not subject to drying.
MAN2 gene expression was increased with the devedmp until 70 DAA, in
those seeds not subjected to drying. NCED greatsre gexpression was
observed in seeds at a later stage of developr@biiA), independently of the
drying. For gene GA3oxlfrom 42 DAA, there was observed a decrease
expression and the increased expression of this gas observed in seeds not
subjected to drying.

Keywords: Seed quality. gRT-PCR. Germination. Vigor
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1 INTRODUCAO

As pimentas séo estimulantes do apetite e awslideedigestéo, além
de serem fontes de proteinas, glicidios, lipideiserais e vitaminas, sobretudo
vitaminas C e E tém sido utilizadas na culinaridgretudo nos paises tropicais,
ha centenas de anos e a sua exploragédo induseideca cada ano, com o
desenvolvimento de molhos e alguns preparadosrdésilds. Parte da producao
brasileira de pimentas é utilizada em diferentasnés, como pdaprica, pasta
desidratada, conservas e ornamentais.

No Brasil, pimentas sdo produzidas em todos osdastaobretudo em
Goias, Minas Gerais, Sdo Paulo, Ceara e Rio GraodS&ul. A crescente
demanda do mercado tem impulsionado o aumento €& cultivada e o
estabelecimento de agroindistrias em diferenté8egglo Brasil.

Devido a expansdo do agronegdcio das pimentas armpor
sementes de pimenta com alta qualidade, principaémee espécies picantes
como a Habanero, aumentou consideravelmente. Nmtenta producdo em
grande escala tem sido limitada pela baixa ofertsednentes de qualidade.

Sementes de pimenta apresentam germinacdo lentaegular e
geralmente baixo vigor, mesmo sob condi¢des faemsaconstituindo um dos
principais problemas enfrentados pelos produt®ésos autores tém associado
a germinacdo lenta e desuniforme em sementes denf@ma presenca de
dorméncia.

A dorméncia parece ser controlada por varios genegologicamente
tem o papel de distribuir a germinacdo no tempo.eN@nto, sob o ponto de
vista da tecnologia de sementes, a dorméncia pede & perdas na semeadura e
na formag&o de mudas comprometendo a implantacéuoltiaa.

Os fito-hormdnios atuam nos mecanismos de dormé&ngjarminacao

de sementes. A expressdo de genes para a biosgietésido abscisico (ABA)
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em sementes de pimenta pode estar associada & eltadorméncia. Ha
evidéncias de que o acido abscisico é um importagtdador, tanto da indugéo
guanto da manutencao, do estado de dorménciantdaéita de germinacao. Por
outro lado as giberelinas sdo horménios que indugerminacdo de sementes.
Em algumas espécies esse fito-horménio é importaamteintese de enzimas-
chave na germinacéo de sementes a exemplo dggendnanase e alfa amilase.

Assim, a avaliacdo da qualidade fisiolégica de swewe durante o
desenvolvimento de sementes de pimenta torna-seoriampe para o
estabelecimento de plantas no campo e alta praodiadie.

Diante do exposto, objetivou-se nesta pesquisaiaaval qualidade
fisiolégica de sementes de pimenta habanero dutad&senvolvimento, assim

como a expressédo de genes envolvidos na germidacggeamentes.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Mercado, importancia e caracteristicas de pimeas

As pimentas pertencem ao gén€rapsicum possivelmente originarias
da América tropical, e vém sendo cultivadas desderemeiras civilizacoes,
estando disseminadas atualmente por quase todamdomne a expansao do seu
cultivo deu-se, principalmente devido a sua capakidle adaptacao a diferentes
condi¢cbes ambientais.

As espécies domesticadas do gén€apsicumsdo autégamas, com
baixa taxa de polinizacdo cruzada dependendo dalagdm entomdfila da
regido de cultivo. Apresentam ciclo de vida pereneanual, em fungcdo da
regido de cultivo. Sdo plantas arbustivas, comecaamilenhoso, chegando a
ultrapassar um metro de altura, com ampla raméicdateral. Com sistema
radicular pivotante, apresenta elevado namero méicacdes laterais, podendo
atingir de 70 cm a 120 cm de profundidade. As ®lhpresentam tamanho,
coloracao, formato e pilosidade variaveis, enttetarcor predominante é verde.
Quanto ao formato, as folhas podem variar de omalagu lanceoladas a
deltoides. As hastes podem apresentar ou ndo anitogi ao longo de seu
comprimento e/ou nos nés, podendo variar de glabtéspilosas (HENZ;
RIBEIRO, 2008).

Os frutos, seu principal produto, sdo bagas, g&bodeciduos ou
persistentes; séo alongados, arredondados, tramegul ou conicos,
campanulados, quadrados ou retangulares; e apesert vermelhos ou
amarelos quando maduros, podendo ser alaranjaolkss e até pretos. Sua
principal caracteristica € o sabor pungente, dewdidpresenca do alcaloide
capsaicina, presente no tecido da superficie dzemia, que é liberado ao se
cortar o fruto (CARVALHO; BIANCHETTI, 2008).
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As fases de desenvolvimento dos frutos sdo carzaties por alteragbes
gue culminam com a matura¢do, o amadurecimentoaérfente a senescéncia.
O amadurecimento constitui a fase final da matwragé# é caracterizada pelo
amolecimento da polpa, desenvolvimento do aroma eathor dos frutos. Em
frutos de pimenta habanef®. chinenselacquin), foram identificados 102
diferentes compostos volateis responsaveis petoadns frutos verde-maduros
e maduros, com predominéancia de diferentes tip@adeis, aldeidos e cetonas
que conferem aroma distinto em cada estadio de wewithento (PINO;
SAURI-DUCH; MARBOT, 2006).

As sementes sdo reniformes, aplanadas, clarasemagje em grande
namero; o embrido é curvo. O nimero cromossémicie ger igual a 24 ou 26
(CARVALHO; BIANCHETTI, 2008).

Dentre os 5 taxons do géne@apsicum que sédo domesticados, dois
deles tém sido mais explorados comercialmente rasilBC. annuume C.
chinense.

O centro primério de diversidade da espécapsicum chinensé o
México e o Brasil € o centro secundario de divaxdid que tem a Bacia
Amazobnica como area de maior diversidade (REIFSCBER, 2000). Esta é
representada pelas pimentas conhecidas como habapienenta-de-bode,
cumari, murupi, pimenta-de-cheiro, biquinho, entratras (CARVALHO;
BIANCHETT]I, 2008).

A pimenta habanero, é bastante difundida desderibeCaté o Brasil,
sendo consumida preferencialmeint@atura e é considerada uma das pimentas
mais picantes.

Botanicamente, se caracteriza pela corola da flanda com duas a
cinco flores por nd, raramente solitdrias. O pddicdessa espécie é
normalmente pendente, podendo estar ereto ou aadjnpossuindo uma

constricdo junto ao calice com a presenca de amioe nas anteras. Apresenta
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frutos pendentes com formas retangulares, sendosoafilados na ponta, tendo
de 2 a 4 cm de comprimento e 2 a 6 cm de larguran imaturos apresentam
coloracao verde, tornando-se vermelhos, laranja@redos, brancos ou até
mesmo de cor purpura e marrom quando maduros (CARNAet al., 2003).

Vale ressaltar que as pimentas da esp€ciehinensesdo facilmente
confundidas com as da espé€ie frutencense isso se deve a proximidade
genética entre as duas espécies. A principal g&timorfologica entre elas é a
presenca de uma constricdo anelar, localizada entrélice e o pedunculo,
encontrada nos frutos @ chinens¢ CARVALHO; BIANCHETTI, 2008).

O cultivo de pimentas ocorre praticamente em tedaggides do pais e
€ um dos melhores exemplos de agricultura fanelide integracdo do pequeno
agricultor e a agroindustria (REIFSCHNEIDER, 20083 principais regides
brasileiras produtoras de pimenta sdo Sudeste,eNi@d Centro-Oeste, com
destaque para os estados de Minas Gerais, Go@®abéo, Ceard e Rio Grande
do Sul.

O mercado de pimentas no Brasil € muito segmentéadorerso, em
razdo da grande variedade de produtos e subprodusos e formas de
consumo. Nesse mercado tem destaque o de pimemasaializadas natura,
em pequenas quantidades, no atacado e no varejotodms os Estados
brasileiros (HENZ; RIBEIRO, 2008). Esse mercado veafrendo grandes
modificacbes pela exploracdo de novas variedadesicedesenvolvimento de
produtos com grande valor agregado, impulsionandaumento da area
cultivada e o estabelecimento de agroindUstriasiatmio o agronegécio de
pimentas um dos mais importantes do pais (RUFINENTREADO, 2006).

Em 2012, a exportacdo brasileira de pimenta girou@no de 52.923
ton. o equivalente a 268.582 mil US$. J4 as impdds foram de apenas 986
ton. ao custo de 7.835 mil US$ (COMPANHIA NACIONAIDE
ABASTECIMENTO - CONAB, 2013).



15

Com o aumento do mercado e da area plantada h& deimanda por
sementes de alta qualidade. No Brasil é cultivammimente cerca de 13 mil ha
de pimentas e pimentdes, gerando uma producaceekstiem 280 mil toneladas,
sendo 2.000 ha, ocupados com pimentas doces etqaic@HENZ, 2004,
REIFSCHNEIDER; RIBEIRO; LOPES, 1998). O tamanhol ®a relevancia
dessas informacBes sdo dificeis de estimar, pdhmgnte por falta de
estatisticas confidveis e de informacgbes sisteaddz (HENZ; RIBEIRO,
2008).

Embora haja uma tradi¢cdo de cultivo e consumo oetias no Brasil,
independentemente de sua importancia como centiispersao de espécies
como C. baccatume C. chinensga producdo do pais apresenta ainda pouca
relevancia no cenario mundial das pimentas.

Esse quadro possivelmente esta sendo revertidanpetatancia recente
gue as pimentas alcancam como umas das poucaslichsrtaacionais
exportadas e pela sua associacdo com pequenasicigions de conserva.
Além disso, a exploracdo de novos tipos de pimeamtasdesenvolvimento de
produtos com alto valor agregado tem gerado nopagunidades de negécios,
aumentando assim a prospeccdo de mercado e a apgworde nichos
especializados (HENZ, 2004).

Em func&o do aumento do cultivo de pimentas noiBrasdemanda por
sementes de alta qualidade. Nesse sentido é impor@aimplantacdo de um
programa de controle de qualidade desde a procatéda comercializacdo das
mesmas. Uma das demandas neste programa de comdraigialidade é o
conhecimento dos processos de formacdo de semasdmsio a determinacdo

do estadio de colheita.
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2.2 Desenvolvimento de sementes

O desenvolvimento das sementes pode ser divididdarésnfases: a
primeira fase, caracterizada por inimeras divis@hslares apds a fertilizacao
do 6vulo; a segunda fase, em que ha o aumentoUmoude de matéria seca no
endosperma e/ou embrido; e a terceira fase, quacdise a dessecacdo ou
secagem, caracterizada pela reducdo no teor de dggamente (MARCOS
FILHO, 2005).

Em geral, o desenvolvimento do fruto e da sementerre
simultaneamente e de forma sincronizada (CARVALNBKAGAWA, 2000).

O acompanhamento do desenvolvimento das semenrfigifoécom base nas
modificacdes que ocorrem em algumas caracterisfisias e fisioldgicas,

como tamanho, teor de 4gua, conteldo de matéadsaseicnulada, germinacéo e
vigor (DIAS, 2001).

Em hortalicas de frutos carnosos, como o pimentadm temate, a
maturidade das sementes geralmente coincide conicim ida mudanca de
coloracdo dos frutos. Vale salientar ainda que esseates podem atingir a
maturidade apés a colheita dos frutos quando elssam por um periodo de
descanso ou repouso, que varia de 7 a 10 diaxya@iflesco e ventilado, antes
da extragdo das sementes. Nesse caso, sementasagrainda presentes no
fruto completam o seu desenvolvimento, resultando rmaelhor qualidade
fisiolégica e maior rendimento (DIAS, 2001).

Segundo Nascimento e Freitas (2006), em espégas sementes estdo
contidas em frutos carnosos, como em pimentas, abgres maximos de
germinacgdo, vigor e acumulo de matéria seca ocogeando as sementes
atingem a maturidade fisiolégica. A partir dessatppa germinacéo e o vigor
geralmente declinam. No entanto, nem sempre o ntagicdmulo de matéria

seca coincide com a méaxima qualidade fisiolégicasdmente, o que foi
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constatado em experimentos com pimentdo (OLIVEIRAle 1999) e tomate
(BERRY; BEWLEY, 1991; DIAS et al., 2006; KNOW; BRAEDRD, 1987). A
falta de conhecimento do melhor estadio de colldgtaementes de pimentas
pode ser uma das causas da baixa germinacao edeigementes.

Para as espécies deapsicum,sabe-se que® ponto de maturidade
fisiolégica ocorre por volta de 55 a 65 dias apdantese. Gongalves (1997)
verificou que o ponto de maturidade fisiol6gica s#enentes de pimentag.(
annuumL.) ocorreu a partir dos 55 dias ap0s a antessejay quando as plantas
estavam com 100 dias de idade. Nesse estadio deagéd, foram observados
valores maximos de vigor, peso seco e germinaciisataentes

Sanchez et al. (1993), estudando a influéncia daridade do fruto,
armazenamento e tratamento de maturacdo pés-eolin@it qualidade de
sementes de pimentao, concluiram que as semertaklax de frutos maduros
e excessivamente maduros apresentaram maior pes@ seaior porcentagem
de germinacao, sendo que esses frutos foram cellaside 50 e 60 dias apds a
antese, respectivamente.

Apesar das variacdes, € consenso que a maturidsidbdica de
sementes d€apsicum annuunk.. ocorre a partir dos 55 dias apds a antese,
apesar das condicbes de temperatura e umidadivaedat local de producéo
influenciar nesse periodo de maturidade fisiolod@s sementes.

Portis et al. (1999), estudando a relacdo entreadares fisiologicos e
0 inicio das atividades de replicacdo do DNA e rdese deB-tubulina em
sementes de pimentdo em diferentes estadios devobsmento, observaram a
aquisicao de tolerancia a dessecacédo dessas disdids apds a antese e aos
56 dias, a aquisi¢do completa dessa tolerancia.

Durante o desenvolvimento das sementes ha a efipreles proteinas
especificas que podem estar associadas a toleddeissecacdo, germinacao e

dorméncia de sementes. Em algumas espécies egtzings ja foram descritas.
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No entanto, em sementes de pimenta ha necessigadstublar as principais
enzimas e hormdnios relacionados a germinacdoneéthaia destas.

Queiroz et al. (2011) trabalhando com sementesirdernpa habanero,
ndo submetidas e submetidas a secagem, relataraenfagens reduzidas de
germinacdo e emergéncia de plantulas, atrelandegaltado a dorméncia das
sementes, pois, durante a avaliacdo do teste deirgeydo, foi observada a
presenca de sementes embebidas sem protrusdolandia entanto, essas
sementes ndo estavam mortas, o que foi constatadanpio do teste de
tetrazdlio, onde as sementes embebidas estavagisji&@em quaisquer sintomas
de deterioragéo.

Resultados semelhantes aos encontrados por Quetirakz (2011) ja
haviam sido relatados por Caixeta (2009) que traalo com sementes da
mesma espécie, colhidas em trés estadios de déderamto, observaram
dorméncia nas sementes a qual foi superada ao tmgomazenamento. Diante
disso, ressalta-se a importancia de estudos rakdis aos eventos alistados a

dorméncia em sementes de pimenta habanero.

2.3 Dorméncia em sementes de pimenta

A dorméncia parece ser controlada por varios genesologicamente
tem o papel de distribuir a germinagdo no tempo.eNi@anto, sob o ponto de
vista da tecnologia de sementes, a dorméncia pede & perdas na semeadura e
na formag&o de mudas comprometendo a implantacéuoltiaa.

Vale ressaltar que a dorméncia ndo deve ser soraesteiada com a
auséncia de germinacdo. Preferivelmente, tem sidsoceada a uma
caracteristica da semente que determina as cosdigégueridas para a
germinacgéo (FENNER; THOMPSON, 2005).
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Existem dois tipos de dorméncia, a priméria e arsdéria. As sementes
apresentam dorméncia priméaria quando sdo dispdesatanta-mae em estado
de dorméncia (SIMPSON, 1990). Logo, a dorméncianfia € induzida
durante o desenvolvimento e deve-se a presencaido abscisico (ABA)
durante a maturacdo das sementes na planta-madHQRET, 1995). A
dorméncia adquirida ap6s a dispersdo é caractarizzmmo dorméncia
secundaria (SIMPSON, 1990) e pode estar relaciorsadatores que séo,
geralmente, usados em laboratério para a quebdard@ncia como a secagem
ou a embebicgdo. Véarios sdo os tratamentos aplEfeaed a quebra desse tipo de
dorméncia a exemplo do resfriamento estratificadmecimento estratificado,
luz, giberelinas e outros hormoénios (KUCERA; COHNEUBNER-
METZGER, 2005), vapores de substéncias como asdiidas (KROCK et al.,
2002) e componentes como o 6xido nitrico (BAILLY02). Krock et al. (2002)
demonstraram que a indugdo de dorméncia secuné@miasementes de
Nicotiana attenuatacorre naturalmente por um sinal quimico dado p&8 e
outros terpenos presentes no material que recofisesementes em seu habitat.
A dorméncia secundaria €, muitas vezes, fisiolégiaasta associada com os
ciclos de dorméncia anuais em bancos de semerEdNER; THOMPSON,
2005; HILHORST, 1998).

A dorméncia priméria € perdida em resposta as ¢éadiambientais, j&
a dorméncia secundaria ocorre se as condicOesrigagigpara a germinacdo
estiverem ausentes. A dorméncia secundaria podpesdida e adquirida de
acordo com as condicBes prevalecentes. Essas nasdar@s niveis de
dorméncia sdo graduais (BASKIN; BASKIN, 1998, 200#ENNER;
THOMPSON, 2005; HILHORST, 1998).

Além da dorméncia primaria e secundaria tém-seaailii¢drentes tipos
de dorméncia. Nikolaeva (1967, 2004) prop0s unemiatde classificacdo da

dorméncia considerando o fato de que a mesma éndesela tanto por
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propriedades morfologicas quanto fisiolégicas damentes. Baseados nesse
sistema, Baskin e Baskin (1998, 2004) propuseransigtama de classificacédo
gue compreende cinco tipos de dorméncia de seméstekgica, morfoldgica,
morfofisioldgica, fisica e a combinacéo da fisids®logica.

A dorméncia fisiologica é o tipo de dorméncia queevplece,
principalmente em sementes que compdem o0s bancesndentes em regides
temperadas. E também caracteristica das espécalandilizadas em estudos
de dorméncia, tais comArabidopsis thaliana, Helianthus annuus, Lactuca
sativa, Lycopersicon esculentum, Nicotiasmp.,Avena fatuag outros cereais.
Os niveis de dorméncia fisiol6gica podem variaacierdo com a intensidade da
dorméncia (BASKIN; BASKIN, 2004). Sementes que aprégam uma profunda
dorméncia fisioldgica ndo germinam ou produzemtplas normais.

Nesse tipo de dorméncia, tratamentos com gibesctifia sao eficientes
para a quebra da dorméncia e sdo necessarios nEsEs de frio ou calor para
que as sementes germinem (BASKIN; BASKIN, 2004; GHNSAVAGE;
CLAY, 1994). Vale ressaltar que quando sementegsaptam dorméncia
fisiolégica em niveis menos profundos, os trataoentom giberelinas,
armazenamento e frio ou calor sdo capazes de gueds@ dorméncia e quando
as sementes germinam produzem plantulas normaifASBR; BASKIN,
2004).

A dorméncia morfolégica é evidente em sementes @mbrides
subdesenvolvidos, em termos de tamanho. Os embri@dessdo dormentes
fisiologicamente, mas precisam de tempo para aresagerminar (BASKIN;
BASKIN, 1998; 2004).

Ja a dorméncia morfofisioldgica é tipica de sensewt@mn embrides
subdesenvolvidos e que ainda tém um fator fisiothgie dorméncia (BASKIN;
BASKIN, 2004). As sementes de espécies que apmsemsse tipo de
dorméncia, tais coméraxinus excelsior(FINCH-SAVAGE; CLAY, 1994),
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devem ser tratadas com giberelinas ou com frioler gmara a superagéo do
estado de dorméncia (BASKIN; BASKIN, 1998, 2004).

A dorméncia fisica deve-se a impermeabilidade dgurtento.
Escarificagdo mecénica ou quimica pode quebrar dssaéncia (BASKIN;
BASKIN, 1998).

Quando se tem a combinacao da dorméncia fisicaiadfijica, esta é
caracterizada pela impermeabilidade do tegumenticda com a dorméncia
fisiologica do embrido (BASKIN; BASKIN, 2004).

Esse sistema de classificacio mostra a diversiddele fatores
morfologicos e fisiolégicos envolvidos no contrdie dorméncia em resposta as
diferentes condi¢cbes ambientais. Para a compreetsialiferentes tipos de
dorméncia de sementes, é necessario 0 conhecindestanecanismos que
regulam esse fenémeno.

Segundo Bosland e Votava (1999), Lakshmanan e BEIRe8) e
Nascimento (1998), sementes ndo submetidas a secimespécies do género
Capsicumpodem apresentar dorméncia. Nascimento et al6j2&frmam que,
uma vez constatada a ocorréncia de dorméncia emnsesnde pimenta, estas,
deverdo ser armazenadas por determinado periodomgate de trés a quatro
meses, para que o fendmeno seja superado. Asssmeadura de sementes de
pimenta recém-extraidas do fruto pode representarisco para a obtencéo de
estandes uniformes, contribuido para a elevacdgadto de sementes. Tais
informacdes corroboram com os resultados encorgrpdoCaixeta (2009), que
trabalhando com sementes de pimenta habanero a&slieich trés estadios de
desenvolvimento, observou a presenca de dorméngiarada ao longo do
armazenamento.

Em sementes onde a germinacdo é limitada pela rmpaseo
endosperma ha necessidade do enfraquecimento wesde para que haja a

protrusdo da radicula. Esse papel é desempenhadénms enzimas a exemplo
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da endd3-mananase, que esta presente no endosperma eentdifeisoformas,
sendo duas dessas inibidas pelo &cido abscisifaseale enfraquecimento do
endosperma na regido préoxima a radicula, inibingmtencial de pressao da
radicula (SILVA et al., 2004).

Groot e Karssen (1987), Nonogakii (1992) e Toordan e Hilhorst
(2000) avaliando a atividade da erflenananase em sementes de tomate
verificam que o enfraquecimento do endosperma distdamente ligado ao
aumento da atividade dessa enzima. Resultadostsamed foram relatados por
Pinto et al. (2007) e Silva et al. (2004) onde okm@m uma correlagdo entre
aumento da atividade da enzima efidmananase no endosperma micropilar
com o decréscimo da forca requerida para o embaéwper o endosperma
durante a germinacéo de sementes de café e lotesipgctivamente.

Caixeta (2009), trabalhando com sementes de pimeak@anero e
malagueta, colhidas em trés estadios de desenwitimobservou aumento da
atividade da enzima endlsmananase em sementes processadas nos estadios de
desenvolvimento mais avancados. Foi observada ammel@or atividade da
enzima nas sementes recém armazenadas independentestadio de
desenvolvimento das sementes.

Dentro de um grupo de enzimasy & - amilases estédo envolvidas no
principal sistema de degradacéo do amido. O debémemto da atividade da
amilase constitui um importante evento, podendaletrctado durante o inicio
da germinacgdo das sementes, sendo seu principal| pgigponibilizar substratos
para utilizacdo da plantula até que ela se torntos$mteticamente
autossuficiente (NEDEL; ASSIS; CARMONA, 1996).

Caixeta (2009), trabalhando com sementes das psmenalagueta e
habanero, observou a presenca de sementes dorpmirtegpalmente quando
foram processadas a partir de frutos imaturos émrearmazenadas. Nessas

sementes foi observada também, baixa atividadalamilase, o que ressalta a
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importancia dessa enzima no processo de germirdgdementes de pimenta,
confirmando os relatos de Livesley e Bray (199Pg&uzzelli e Taranto (1990),
0s quais enfatizam que, em sementes com alto iddickorméncia, a atividade
da amilase é pequena.

Varios tipos de dorméncia em sementes decorrenladudio da acao
da alfa-amilase. A ocorréncia dessa enzima é lagadistribuida nas plantas,
principalmente associada conff amilase. A alfa-amilase presente nas sementes
dormentes é encontrada em pequenas quantidadewstaettt durante a
germinacgao a expressao dessa enzima é aumentaf&RJE976).

Estudos relacionados aos mecanismos de dorméncsardentes, em
nivel molecular, sdo escassos, entretanto, em algupesquisas tém sido
fornecidos subsidios para o entendimento da dorméismolégica (BETHKE;
LIBOUREL; JONES, 2007; BOVE et al., 2005; CADMAN ai., 2006;
LEFEBVRE et al., 2006). Nesses trabalhos sao ndmtrgue os mecanismos
que determinam a dorméncia podem atuar nos comfasneéa embrido e/ou do
tegumento (BEWLEY, 1997b; HILHORST, 1995). Segundadman et al.
(2006), ha evidéncias de que o0s sucessivos blaguigierminacdo estao
associados as mudancas quantitativas e qualitatovermnscriptoma nos tecidos
da semente.

Enzimas envolvidas na degradacdo de lipidios pareén#luenciar no
nivel de dorméncia e consequentemente na germimagéacestabelecimento de
plantulas. Durante cada estagio da germinacaolo@ @it glioxalato inicia uma
funcdo de mobilizacdo dos triglicerideos, onderaagicomo a isocitrato liase,
tm sua expressdo aumentada devido ao metabolismo ligddeos
(GNIAZDOWSKA; BOGATEK, 2005). Essa enzima tem papaportante na
transformacédo de lipidios em sacarose que vai Sadaudurante 0 processo

germinativo.



24

A maior atividade da enzima isocitrato liase podtarerelacionada a
sementes mais vigorosas Martins et al. (2000). Essdidade, por vezes é
influenciada pela dorméncia (BEWLEY, 1997a).

Os fito-horménios atuam nos mecanismos de dorméngarminacao
de sementes. A expressédo de genes para a biosgietésido abscisico (ABA)
pode aumentar a dorméncia em sementes. Ha evidédeiaque o &cido
abscisico é um importante regulador, tanto da @&olggianto da manutencgéo, do
estado de dorméncia e também de germinacdo (BEWHNEY7a; KUCERA;
COHN; LEUBNER-METZGER, 2005). Nas sementes, o ABfomove o
desenvolvimento e a maturacdo do embrido, a sideeseeservas das sementes
(proteinas e lipidios), a tolerancia a seca, agaidda germinacao (dorméncia) e
a apoptose (FINKELSTEIN; GAMPALA; ROCK, 2002). Osrges mais
estudados com relagdo ao desenvolvimento de sesnénte ABI3 (Acido
Abscisico Insensivel), o qual é expresso espenificdie nas sementes (PERCY;
ZEIGER, 1994) e suas proteinas sdao membros de upo gie fatores da
transcricdo que atuam como intermediarios na regalade genes ABA-
responsivos durante o desenvolvimento de sementes.

Sementes em desenvolvimento raramente germinamamdq ocorre
germinacgdo precoce, a mesma esta associada 2&deficie sintese de ABA
(HILHORST, 1995; KARSSEN, 1976). Sendo assim, acgafcia de ABA
durante o desenvolvimento da semente estq assoc@tdaa auséncia de
dorméncia primaria.

Lefebvre et al. (2006), estudando a expressado gé&ucABA emA.
thaliana sugeriram que a sintese do hormonio, tanto nospredma quanto no
embrido, induz a dorméncia das sementes. Em sesngmtundamente
dormentes do ecotipo Cvi dA. thaliana, foi verificado que a dorméncia
provavelmente dependa do balanco entre a biossimtes catabolismo de
giberelinas GA e ABA (ALI-RACHEDI et al., 2004; CADAN et al., 2006). O
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tratamento de sementes dormentes com giberelinsogawm aumento
transitério na concentracdo de ABA, sugerindo quesementes dormentes,
existe um mecanismo de reacdo que mantém umaeklzio ABA/GA (ALI-
RACHEDI et al., 2004).

A dorméncia é determinada geneticamente e a regulatesse
fenbmeno também é definida pela expressédo de gesyecificos em cada
espécie. Cadman et al. (2006) estudando o envattimdo ABA e GA na
expressao dos genes relacionados a dorméncia atm@rque a expressao dos
genes ABI1 a ABI5, de mutantes Aeabidopsis thalianansensiveis ao ABA, é
regulada de forma complexa durante a inducdo eatfe da dorméncia, pelo
acido abscisico. Assim foi possivel aos autoresriugue ha um grande
nimero de transcritos para a biossintese de gieselem sementes com
diferentes profundidades de dorméncia. Além diksmera, Cohn e Leubner-
Metzger (2005) afirmaram que outros fito-horméniestdo envolvidos na
regulacdo da expressdo génica durante a inducdwtemgdo e superacdo da
dorméncia fisioldgica.

Essas informacdes referentes ao controle da gegédonpodem partir
das variacdes alélicas existentes entre locosdgyaddorméncia, bem como ao
processo de germinacdo (CADMAN et al., 2006).

E consenso no meio cientifico, que os fito-horménatuam nos
mecanismos de dorméncia e germinacdo de semerdesvittEncias de que o
acido abscisico (ABA) é um importante reguladonfdada inducdo quanto da
manutencdo, do estado de dorméncia (BEWLEY, 198EHCERA; COHN;
LEUBNER-METZGER, 2005).

Diferentes intensidades de dorméncia em sementes. dénaliana
dependem do balanco entre a biossintese e o databalle GA e ABA, que
determina a dominancia de um dos dois hormdniosatamento de sementes

dormentes com giberelina causa um aumento traiosit@ concentracdo de
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ABA, sugerindo que em sementes dormentes, existenaoanismo de reacao
gue mantém uma alta relagdo ABA/GA (ALI-RACHEDIagt 2004).

Desse modo, o estado de dorméncia é caracterizzZldoapmento da
biossintese de ABA e degradacédo de GA. De acomiouwrna hipétese sobre o
balangco hormonal em sementes dormentes, propostoKaissen e Lacka
(1986), ABA e GA agem em diferentes locais e em enttos diferentes durante
a “vida da semente”. O ABA induz a dorméncia dwaamtmaturacéo, e a GA
apresenta a funcdo de promover a germinacao.

Experimentos com sorgo (STEINBACH et al., 1997pmanutantes de
milho deficientes e insensiveis ao ABA (WHITE et aD00) demonstraram que
GA e ABA podem agir ao mesmo tempo sobre a dorraéaajerminacdo. A
inibicdo da biossintese de GA durante o desenvelvimmda semente tem efeito
similar ao da aplicagdo exdgena de ABA, por exempoprimindo a
viviparidade. E a relacdo ABA/GA, e ndo os teoresolutos dos hormdnios,
gue controla a germinacado. Entdo, é fato que a |@%&-gse diretamente ao sinal
do ABA durante a inducdo da dorméncia em cereaisedessaria a realizacio
de novas pesquisas que determinem a generalidaske fd@mdmeno.

Enquanto a manutencédo do estado de dorméncia deglendma alta
relacdo ABA/GA, a superacdo da dorméncia envolva oraior degradacao de
ABA e aumento da biossintese de GA, de forma gs& retacdo seja menor.

Essas conclusdes relativas a sintese e concentlacdB8A e GA sao
vdlidas para a regulacdo da dorméncia embriorfamaadicdo a concentracdo e
sintese hormonais, a transicdo do estado de darnpamé ndo dormente, em
muitas sementes, é caracterizada pela reducéo rddbiidade ao ABA e
aumento da sensibilidade a GA (ALI-RACHED et all02).

Um processo muito utilizado para o estudo e superda dorméncia € o
afterripening que consiste na secagem e armazenamento da seseeat que

apresenta baixas taxas metabdlicas, por um pedigtdominado e sob condi¢bes
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controladas. Durante afterripening, algumas sementes perdem a dorméncia
(BEWLEY, 1997a).

O afterripening promove a ampliacdo da faixa de temperatura para
germinacéo; a reducao na concentracdo de ABA ergonda resposta a GA; a
perda da necessidade de luz para germinar; o aomanmesposta a luz; a perda
da necessidade de nitrato para germinar e o aumdmtwelocidade de
germinagéo.

Os parametros que determinam as condi¢cdegfaoripening sdo a
umidade e teor de Oleo, estrutura do tegumentoedwrste e a temperatura
(MANZ et al., 2005).

Os mecanismos moleculares do processo ndo saocidodhieTém sido
propostas reacBes ndo enzimaticas que removendandisi da germinacéo,
reacOes antioxidantes (BAILLY, 2004), alteracbesrdenbranas e degradacéo
de proteinas especificas, via proteassoma (BORGHENODA; SA, 2002).
Usando cDNA-AFLP na andlise da expressdo génicad\érotiang Bove et al.
(2005), encontraram evidéncias de queafterripening alterou a taxa de
transcricdo Cadman et al. (2006) ratificram essas evidénaiasrabalhos com
A. thaliana.

Atualmente existem varias técnicas por meio dasgupossivel avaliar
a expressao de genes associados a qualidade deegme

A maximizacdo da sensibilidade dos métodos de dicaigtio tem
levado ao desenvolvimento de técnicas cada vez amaiscadas, dentre elas o
PCR Quantitativo em Tempo Real (QPCR), que ja dauba bastante tempo na
area médica. No entanto, mais recentemente temusiidtada em estudos de
expressdo génica e quantificacdo de sequénciascisge em plantas
(GACHON; SAINDRENAN, 2004). De modo geral, a inugatdo da
expressao génica em plantas, tem facilitado o camieato e o entendimento de

genes e vias metabdlicas.
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Na ciéncia basica, o gPCR tem sido amplamente eagoe na
guantificagdo de transcritos especificos (RT-q P@Rsim, a técnica de PCR
em tempo real pode ser utilizada para se estuelgprassado de genes associados
a qualidade das sementes, a exemplo dos envolvidss processos de
germinacéo e dorméncia.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local e materiais

A pesquisa foi conduzida na area experimental kahoratério Central
de Sementes do Departamento de Agricultura da thidaxle Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG. Essa regido apresenta ctipmCwb da classificacdo
de Koppen. A temperatura média anual é de 19,4P@laviosidade se distribui,
principalmente de outubro a abril, com valores &ndea 1529,7 mm.

Em uma primeira etapa da pesquisa foram formadamsnde pimenta
para a instalacdo do experimento para a producdsenhentes. Para isso as
sementes de pimenta habanefagsicum chinenye foram semeadas em
bandejas de “isopor” com 72 células, contendo satestomercial Plantimax-
hortalicas e 5 mL de solucdo de 2000 ppm de sull@tamodnio por célula. Apos
45 dias da semeadura, foi realizado o transpladds mudas na area
experimental do setor de sementes, do Departansentagricultura em area
com Latossolo Vermelho-escuro (LE), textura argilos

O solo foi preparado convencionalmente e as coggefditas de acordo
com a analise quimica do mesmo. O ensaio foi adtabm delineamento de

blocos casualizados (DBC) com quatro repeticdesdseajue cada parcela
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constituiu de duas linhas de 15 metros de comptimeom 15 plantas,
espacadas 1,5 metros entre linhas.

A adubacgédo de cobertura, assim como, os demais tratturais foram
realizados de acordo com os recomendados parsusacul

Durante a fase de florescimento, as flores foraguetadas diariamente,
no dia da antese, até obtenc@o do niumero de flubgarantissem a quantidade
de sementes suficiente para todas as analisesnEothidos frutos com 14, 21,
28, 35, 42, 49, 56, 63 e 70 dias apdés a antese JDAPOs a colheita, as
sementes foram extraidas manualmente e lavadagumancarrente. Separou-se
também frutos colhidos aos 70 dias apds a antegaads foram submetidos ao
repouso por sete dias seguido de extracdo das wEmmdotalizando 10
tratamentos.

As sementes foram extraidas manualmente com d@deilum estilete.
Ap6s a extracdo, as sementes foram desinfestadas soucdo 1% de
hipoclorito de sddio, por um minuto. Em seguidacpdeu-se instalacdo dos
testes para avaliacdo da qualidade das sementes.

Parte das sementes extraidas foi submetida a sedege em estufa de
circulacdo de ar, a 35 °C, até aproximadamente 8% ar de agua (QUEIROZ
et al., 2011).

3.2 Testes para a avaliagdo da qualidade fisiol6gic

Sementes nos diferentes estadios de desenvolvimento e sem
secagem, foram submetidas aos testes de germi(lERe&), primeira contagem
(TPC), emergéncia de plantulas (EMP), velocidade ggeminacdo e de
emergéncia (VG/VE), tempo médio para a ocorrén€i# Sle germinacao e

emergéncia ().



30

3.3 Determinacéo do teor de agua

O teor de agua das sementes foi determinado pelodméle estufa a
105°C durante 24 horas, utilizando-se duas subeasode 1 grama para cada
tratamento, conforme as Regras para Andlise de 1@eme RAS (BRASIL,

2009). Os resultados foram expressos em porcentagem

3.4 Teste de germinacgéo

O teste de germinacdo foi realizado com quatro tigges de 50
sementes semeadas sobre duas folhas de papel ondta-lhumedecidas com
agua na proporcao de trés vezes 0 peso do subst@tp em caixas plasticas
tipo gerbox que foram mantidos em camaras germinadoras tipd Bob
regime alternado de temperatura e luz, sendo 26%€Ho escuro e 30°C/8 h na
presenca de luz. As avaliagbes foram efetuadasseies e 14 dias apos a
semeadura (BRASIL, 2009) e os resultados, expressogporcentagem de

plantulas normais.

3.5 Tetrazolio

As sementes remanescentes de cada tratamentotel@eéegerminacdo
foram cortadas longitudinalmente, com uso de urtuthis A metade de cada
semente foi colocada em recipiente de plasticoresguersa em solucéo de sal
de tetrazélio a 0,075%, durante 3,5 horas, em teatyea constante de 37°C.
Ap6s a coloracdo, a avaliacdo foi realizada comuxilia de microscépio
estereoscopico para a determinacdo da viabilid&@eGLIARDI; MARCOS
FILHO, 2011).
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Vale ressaltar que o teste de tetrazolio foi radbz somente, nas
sementes colhidas a partir de 49 DAA. As sementdsidas nos estadios
anteriores a 49 DAA nao foram submetidas ao testeetiazélio devido ao seu
pequeno tamanho o que dificultou o corte para limagio das estruturas
internas.

3.6 Teste de primeira contagem

Efetuado em conjunto com o teste de germinacaage#dizado o teste
de primeira contagem de germinacdo, no sétimo @ids aa semeadura,

computando-se a porcentagem de plantulas normRi&$B., 2009).

3.7 Teste de emergéncia de plantulas

Para o teste de emergéncia foram utilizadas quefreticbes de 50
sementes distribuidas em bandejas multicelularepotlestireno com células
separadas, contendo substrato comercial Rilpmtimaxhortalica. As bandejas
foram mantidas em casa de vegetacdo dotada denaisie nebulizacéo
intermitente, a temperatura de 25 a 30 °C. Foraiivezlas avaliacdes diarias a
partir do inicio da emergéncia de plantulas, comm-se o ndmero de
plantulas emersas até a estabilizacdo do estandeofputada a porcentagem
de plantulas normais aos 30 dias.

3.8 Velocidade de germinacdo e emergéncia

A velocidade de germinagéo e emergéncia foi reddizimultaneamente

aos testes de germinacdo e emergéncia, anotand@samente € no mesmo



32

horario, o nimero de plantulas que apresentavamfdtiolos completamente
abertos (EDMOND; DRAPALA, 1958).

3.9 Andlise estatistica

Foi realizada andlise de variéncia para todos stegeutilizando o
programa estatistic8isvar (FERREIRA, 2000). Para a comparacdo entre as
médias, empregou-se o testeSibott-Knott(1974), a 5% de probabilidade.

3.10 Andlise de enzimas

Duas amostras de 20 gramas de cada tratamento azearadas a
temperatura de - 86°C edeep freezerpara analise de enzimas por meio da
técnica de eletroforese.

Para a andlise eletroforética de enzimas as sesnfemgan trituradas na
presenca de PVP e nitrogénio liquido em cadinlpmséeriormente armazenadas
a temperatura de -86°C.

Para a extracdo da enzima alfa amilase, foi utitizatampéo Tris HCL
0,2M pH 8,0 + (0,1% de mercaptoetanol), na proppdE25QL por 100mg de
sementes. O material foi homogeneizado em vorteraetido por 8h, em
geladeira, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm3Ppominutos, a 4°C, e
reveladas de acordo com Alfenas (2006). Ressaltdnsia que as sementes de
todos os tratamentos foram embebidas por 5 horéess ato processo de
extracao.

Para a extracdo da enzima isocitrato liase, ftizatio o tampé&o Tris-
Hcl 0,2M pH8,0 + 0,198-Mercaptoetanol + 0,1% Fenilhidrazina, na proporgéo
de 30QL por 100mg de sementes. O material foi homogedeizan vortex e

mantido por 2hrs, em geladeira, seguido de cegai@o a 14.000 rpm por 60
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minutos, a 4°C, e os géis foram revelados seguretodologia proposta por
Pereira et al. (2012).

A corrida eletroforética ocorreu em sistema de déipoliacrilamida a
7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador)st@rsa gel/eletrodo utilizado
foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados pD do sobrenadante das amostras
no gel e a corrida eletroforética efetuada a 12®W5 horas.

Para a extracdo da enzima effidmananase, em cada microtubo com
100mg de p6 de cada amostra foi adicionado 300pthrdpao de extracdo (0,1
M Hepes/ 0,5M Nacl e acido ascorbico (5mg de aedodrbico por ml de
tampdéo), pH 8,0). Na etapa seguinte as amostrasnfaentrifugadas por 30
minutos a 14000rpm e 2uL do sobrenadante aplicaaiogel contendo 6mL de
LBG (Locust Bean Gujn 0,24 g de agarose e 24mL de tampéo pH 5,0 (1M
Acido Citrico/ 0,4M de NaHPQ, 2 H,0). As aliquotas foram aplicadas em furos
de 2mm feitos no gel com auxilio de um furador.eDfgi incubado por 21h e
revelado segundo metodologia proposta de Silvd. €2@04). A atividade da
enzima end@-mananase foi calculada de acordo com Downie, Hithe
Bewley (1994).

3.11 Andlise da expresséo de enzimas e fito-hormosipor meio da técnica
de gRT-PCR

A expressao de genes por meio da técnica de qRTBiGHK/idida em
guatro etapas: Extracdo e Purificacdo do RNA, Trig#o reversa para sintese
do cDNA, PCR em tempo real, e Analise dos resustado
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3.12 Extracdo e purificacdo do RNA

Para a extracdo do RNA as sementes colhidas rereliés estadios de
desenvolvimento foram maceradas na presenca daméio liquido e com a
adicdo do reagentePure Link RNA Planf® (Invitroger), seguindo as
especificacdes do manual do fabricante.

A integridade e pureza do RNA foram avaliadas etagas etapas com
a utilizacdo da eletroforese em gel de agaroseatlgsmte (corados com
SYBR® Green I, Applied Biosystemise em espectrofotdmetrdN&noVug.
Foram separadas aliquotas para evitar o descorg@iandiario do RNA
estoque, evitando a sua degradacgéo e contaminacao.

Apés as extracdes dos acidos nucleicos, as amdésteas tratadas com
DNAse Free para evitar qualquer contaminagcdo com DNA. Pasa if®i
utilizado o Kit DNAse Turbo Free® AMBIOM de acordo com protocolo
recomendado pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento com DNfsseaealizada
uma reacdo d®CR convencional. Como controle positivo foi utilizadona
amostra de DNA gendmico de pimentap@ner utilizado foi o correspondente
ao gene constitutivo Ubiquitina. Foi preparado whdg agarose 1,5% e corado

com brometo de etideo para a visualizacdo dasveissimplificacdes.

3.13 Transcricéo reversa para a sintese do cDNA

Apbs o processo de extracdo e purificacdo, os RNgxam utilizados
como molde para a sintese de cDNA. Foi utilizadoHigh CapacitycDNA
Reverse TranscriptiorcDNA® da Applied Biosystemssegundo protocolo
recomendado pelo fabricante. A eficiéncia da séntescDNA foi comprovada

por meio dePCR convencional. Nessa analise foi utilizado como et
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positivo a amostra de DNA gendmico de pimentaperaer correspondente ao
gene constitutivo Ubiquitina. Foi preparado umdghgarose 1,5% corado com

brometo de etideo para visualizacdo das amplifesacd
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3.14 Desenho doprimers

Os genes-alvo foram baseados em diferentes enegiis-hormonios,
escolhidos por sua importancia conhecida no process germinacdo e
dorméncia em sementes, apoés revisao bibliografica.

As sequéncias dos genes-alvo escolhidos foram #radas por meio de
busca no banco de dados do gen@apsicumsp. sequenciado nBenBank
Com base nessas sequéncias foram desenhadpsinmrs utilizando-se o
software Primer Expres3.0 Applied BiosystemsAs sequéncias dgaimers
estdo representadas na Tabela 1. Foram utilizamtos controle enddégeno os
genes da Ubiquitina 3 e GAPDH (HONGJIAN, 2011).

Tabela 1Primersutilizados na andlise dgRT-PCR

Gene Sequéncia 5'---------- 3
EndoB mananase F AATGCCTGAAAAGAAGCAAAACA
(MAN 2) R TTGGTCGGGATACAGATGGATT
Acido abscisico (NCED) F TGCAGCCTCCTAGTGCTTGTAC

R TGGAAGAGGACCTGGGATTG
Alfa amilase (B73) F CCGGCTCCACGCAGAAC

R TATAGGCGTAGCCCTGCATGA
Isocitrato liase (ICL6) F CATGAAGGACGAAACCAAAGG

R TCTGGAAGCCCAACAACCA
Giberelina (GAox) F GGTGACCTCCTCCACATATATTATCC

R TGTTGGGTTCGGTTCACCAT
Ubiquitina (UBI 3) F TGTCCATCTGCTCTCTGTTG

R CACCCCAAGCACAATAAGAC
GAPDH F ATGATGATGTGAAAGCAGCG

R TTTCAACTGGTGGCTGCTAC

(F) sequéncia do priméowarde (R) sequéncia darimer reverse
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3.15PCR em tempo real

Para essa analise foi utilizado o aparelhoedd¢time PCR Sisten7500
(Applied Biosystems A gRT-PCRfoi realizada utilizando 0 SYBR@&sreen
PCR Master Mix(Applied Biosystemse as amostras de cDNA sintetizadas a
partir do RNA extraido. As condi¢des térmicas dacé® foram 2 minutos a
50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclod8lesegundos a 95°C e 1
minuto a 60°C, e finalizando com 15 segundos a 9%9€ dados foram
coletados e armazenados no programa F#¥) Software(Versédo 2.1). Para
cada reacao, foram utilizados 10 de cDNA, 0,2uL de cadgrimer e 5,0uL
de Master MixSYBR greenUDG com ROX [nvitrogen) para um volume final
de 10,0pulL/amostra. Controles negativos, compostos por aguapntroles
enddgenos foram incluidos em todas as andlisesasTad reacdes foram
realizadas em triplicata.

A coleta de dados foi realizada por meiosdftwarev. 2.0.1, do sistema
7500 dePCR em tempo realApplied BiosystemsFoi utilizado o método {C
comparativo para quantificacdo relativa, onde &s QCiclo threshold das
amostras foram normalizados usando s Gos controles enddgenos. Para isso,
previamente foi realizado um experimento de valida@ fim de verificar que
as eficiéncias de amplificacdo dos genes-alvo égambs sdo similares e
préximas de 100%. As curvas-padrdo, para o testficiéncia, para os genes
em estudo foram geradas a partir das seguintaésddii 1:5, 1:25, 1:125, 1:625
e 1:3125. Esse procedimento também permitiu aidéaérda melhor diluicéo do
cDNA para ser utilizada em cada reacéo, que fdide
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3.16 Analise dos resultados

As amostras correspondentes as sementes colhidak4adias apés a
antese foram consideradas como sendo amostrasradalibs. Para a
guantificacdo da expressdo génica pela técnica @R ¢&m tempo real, os
valores obtidos correspondentes aos niveis de mRNids amostras foram
comparados relativamente aos valores dos niveigriRNA’'s dos controles.
Apé6s a obtencdo dos dados brutos, os mesmos faratisados por meio do
programa 750@oftwareSDS (Versao 2.0.1). Para calcular o nivel de esgdie
dos genes de interesse foram considerado@uthento exponencial do produto
de PCR) do gene-alvo e controle endégey@t = Ct (amostra) — €(controle
enddgeno) e AACt = ACt (amostra) ACt (calibrador). Em seguida o nivel de

expresséo foi calculado pela formula: RQ2%2
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Qualidade de sementes de pimenta durante o degelvimento

Pelos resultados da analise de variancia, verdsmafeito significativo
para todos os par@metros avaliados nos quais iseratatistica foi aplicada.

Observa-se pelos resultados do Grafico 1 que asrdemsem secagem
apresentaram altos teores de agua, variando d@ 833,54%.

Independentemente do estadio de desenvolvimenenahsse valores
superiores a 50% de umidade, valores consideratbvades, havendo a
necessidade de passar pelo processo de secagersvjiaradeterioracdo, e
formacdo de produtos que acarretem danos imedofrme descrito por
Marcos Filho et al. (2005).

20 0013 84,78
0 il 826 957 g6
80 - T e, 7237
_ ~--. 6778
S 70 + TT. 5825
= 60 - Thae 422 5354
&5 | -+ - Sem secage o
*]
© 40 —=— Com secagem
[=]
& 30 -
20 -
961 857 830 840 834 822 846 842 811 8,09
104 & 5 o = P — s s =
0

14 21 28 35 42 49 56 63 70 70+
DAA

Gréfico 1 Teor de 4gua em sementes de pimenta éabguando colhidas em diferentes
estadios de desenvolvimento e ap6s a secagem
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Com relacdo aos resultados dos testes de prim@nsagem de
germinacgéo, germinacao, indice velocidade de gegéim emergéncia e indice
de velocidade de emergéncia em sementes UmidasléT2)}, colhidas em cada
estadio de maturacdo foi observado de uma maneia gienores valores

guando as sementes se encontravam em estadios nasaogsados de
desenvolvimento.

Tabela 2 Dados da primeira contagem da germind@@6&), germinacdo (G), indice
velocidade de germinacao (IVG), estande inicia),(Binergéncia (E) e indice
de velocidade emergéncia (IVE) e viabilidade pealstd de tetrazoélio, de
sementes de pimentas Habanero ndo submetidas secagthidas em
diferentes estadios de desenvolvimento em funcidalids apds antese (DAA)

PCG G El E TZ
DAA () (%) VG o) e VE O (w
14 od of of od Oe 0od -
21 od o7 f 7¢cC od Oe 0od -
28 3d 14 e 5a 02d 04 e 9b -
35 od 03f 6b 0o1d Ole 9b -
42 od 03f 6b 0o1d 02e 11c -
49 od 03f 7cC 12 ¢ 17d 10 c 54
56 01d 28 d 6b 13 ¢ 23 ¢ 9b 64
63 17 ¢ 39c 6b 14 ¢ 23 ¢C 8 a 68
70 24 b 44 b 6b 29 b 55b 8 a 72
70+ 54 a 73 a 5a 56 a 75 a 8a 89
CV(%) 16,05 14,05 4,3 9,28 887 4.6 -

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, perteacanesmo grupo pelo teSeott-
Knott a 5% de probabilidade

Os maiores valores de germinacdo e emergéncia fobservados em
sementes extraidas de frutos aos 70 dias apésseantjue foram submetidos a
um periodo de descanso de 7 dias. Com excecaeslaisados observados no
teste de IVE, no qual ndo houve diferenca sigrifiaado vigor de sementes
extraidas de frutos colhidos a partir de 63 DAAnores valores de germinagao
e vigor observados em sementes extraidas de fnooprimeiros estadios de
desenvolvimento e isso se deve provavelmente auiidatle fisiolégica das

<

sementes associadas a dorméncia. Segundo Boslantbtava (1999),
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Lahshmanan e Berke (1998) e Nascimento (1998), rdesy@do submetidas a
secagem de espécies do gérieapsicunpodem apresentar dorméncia.

Para o indice de velocidade de germinagcdo o me#ior foi observado
no estadio 70DAA com repouso e nao houve diferestatistica em sementes
extraidas de frutos colhidos nos estadios 56 DABAG8 e 70DAA.

Os dados representados na Tabela 3 sdo referentesmaira
contagem de germinacdo, germinacgdo, indice de idalbe de germinacéo,
emergéncia e indice de velocidade de emergénciaedentes de pimenta
Habanero, colhidas em diferentes estadios de delsemento e submetidas a

secagem.

Tabela 3 Dados da primeira contagem da germind@@6&), germinagdo (G), indice
velocidade de germinacao (IVG), estande inicia),(Binergéncia (E) e indice
de velocidade emergéncia (IVE) e viabilidade pelste de tetrazdlio de
sementes secadas de pimentas Habanero, colhidaiferentes estadios de
desenvolvimento em funcao dos dias ap6s antese JDAA

DAA PCG G VG El E IVE TZ
(%) (%) (Dias) (%) (%) (Dias) (%)
14 od Of Oc of 0g Ob -
21 od O4e 8b of 05 f 12 a -
28 od 07 e 8b of 08 f 11a -
35 od 02f 7b 05e 14 e 13 a -
42 od o1f 5a o1f 07 f 12 a -
49 od 02f 7b o1f 07 f 13 a 64
56 05c 33d 7b 13d 39d 11 a 70
63 28b 44 c 5a 16 ¢ 44 c 10 a 74
70 26 b 51b 5a 33d 61b 9a 72
70+ 73 a 94 a 4a 58 a 8la 9a 90
CV (%) 18,49 9,43 37,7 12,74 6,89 37,5 -

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, penteacenesmo grupo pelo teSeott-
Knott a 5% de probabilidade

Os maiores valores de germinacdo e vigor foram rehdes em
sementes colhidas nos estadios de desenvolvim@mAA dias com repouso.
Com excecédo dos resultados observados no teswde |
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A partir dos resultados infere-se que durante éog@erde repouso dos
frutos ocorre a quebra de dorméncia das sementesetzndo a qualidade
fisiolégica das sementes. Randle e Honma (198dhafam que o gendtipo e a
idade do fruto influenciam a intensidade de dorrz@mtas sementes e que
sementes extraidas de frutos supermaduros germimams rapidamente,
havendo aumento da intensidade de dorméncia coetr@stimo da idade do
fruto.

Segundo Nascimento e Freitas (2006), em espédgas sementes estao
contidas em frutos carnosos, como nas pimentasyatimes maximos de
germinacgdo, vigor e acumulo de matéria seca ocogeando as sementes
atingem a maturidade fisiolégica.

Em sementes colhidas nos estadios de desenvolim&abAA,
21DAA, 28DAA, 35DAA, 42DAA e 49 DAA, os valores dgerminacéo e de
emergéncia foram muito baixos. Provavelmente, aseptagens reduzidas de
germinacdo e emergéncia se devem a dorméncia massss.

Para o indice tempo médio para ocorréncia de 50%ntkrgéncia de
plantulas os valores ndo diferem estatisticamentee esi nos estadios de
desenvolvimento 63 DAA, 70DAA e 70 DAA com repouso.

4.2 Avaliacdo da atividade das enzimas isocitratiake, alfa amilase e endp
mananase durante o desenvolvimento de sementes dmgnta por meio da

técnica de eletroforese

Com relacdo a atividade da enzima isocitrato lEmemeio da técnica
de eletroforese em sementes colhidas em difereatédios de desenvolvimento
e ndo submetidas a secagem (Figura 1), verificapaeecimento de isoformas
a partir do estadio de 56 dias apos a antese. Tambde ser observada maior

atividade dessa enzima em sementes em estadiosivaaigados de maturacgéo,
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ocorrendo maior atividade em sementes colhidasst@slios de 63 DAA e 70
DAA com repouso dos frutos.

Figura 1 Atividade da enzima isocitrato liase emmeetes ndo submetidas & secagem de
pimentas Habanero, colhidas em diferentes estééiaesenvolvimento

A maior atividade da isocitrato liase em sementesastadios finais de
desenvolvimento pode estar relacionada com vigasate sementes, fato
confirmado por Martins et al. (2000). Esses auteeggicaram maior atividade,
em sementes de soja, na cultivar Doko, a qual rorerde apresenta maior
qualidade fisioldgica, quando comparada com sermatdeoutras cultivares da
mesma espécie, como as cultivares Uberaba e Rie [IOSTA, 1986). Tais
resultados condizem com o0s observados para pingerado se observa que
maiores atividades da isocitrato liase foi encalaram sementes colhidas em
estadios mais avangcados e com maiores valoresroéngedo e vigor (Tabelas
3ed).

Em relagéo a atividade da isocitrato liase em stsmate pimenta, em
diferentes estadios de desenvolvimento, submefidascagem (Figura 2) foi
possivel observar que iniciou-se aos 35 DAA. Edsadade foi aumentada
gradativamente durante os estadios de desenvoltonmibsequentes. Esses
resultados podem estar associados aos maioresva®mgerminacao e de vigor
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em sementes colhidas em estadios mais avancadieseavolvimento (Tabela
3).

Figura 2 Atividade da enzima isocitrato liase enmemtes secadas de pimentas
Habanero, colhidas em diferentes estadios de delsemento

Ainda em relacado a atividade da enzima isocitiaselobserva-se que o
processo de secagem ate as sementes atingirem 86rd#e agua propicia a
atividade dessa enzima em sementes colhidas ediossthenos avancados de
desenvolvimento. Em sementes submetidas a secagémidade dessa enzima
ocorreu aos 35 DAA e em sementes ndo submetidamgeam aos 56 DAA.

Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados os padréezidsac-amilase em
sementes de pimenta, colhidas em diferentes estathodesenvolvimento,
submetidas ou ndo a secagem. Foi observada atvidadsa enzima em
sementes a partir de 63 DAA, independentementectgem.

Houve atividade da enzimaamilase em sementes ndo submetidas a
secagem e colhidas a partir de 63 DAA. No entartosementes submetidas a

secagem a atividade dessa enzima foi maior.
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Figura 3 Atividade da enzima alfa amilase em seesenfio submetidas a secagem de
pimentas Habanero, colhidas em diferentes estédiaesenvolvimento

A degradagdo do amido, principal fonte de reseraanmaioria das
sementes de plantas cultivadas, é essencial naingedn dessas sementes
(YAMASAKI, 2003). Pelos resultados, observa-se guividade dessa enzima
aumenta consideravelmente a partir de 56 DAA, dédimdo com os maiores
valores de germinacao e vigor (Tabelas 3 e 4).

Figura 4 Atividade da enzima alfa amilase em seeses¢cadas de pimentas Habanero,
colhidas em diferentes estadios de desenvolvimento

A maior atividade da enzima endb mananase foi observada em
sementes colhidas no estagio de desenvolviment®AB com repouso,

independentemente da secagem (Tabela 4).
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Tabela 4 Atividade da enzima enfiomananase em sementes de pimenta Habanero
colhidas em diferentes estadios de desenvolvimitomol. min®. g*)

DAA Sementes sem secagem Sementes secadas
14 21,80 f 9,42e
21 21,67 f 9,35e
28 50,36 d 12,60d
35 21,50f 9,63e
42 19,67f 9,74e
49 42,30e 9,79
56 51,37d 12,29d
63 57,55¢c 13,21c
70 67,55b 14,35b
70+ 76,05a 16,61a

CV(%) 3,30 2,73

Médias seguidas de mesma letra, na coluna, penteacenesmo grupo pelo teSeott-
Knotta 5% de probabilidade

Pode-se verificar que as sementes colhidas netsdicega haviam
atingido a maturidade fisiol6gica, apresentandoropieto desenvolvimento dos
mecanismos enzimaticos envolvidos na germinacaatiidade dessa enzima,
gue é chave na germinacdo de sementes de pimeintaaibr nos estadios mais
avancados de desenvolvimento (Tabela 04). Taidta€dss corroboram aos
apresentados por Caixeta (2009) que, trabalhando ssimentes de pimenta
habanero colhidas em trés estddios de desenvoliomeariservou maior
atividade na enzima endmananase nas sementes colhidas no estadio de
desenvolvimento mais avancado.

Em sementes submetidas a secagem e colhidas mtioesta DAA
com repouso foi observada menor atividade dessamanem relacdo as
sementes ndo secadas. Ressalta-se que o teoralegsgas sementes era bem
discrepante, 53,54% e 8,09% em sementes ndo sdlaseati submetidas a
secagem. Essa diferenca pode explicar esse rasultath vez que a endo-
mananase se expressa mais em sementes mais (ooidasielatado por Pereira

et al. (2011) que, trabalhando com semente€aftea arabical, observaram
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maior atividade da enzima enflanananase em sementes Umidas quando
comparadas as sementes que foram submetidas @&isecag

Sementes que sao tolerantes a dessecacdo e sebwemiy estado
desidratado por periodos maiores, dependendo dasdicBes de
armazenamento, sdo designadas de ortodoxas. Essaentss, apds a
histodiferenciac@o e antes da secagem na matuddairem a habilidade para
germinar e tolerar a dessecacdo (BEWLEY; BLACK, 4)99Contudo, essa
tolerdncia a secagem ndo é uniforme durante todopracesso de
desenvolvimento das sementes. Logo, ndo se podmaafse a tolerancia a
dessecacdo é desenvolvida antes ou em resposteda ¢ee 4gua durante a
maturacdo (BEWLEY; BLACK, 1994).

4.3 Expressdo génica das enzimas isocitrato liasdfa amilase e endof
mananase durante o desenvolvimento de sementes dsgnta por meio da
técnica de gqRT-PCR

A extracdo com o reagenkurelLink PlantRNA gerou RNA’s totais
com alta qualidade, integros e livres de impurezas.

Apés a amplificacdo utilizando ggrimers do gene constitutivo foi
observada alta viabilidade dos cDNA’s construitRessalta-se ainda que nao
foram observadas bandas inespecificas ou dimenqmsnderspor meio da curva
de dissociacao realizada para cada tratamento.

Pelos resultados da analise da expressao génicemaenaneira geral,
observa-se grande variacdo da expressao dos galssados em sementes nos
diferentes estadios de desenvolvimento.

No Grafico 2 sao representados os resultados dddises de
guantificagdo relativa para o gene ICL6 (Isocitréiise) em sementes de

pimenta habanero, colhidas em diferentes estadioeskenvolvimento.
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Gréfico 2 Perfil da expresséo quantitativa relatieagene ICL6 em sementes de pimenta
habanero, colhidas em diferentes estadios de dalsenento

Observa-se um aumento gradual na expressdo dessagelecorrer do
desenvolvimento, tendo uma relagdo direta com oeatonda germinacdo e
vigor.

Em sementes colhidas a partir de 42DAA e submetidascagem foi
observada maior expressdo da enzima isocitrate, lil€3.6, em relacdo as
sementes ndo secadas, com excec¢do daquelas calbsd43DAA e extraidas de
frutos colhidos aos 70DAA e submetidas ao repousm.comparar esses
resultados com os observados na analise protedmarameio da técnica
eletroforética, também se observa maior expressd@ntima em sementes
colhidas a partir de 35DAA e submetidas a secagBigufa 2). Nesses
tratamentos aparece uma isoforma da enzima quen@mntea ausente em
sementes nao submetidas a secagem.

Em espécies ortodoxas, as quais toleram a desseagkemplo de

sementes de pimenta, a secagem é importante umgueea taxa de secagem
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influencia resposta a desidratacdo das sementegdlemmnvolvimento e a
tolerancia a dessecacao dos tecidos vegetais.

Vale ressaltar que a enzima isocitrato liase éidersda uma enzima-
chave na regulacdo do ciclo do glioxilato e enwidsi no metabolismo de
lipidios armazenados nas sementes, e no deseneoivntas atividades no
glioxissomos. A atividade dessa enzima aumentantiira germinacdo das
sementes, obtendo-se valores maximos quando czamné&ximo da propor¢ao
de lipidios degradados e na sintese de sacaro$éL(BE; BLACK, 1994).

No ciclo do glioxilato, os lipidios insollveis dasementes se
transformam em aclcares soluveis (sacarose), o$s gip facilmente
deslocados para os meristemas radiculares e apiCdB3NI; PINZAUTI;
VANNI, 1981).

Oliveira (2011) relatou que as pimentas do gé@apsicumapresentam
em sua composicdo quimica cerca de 11,0% de lipidio entanto, segundo
Topuz e Ozdemir (2007) as pimentas apresentam uwasidade na sua
composi¢cdo quimica, e os niveis desses compostiesrpeariar de acordo com
0 gendtipo, grau de maturacao, tipo de solo, estdodano, insolacdo, dentre
outros fatores (KOKOPELLI, 2013).

No Grafico 3 sdo representados os resultados dess§o do gene
Alpha amylas&73 (AmyB73) avaliada por meio da técnica gRCR
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Gréfico 3 Perfil da expressédo quantitativa relaticageneAmyB73 em sementes de
pimenta habanero, colhidas em diferentes estadiaeskenvolvimento

Ao considerar a expressao desse gene durante ovdbdémento das
sementes observa-se 0 aumento da mesma com o desesnto,
principalmente a partir de 63DAA em sementes suidi@&tou ndo a secagem.
Caixeta (2009), por meio da técnica de eletroforemséficou maior atividade da
enzima alfa amilase em sementes de pimenta habaoenoalta qualidade
fisiolégica. Essa autora relatou ainda que apesdraiko teor de amido nessas
sementes, a enzima alfa amilase parece ser importam processo de
germinacgéo dessa espécie.

Ainda pelo Grafico 3, observa-se menor expressdgede em sementes
secadas. Esse resultado pode estar relacionadtaadd as enzimas amilases
estarem envolvidas na germinacdo de sementes, gidefizada “de novo”,
havendo a necessidade de embebicao das mesmasd&éguegrove e Hooley
(2000), Nakajima et al. (2006) e Xie et al. (208@Hs a embebi¢do, no embrido,

ocorre a sintese de giberelina que ativa a sifeseamilase. No entanto, ndo
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se pode esquecer que a secagem funciona também gommndutor da
expressao da amilase.

Oliveira et al. (2013) observaram maior expressagahe AmyB73 em
sementes de milho de menor tamanho embebidas egioehs sementes de
maior tamanho e submetidas a secagem.

Em sementes ndo submetidas a secagem, maior &@rdssgene
AmyB73 foi observada em sementes extraidas desfreathidos aos 70DAA e
submetidos ao repouso por sete dias. Ressaltaessaegsas sementes também
foram observados os maiores valores de germinagi@oe(Tabelas 2 e 3).

Comparando os resultados da expressdo observalisstpenicas de
gRT-PCR e eletroforese, verifica-se no zimograma-dailase em sementes
ndo submetidas a secagem, aumento da expressaonzi@maecom o
desenvolvimento das sementes, assim como obsepeldotécnica dgRT-
PCR.

Ja em sementes submetidas a secagem e colhida63p&48 houve a
expressdo de isoforma especificas, conforme indlicata Figura 4. Essa
isoforma especifica pode estar associada ao gdndads, uma vez que a
expressao do gene AmyB73, em sementes secadagwagrartir de 63 DAA,
seguindo o padrdo observado na expressdo dessamaemala técnica de

eletroforese.

Y

Em relacdo a expressdo do geMAN2 (Gréfico 4) durante o
desenvolvimento, em sementes ndo submetidas aesecay colhidas até
70DAA, observa-se um padrdo comparado de germindedsementes em

varias espécies durante o desenvolvimento.
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Gréfico 4 Perfil da expressédo quantitativa relatika gene MAN2 em sementes de
pimenta habanero, colhidas em diferentes estagiaesenvolvimento

No inicio do desenvolvimento de sementes a ger@mécaumentada,
seguida de reducdo aos 42 e 49 DAA e posterior miomapos 56 DAA.
Resultados semelhantes foram encontrados por @eéfilal. (1996) que,
trabalhando com dessecacao quimica pré-colheitalfira do feijoeiro e seus
efeitos no rendimento e qualidade de sementesywvaitaen que nos estadios
iniciais de formacédo de sementes de feijdo a gaghm € aumentada e sobre
decréscimo nos estadios intermediarios com postuimento nos estadios mais
tardios de desenvolvimento.

Em sementes extraidas de frutos colhidos aos 70BAAantidas em
repouso por mais sete dias houve a reducdo dassforalessa enzima em
sementes submetidas a secagem ou ndo (Graficoe4sabl sementes foram
observados maiores valores de germinacéo e vigdie{as 2 e 3).

Deve ser ressaltado que em sementes ndo submetidaxagem,

extraidas de frutos colhidos aos 70 DAA e mant@asrepouso por mais sete
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dias onde foi observado teor de agua de 53,54%y \&dte menor que os
demais. No entanto, a diferenca de teor de 4guwe astsementes colhidas aos
70 DAA e as colhidas aos 70 DAA e submetidas aousp parece ndo explicar
esse resultado.

A endop mananase é uma enzima considerada essencial cesgoade
germinacdo de sementes, estando relacionada dinetanao processo de
amolecimento do endosperma (SILVA et al, 2004).sdae forma, o
amolecimento é considerado uma consequéncia daaateyr dessa enzima, a
qual hidrolisa a parede celular, processo esteonmiestigado em sementes de
tomate, café e alface (GROOT; KARSSEN, 1988; NONG®GA
MATSUSHIMA; MOROHASHI, 1992).

No entanto, Peetambar et al. (1997) néo verificaralacdo entre a
atividade dap-mananase e a germinacdo em semented y@d®persicon
esculentunpois, nao foram observadas correlagbes entre idadiy da enzima,
com a taxa de germinagdo. Segundo os autores, emahiora houvesse aumento
na atividade dfi-mananase nas sementes, antes da protrusdo dalaaalic
reducao do potencial hidrico atrasou ou evitou argéncia da radicula.

Dutta, Bradford e Nevins (1997), relataram queiddatde da enzima
€ expressa antes da germinacdo e é regulada pelmas condicdes que
governam a germinacdo. Logo, observa-se reducaatidislade da enzima
guando ha maiores valores de germinagdo das semente

Os resultados da analise quantitativa da expredsagene NCED
(Grafico 5), ligado a biossintese do ABA, nos difdes estagios de
desenvolvimento estdo representados no Graficamibpdssivel observar uma
expressao crescente do gene ao longo do desenealdndas sementes,
independentemente da secagem. Os maiores valorespdessao génica do

NCED foram encontrados nos ultimos estgios, queegponde ao ponto de
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maturidade fisiolégica e maturacdo tardia. Os menamalores de expresséo

foram observados no estadio inicial de desenvolnmtméL4 DBAA).
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Gréfico 5 Perfil da expressdo quantitativa relatd@a gene NCED em sementes de
pimenta habanero, colhidas em diferentes estagiaesenvolvimento

Nesta pesquisa os maiores valores de germinacadigae foram
observados em sementes colhidas em estadios maincaaos de
desenvolvimento. No entanto, sabe-se que ABA éniloidor da germinacao de
sementes. Assim infere-se que o gene estudado nemefeito menor sobre a
producdo de ABA e consequentemente sobre a gerduindg sementes. Na
literatura sdo relatados diferentes genes assacagwoducdo de ABA, como
rd29B, rab18, ABI1 e ABI2 (KANG et al., 2002).
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Estudos com mutantes tém sido extremamente Utelemanstracdo do
papel de horménios na dorméncia de sementes. Sesnéefrabidopsis por
exemplo, exibem um variado grau de sensibilidadeAB#, dependendo do
ecotipo. Mutantes dérabidopsisdeficientes em ABA (que ndo produzem o
acido abscisico) mostram-se ndo dormentes na madieri(ZEEVART et al.,
1988). Quando cruzamentos reciprocos entre o neutdBA (deficiente em
ABA) e o tipo selvagem (ndo mutante) foram feilnsemente exibiu dorméncia
somente quando o embrido produziu ABA.

Por outro lado, a dorméncia é grandemente redwaigdasementes de
mutantes dérabidopsisinsensiveis ao ABA (mutantes abil e abi3 que a&o s
afetados pelo ABA), embora estas sementes contenteor concentracao de
ABA do que as do tipo selvagem durante o desenwelnto. Similares
conclusdes a cerca do papel do ABA na regulacddalméncia tém sido
obtidos em trabalhos com mutantes de tomate, indacajue o fenémeno &,
provavelmente, de carater geral. Embora o papeABla na iniciacdo e na
manutencdo da dorméncia de sementes pareca estaedmarecido, outros
hormdnios contribuem para o efeito geral. Por exepgm muitas plantas, o
pico de producdo de ABA na semente coincide conedimdo nos niveis de
auxinas (AIA) e de giberelinas (GA) (LACAMPAGNE; GNE; GENY,
2010).

Contreras et al. (2009) para sementes de alfaaetuca sativacv.
“Tango”), observaram altos niveis de ABA enddgenos nestagios
intermediarios e finais do desenvolvimento, momeato que as sementes
adquiriram tolerancia a dessecacéo.

O mesmo foi observado por Clemente (2012), tamb@nsementes de
alface, em que a expressdo do gene LsNCED foi nmaisrestadios finais de

desenvolvimento das sementes.
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Nesta pesquisa foi observado ainda que, nas sesreattadas, 0 mesmo
padrdo de elevacdo da expressdo do gene em semelites em estadios
mais avancados de desenvolvimento, no entantonoemores valores relativos.
Resultados estes que confirmam o relatado por FSastage e Leubner-Metzger
(2006), que a sintese de ABA esta diretamenteioglada com o teor de agua
das sementes, sendo os menores valores observadssngentes com baixos
valores de teor de agua.

Os niveis de expressdo do GA3ox1 foram analisadbsesnentes nos

diferentes estagios de desenvolvimento de seméateisnenta (Grafico 6).

EEm Sem secage
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Grafico 6 Perfil da expressdo quantitativa relatilagene GA3ox1l em sementes de
pimenta habanero, colhidas em diferentes estadiaeskenvolvimento
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A expressao génica do GA3oxl1 foi crescente em semenlhidas nos
cinco primeiros estadios de desenvolvimento, conoma valores em sementes
colhidas aos 42 DAA.

Em sementes colhidas ap6s este estadio foram aldesrvmenores
valores absolutos de expressdo do gene GA3oxl wntsementes secadas
quanto nas ndo submetidas a secagem. No entastaenegentes ndo secadas
ndo houve diferenca significativa da expresséo elte gm sementes colhidas
aos 56 e 63 DAA, das colhidas aos 63 e 70 DAA ecdiiidas aos 70 DAA
com e sem repouso. Nas sementes submetidas arsetagdouve diferenca da
expressao deste gene em sementes colhidas ao4HMRAA, das colhidas aos
49, 56, 63, 70 e 70r DAA. Assim observa-se, de nmaaeira geral, menores
valores de expressdo do gene em sementes no fmaprdcesso de
desenvolvimento quando comparados aos valores réxide expressado
observados em sementes colhidas aos 42 DAA.

Ao comparar estes resultados com o0s observadostexies de
germinacdo e vigor esperava-se maior expressd@ dgsie em sementes
extraidas de frutos colhidos aos 70 DAA e naquetdbidas neste mesmo
estadio e submetidas ao repouso, da mesma formaesperava-se menor
expressao do gene NCED em sementes nestes estadiesenvolvimento.

No entanto, ha coeréncia dos resultados de expreesies genes em
sementes colhidas nos estadios mais avancadosseavdé/imento, com o
aumento da expresséo do NCED e reducdo do GA3ox1.

Segundo Toh et al. (2008) a GA 3-oxidase (GA3 axjigipa da Ultima
etapa da biossintese do GA, sendo a producdo don&Assaria para a
sobrevivéncia das sementes durante a embriogéB8ad&ADA et al., 2008;
SINGH et al., 2002). Além disso, o estabelecimafdodorméncia durante a

maturacdo das sementes é regulada por interaciesoeBA e ABA, quando o
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ABA induz a dorméncia e o GA promove a germinagd®(DSWORTH;
BENTSINK; SOPPE, 2008).

Singh et al. (2002) afirmam que o GA tem papel resiaéno inicio do
desenvolvimento de sementes, enquanto que o ABAqé&erido durante a
maturacdo. Ja os niveis de GA aumentam ao longdedenvolvimento das
sementes, a0 mesmo tempo em que € imposta a déanp&imeéria, pela acao
do fito-hormo6nio ABA.
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5 CONCLUSOES

Maiores valores de germinacdo e vigor de semengespithenta
habanero sdo observados em sementes extraidagatedolhidos aos 70 DAA
e submetidos ao repouso por sete dias.

Maior expressdo da enzima alfa amilase e do gendB&Bé observada
em sementes colhidas apds 63 DAA e ndo submetisiacagem.

Maior atividade da enzima en@lomananase € observada em sementes
extraidas de frutos colhidos aos 70 DAA e submetidsete dias de repouso.

A expressao do geldAN2 em sementes sem secagem aumenta com o
desenvolvimento de sementes ate 70 DAA.

Maior atividade da enzima isocitrato liase e doegKIL6 é observada
em sementes extraidas de frutos colhidos aos 42 DAA

A sensibilidade aos fitormbnios parece ser maiomapnte que o nivel
de expressdo dos genedCED e GA3oxl durante os estadios de

desenvolvimento das sementes.
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6 CONSIDERACOES FINAIS

Alteracdes nas expressfes génicas e atividadesndamaso amilase,
isocitrato liase e endp mananase durante o desenvolvimento de sementes de
pimenta habanero foram coerentes com o padraoatigic onde se observou
aumento do potencial germinativo, durante as fasiefais do processo de
germinagdo, seguindo de reducdo desse potenciahagménte acentuado
aumento ate o final da maturacao.

Entretanto, quando se observou a expressdo dos getencialmente
indutores (GA) e inibidores (ABA) da germinacdo rggguiram 0 mesmo
padrdo. Parece que o0 mecanismo de sensibilidadeses enorménios ou
especificidades dos horménios induzidos por essesgy apresentam respostas
diferentes as suas funcdes esperadas em relagimaagao.

Por essas consideragBes pode-se sugerir que pesqiosadas
especificamente na atuagdo dos sistemas enzimétigeses envolvidos nesses
processos podem trazer respostas importantes paentendimento das
alteracbes na germinacdo durante o desenvolvimrdmteementes de pimenta

habanero.



61

REFERENCIAS

ALFENAS, A. C.Eletroforese e marcadores bioquimicos em plantas e
microrganismos Vigcosa, MG: UFV, 2006. 627 p.

ALI-RACHEDI, S. et al. Changes in endogenous aliseisid levels during
dormancy release and maintenance of mature sd¢adeswith the Cape Verde
Islands ecotype, the dormant modeAo&bdopsis thalianaPlanta, Berlin,

v. 219, p. 479-488, 2004.

BAILLY, C. Active oxygen species and antioxidantsseed biologySeed
Science ResearchyVallingford, v. 14, p. 93-107, 2004.

BASKIN, C. C.; BASKIN, J. M.Seedsecology, biogeography, and evolution
of dormancy and germination. San Diego: Acadentésl

BASKIN, J. M.; BASKIN, C. C. A classification systefor seed dormancy.
Seed Science ResearcWallingford, n. 14, p. 1-16, 2004.

BERRY, T.; BEWLEY, J. D. Seeds of tomatoy€opersicon esculentuiill.)
which develop in a fully hydrated environment ie fiuit switch from a
developmental to a germinative mode whitout a rement for dessication.
Planta, Berlim, v. 186, n. 1, p. 27-34, 1991.

BETHKE, P. C.; LIBOUREL, I. G.; JONES, R. L. Nitraxide in seed
dormancy and germination. In: BRADFORD, K.; NONOGKK. (Ed.).
Seed development, dormancy and germinatiorOxford: Blackwell, 2007.
p. 153-171. v. 6.

BEWLEY, J. D. Breaking down the walls: a role forde-mannase in release
from seed dormancyPrends in Plant Science Oxford, v. 2, p. 464-469,
1997b.

BEWLEY, J. D. Seed Germination and dormaniye Plant Cell, Rockville,
v. 9, p. 1055-1066, 1997a.

BEWLEY, J. D.; BLACK, M.Seeds physiology of development and
germination. 2nd ed. New York: Plenum, 1994. 445 p.



62

BORGHETTI, F.; NODA, F. N.; SA, C. M. Possible invement of proteasome
activity in ethylene-induced germination of dormaabflower embryos.
Brazilian Journal of Plant Physiology, Piracicaban. 14, p. 125-131, 2002.

BOSLAND, P. W.; VOTAVA, E. JPeppers:vegetable and spicgapssicurs.
Wallingford: CAB International, 1999. 204 p. (CrBpoduction Science in
Horticulture, 12).

BOVE, J. et al. Gene expression analysis by cDNAfRighlights a set of
new signaling networks and translational contrairduseed dormancy breaking
in Nicotiana plumbaginifoliaPlant Molecular Biology, Dordrecht, v. 57,

p. 593-612, 2005.

BRASIL. Ministério da Agricultura e Reforma Agrari@oordenacéo de
Laboratério VegetaRegras para analise de sementeBrasilia, 2009.

CADMAN, C. S. C. et al. Gene expression profilef\adibidopsis Cvi seed
during cycling through dormant and non-dormantestatdicate a common
underlying dormancy control mechanigiiant Journal, Oxford, v. 46, p. 805-
822, 2006.

CAIXETA, F. Modificacdes fisiolégicas e proteinas durante o
desenvolvimento, germinagédo e armazenamento de sames de pimenta
malagueta Capssicum frutescens L.) e habanero yellowGapssicum
chinense). 2009.98 p.Dissertacdo (Mestrado em Agronomia/Fitotecnia) -
Universidade Federal de Lavras, Lavras, 2009.

CARVALHO, N. M.; NAKAGAWA, J. Sementesciéncia, tecnologia e
producdo. 4. ed. Jaboticabal: FUNEP, 2000. 588 p.

CARVALHO, S. I. C.; BIANCHETTI, L. B. Botanica e ceirsos genéticos. In:
RIBEIRO, C. S. C. et al. (Ed.RimentasCapssicum. Brasilia: Embrapa
Hortaligcas, 2008. p. 39-54.

CARVALHO, S. I. C. et alCatalogo de germoplasma de pimentas e
pimentdes (Capsicim spp.) da Embrapa HortalicasBrasilia: Embrapa
Hortalicas, 2003. 49 p. (Documentos, 49).

CIONI, M.; PINZAUTI, G.; VANNI, P. Comparative bitemistry of the
glyoxylate cycle Comparative Biochemistry and Physiology Oxford, v. 70,
n. 1, p. 1-26, 1981.



63

CLEMENTE, A. C. SExpresséao de genes associados a rota biossintétca
acido abscisico, giberelina e etileno durante o das/olvimento e
germinacdo de sementes de alfac2012. 97 p. Tese (Doutorado em
Agronomia/Fitotecnia) - Universidade Federal derhay2012.

COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO. Acompanhamento da
safra brasileira. 2013. Brasilia, 2013.

CONTRERAS, S. et al. Red to far-red ratio duringdsdevelopment affects
lettuce seed germinability and longevitiortScience Alexandria, v. 44, n. 1,
p. 130-134, Feb. 2009.

COSTA, A. F. SAvaliacdo da qualidade fisiol6gica das sementes de
gendtipos de soja (Glycine max (L.) Merrill), prodzidas em cinco
localidades de Estado de Minas Geraid986. 110 p. Dissertacdo (Mestrado
em Fitotecnia) - Universidade Federal de Vicosgp¥a, MG, 1986.

DIAS, D. C. F. S. et al. Tomato seed quality iratiein to fruit maturation and
post-harvest storag8eed Science and Technolog¥urich, v. 34, n. 3, p. 691-
699, 2006.

DIAS, D. C. F. Maturacdo de sement8sed NewsPelotas, v. 5, n. 6, p. 22-24,
2001.

DOWNIE, B.; HILHORST, H. W. M.; BEWLEY, J. D. A newssay for
quantifying endo-a-mananase activity using Congd &e.Phytochemistry,
New York, v. 36, p. 829-835, 1994.

DUTTA, S.; BRADFORD, K. J.; NEVINS, D. J. Engomananase activity
present in cell wall extracts of lettuce endospprior to radicle emergence.
Plant Physiology Washington, v. 155-161, 1997.

EDMOND, J. B.; DRAPALA, W. J. The effectsoftempeanat, sandandsoil,
andacetoneongerminationofokrasderhceedingsofthe American Society
Horticutural Science, Alexandria, n. 71, p. 428-434, 1958.

FENNER, M.; THOMPSON, KThe ecology of seeds<Cambridge: Cambridge
University, 2005.

FERREIRA, D. FSisvar. versao 4.2. Lavras: Ufla, 2000. Software.



64

FINCH-SAVAGE, W. E.; CLAY, H. A. Evidence that etleye, light and
abscisic acid interact to inhibit germination i tiecalcitrant seeds Quercus
robur L. Journal of Experimental Botany, Oxford,v. 45, p. 1295-1299, 1994,

FINCH-SAVAGE, W. E.; LEUBNER-METZGER, G. Seed domty and the
control of germinationNew Phytologist, Cambridge, v. 171, p. 501-523, 2006.

FINKELSTEIN, R. R.; GAMPALA, S. S.; ROCK, C. D. Abssic acid signaling
in seeds and seedlingéhe Plant Cell, Rockville, v.14, p. 1545, 2002.

GACHON, C.; SAINDRENAN, P. Real-time PCR monitorinfifungal
development in Arabidopsis thaliana infected byeAltaria brassicola and
Botrytis cinereaPlant Physiology and Biochemistry Paris, v. 42, n. 5, p. 367-
371, May 2004.

GAGLIARDI, B ; MARCOS FILHO, J . Relationship betb®n germination and
bell pepper seed structure assessed by the Xsapteentia Agricola
Piracicaba, v. 68, n. 4, p. 411-416, 2011.

GNIAZDOWSKA, A.; BOGATEK, R. Allelopathic interaatins between plants.
Multisite action of allelochemicalécta Physiologiae Plantarum Heidelberg,
v. 27, n. 3, p. 395-407, 2005.

GONCALVES, C. PDesenvolvimento e maturacao fisiologica da semerde
pimentéo cv. all Big 1997. 66 p. Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) —
Universidade Federal da Paraiba, Areia, 1997.

GROOT, S. P. C.; KARSSEN, C. M. Gibberellins reggilseed germination in
tomato by endosperm weakening: a study with gibimedeficient mutants.
Planta, Berlin,v. 171, p. 525-531, 1987.

HENZ, G. P. Perspectivas e potencialidades do rderda pimentas. In:
ENCONTRO NACIONAL DO AGRONEGOCIO PIMENTASJAPSSICUM
SPP.), 1.; MOSTRA NACIONAL DE PIMENTAS E PRODUTOS
DERIVADOS, 1., BrasiliaAnais... Brasilia: Embrapa Hortalicas, 2004. 1 CD
ROM.

HENZ, G. P.; RIBEIRO, C. S. C. Mercado de comeizégado. In: RIBEIRO, C.
S. C. (Ed.)PimentasCapssicum. Brasilia; Embrapa Hortalicas, 2008. p. 15-24.



65

HILHORST, H. W. M. A critical update on seed dorrmgnprimary dormancy.
Seed Science ResearcWallingford,v. 5, p. 61-73, 1995.

HILHORST, H. W. M. The regulation of secondary damy: the membrane
hypothesis revisitedseed Science ResearcWallingford, v. 8, p. 77-90, 1998.

HOLDSWORTH, M. J.; BENTSINK, L.; SOPPE, W. J. J.oMcular networks
regulatingArabidopsisseed maturation, after-ripening, dormancy and
germinationNew Phytologist Cambridgey. 179, p. 33-54, 2008.

HONGJIAN, W. et al. Identification of reference gsrfor reverse transcription
quantitative real-time PCR normalization in pepfigapssicurrannuum L.).
Biochemical and Biophysical Research Communicationslew York, v. 416,
n. 1/2, p. 24-30, 2011.

KANG, J. Y. et al. Arabidopsis basic leucine zippesteins that mediate stress-
responsive abscisic acid signalifidne Plant Cell, Rockville, v. 14, p. 343-357,
2002.

KARSSEN, C. M.; LACKA, E. A revision of the hormotalance theory of
seed dormancy: studies on gibberelin and/or alesatsd-deficient mutants of
Arabidopsis thalianaln: BOOP, M. (Ed.)Plant growyh substancesBerlin:
Springer-Verlag, 1986. p. 315-323.

KARSSEN, C. M. Uptake and effect of abscisic aaidmy induction and
progress of radicle growth in seed€Gifenopodium albuniPhysiologia
Plantarum, Copenhagen. 36, p. 259-263, 1976.

KNOW, O. S.; BRADFORD, K. J. Tomato seed develophazeml quality as
influenced by preharvest treatment with etheplitortScience Alexandria,
v. 22, n. 3, p. 588-591, 1987.

KOKOPELLI. Pimentas histéria e nutricdo. Disponivel em: <http://www.
kokopelli-seedfoundation.com>. Acesso em: 20 j&i32

KROCK, B. et al. Vegetation-derived abscisic aaid four terpenes enforce
dormancy in seeds of the post-fire anndit,otiana attenuataSeed Science
Research Wallingford, v. 12, p. 239-252, 2002.

KUCERA, B.; COHN, M. A.; LEUBNER-METZGER, G. Plahbrmone
interactions during seed dormancy release and gation.Seed Science
Research Wallingford, v. 15, p. 281-307, 2005.



66

LACAMPAGNE, S.; GAGNE, S.; GENY, L. Involvement abscisic acid in
controlling the proanthocyanidin biosynthesis patinin grape skin: new
elements regarding the regulation of tannin comjmwsand leucoanthocyanidin
reductase (lar) and anthocyanidin reductase (atiKjitees and expression.
Journal Plant Growth Regulation, New York, v. 28, p. 81-90, 2010.

LAKSHMANAN, V.; BERKE, T. G. Lack of primary seecbdmancy in pepper
(Capssicunspp.).Capssicum and Eggplant Newsletter Turin, v. 17, p. 72-75,
1998.

LEFEBVRE, V. et al. Funtional analysis of ArabidpslCED6 and NCED9
genes indicates that ABA synthesized in the endaspeinvolved in the
induction of seed dormanciylant Journal, Oxford,v. 45, p. 309-319, 2006.

LIVESLEY, M. A.; BRAY, C. M. The effect of ageingpan a-amylase
production and protein synthesis by wheat aleutayers.Annals of Botany,
London, v. 68, n. 1, p. 69-73, 1991.

LOVEGROVE, A.; HOOLEY, R. Gibberellin and abscisicid signalling in
aleuroneTrends in Plant Science Oxford, v. 5, p. 102-110, 2000.

MANZ, B. et al. Water uptake and distribution irrigénating tobacco seeds
investigated in vivo by nuclear magnetic resondamagging.Plant Physiology,
Washingtonn. 138, p. 1538-1551, 2005.

MARCOS FILHO, JFisiologia de sementes de plantas cultivadaBiracicaba:
Fealq, 2005. 495 p.

MARTINS, C. A. O. et al. Atividade da isocitrat@$ie durante a germinagéo de
sementes de sojRevista Brasileira de Semented.ondrina, v. 22, n. 1, p. 42-
46, 2000.

MEYER, L. H. Food chemistry. In: Carbohydrates. Connecticut: The
Avi, 1976. Cap. 3, p. 65-113.

NAKAJIMA, M. et al. Identification and character-aiton of Arabidopsis
gibberellin receptordlant Journal, Oxford, v.46, p. 880-889, 2006.

NASCIMENTO, W. M. Condicionamento osmético de setesre hortali¢as:
potencialidades e implicac@ésorticultura Brasileira , Brasilia, v.16, n. 2, p.
106-109, nov. 1998.



67

NASCIMENTO, W. M.; FREITAS, R. A. Produc¢éo de sergsde pimentas.
In: RIBEIRO, C. S. C. et al. (EdQultivo de pimentas(Capssicum spp.) no
Brasil. Brasilia: Embrapa Hortalicas, 2006. v. 27, p390-

NEDEL, J. L.; ASSIS, F. N.; CARMONA, P. 8. planta de arroz-morfologia
e fisiologia Pelotas: UFPEL, 1996. 56 p.

NIKOLAEVA, M. G. On criteria to use in studies afed evolutionSeed
Science ResearchWallingford, v. 14, p. 315-320, 2004.

NIKOLAEVA, M. G. Physiology of deep dormancy in seedkeningrad:
Iztatel'stvo "NAUKA", 1967. 219 p.

NONOGAKI, H.; MATSUSHIMA, H.; MOROHASHI, Y. Galactmannan
hydrolyzing activity develops during priming in th@cropylar endosperm tip of
tomato seed$hysiologia Plantarum Copenhagen, v. 85, n. 2, p. 167-172,
June 1992.

OLIVEIRA, A. M. C. Caracterizagéo quimica, avaliacdo da atividade
antioxidante in vitro e atividade antifingica de pimentas do género
Capssicum spp. 2011. 81 p. Dissertacdo (Mestrado em AlimentNsigicao) -
Universidade Federal do Piaui, Terezina, 2011.

OLIVEIRA, A. P. et al. Maturacéo fisioldgica de semies de pimentdo, em
funcdo de idade de frutos apds a anteseista Brasileira de Sementes
Londrina,v. 21, n. 2, p. 88-94, 1999.

OLIVEIRA, G. E. et al. Physiological quality and giaise enzyme expression in
maize seed<Ciéncia e Agrotecnologialavras, v. 37, n. 1, p. 40-48, 2013.

PEETAMBAR, D. et al. Relationship of Endo-P-D-Maniaage activity and cell
wall hydrolysis in tomato endosperm to germinatiates.Plant Physiology
Washington, v. 11, n. 3, p. 1243-1252, 1997.

PERCY, R. G.; ZEIGER, E. Genetic variability foostatal conductance in
Pima cotton and its relation to improvements ot laglaptationProceedings of
the national academy of sciences of the United Sést of America
Washington, v. 91, p. 7217-7221, 1994.



68

PEREIRA, D. M. et al. Atividade da enzima erfgfsaananase em diferentes
partes de sementes de café, antes e apés a geimirlag SIMPOSIO DE
PESQUISA DE CAFES DO BRASIL, 7., 2011, Arax¥nais... Araxa: [s. n.],
2011. 1 CD ROM.

PEREIRA, R. W. et al. Expresséo da enzima isocifiase em sementes de
pimenta habanerd@pssicum chinenskcquin) colhidas em diferentes estadios
de desenvolvimento. In: CONGRESSO DE INICIACAO CIHRICA, 25.,

2012, LavrasAnais... Lavras: UFLA, 2012. 1 CD ROM.

PETRUZZELLI, L.; TARANTO, G. Amylase activity ana$s of viability in
wheat.Annals of Botany, London, v. 66, n. 4, p. 375-380, 1990.

PINO, J.; SAURI-DUCH, E.; MARBOT, R. Changes in atile compounds of
Habanero chile pappeCépssicunthinense Jack. cv. Habanero) at two ripening
statesFood Chemistry, Oxford, v. 94, n. 3, p. 394-398, Feb. 2006.

PINTO, L. V. A. et al. Mechanism and control®6lanum lycocarpurst. Hill
seed germinatiorAnnals of Botany, Oxford, v. 100, n. 6, p. 1185-1187, 2007.

PORTIS, E. et al. Molecular and physiological mask#uring seed
development of pepper€#épssicum annuuin): DNA replication and tubulin
synthesisSeed Science ResearcWallingford, v. 9, n. 1, p. 85-90, Mar. 1999.

QUEIROZ, L. A. F. et al. Epoca de colheita e seoaga qualidade de sementes
de pimenta Habanero YelloRevista Brasileira de Semented.ondrina, v. 33,
p. 472-481, 2011.

RANDLE, W. M.; HONMA, S. Dormancy in pepperlScientia Horticulturae,
Amsterdam, v. 14, p. 19-25, 1981.

REIFSCHNEIDER, F. J. B. et aapssicum- pimentas e pimentdes no Brasil
Brasilia: Embrapa Hortali¢as, 2000. 113 p.

REIFSCHNEIDER, F. J. B.; RIBEIRO, C. S. C.; LOPESA. Pepper
production and breeding in Brazil, and a word ogpéants.Capssicum and
Eggplant Newsletter Turin, v. 17, p. 13-18, 1998.

RUFINO, J. L. S.; PENTEADO, D. C. S. Importanciaeémica, perspectivas e
potencialidades do mercado para pimeimti@mrme Agropecuario, Belo
Horizonte, v. 27, p. 7-15, 2006.



69

SANCHEZ, V. M. et al. Fruit maturity, storage anosharvest maturation
treatments affect bell pepp&dpssicum annuum) seed qualityScientia
Horticulturae , Amsterdam, v. 54, n. 3, p. 191-201, June 1993.

SAWADA, Y. et al. Phytochrome- and gibberellin-mateid regulation of
abscisic acid metabolism during germination of pbtastic lettuce seedBlant
Physiology, Washington, v. 146, p. 1386-1396, 2008.

SCOTT, A. J.; KNOTT, M. A cluster analysis methad §rouping means in the
analysis of variancdiometrics, Washington, v. 30, n. 3, p. 507-512, Sept.
1974.

SILVA, E. A. A. et al. Abscisic acid controls embrgrowth potencial and
endosperm cap weakening during coff€effea arabicacv. Rubi) seed
germinationPlanta, Berlin, v. 220, p. 251-261, 2004.

SIMPSON, G. MSeed dormancy in grassesNew York: Cambridge
University, 1990. 297 p.

SINGH, D. P. et al. Gibberellins are requireddeed development and Pollen
Tube Growth in Arabidopsig.he Plant Cell, Rockville, v. 14, n. 12, p. 3133-
3147, Dec. 2002.

STEINBACH, H. S. et al. Hormonal regulation of damcy in developing
sorghum seed®lant Physiology,Washingtony. 113, p. 149-154, 1997.

TEOFILO, E. M. et al. Dessecacdo quimica pré-ctdhea cultura do feijoeiro
(PhaseolusulgarisL.) efeitos sobre a producéo de grdgigncia e
Agrotecnologia Lavras, v. 20, n. 4, p. 425-436, 1996.

TOH, S. et al. High temperature-induced abscisig biosynthesis and its role
in the inhibition of gibberellin action in Arabidsjs seedsPlant Physiology,
Washington, v. 146, n. 3, p. 1368-1385, Mar. 2008.

TOOROP, P. E.; VAN, A. A. C.; HILHORST, H. W. M. E&tsecond step of the
biphasic endosperm cap weakening that mediatesddinscopersicon
esculentumseed germinations is under control of ABWurnal of
Experimental Botany, Oxford, v. 51, p. 1371-1379, 2000.



70

TOPUZ, A.; OZDEMIR, F. Assessment of carotenoidd ascorbic acid
composition of some selected pepper cultiv&apssicunannuum L.) grown in
Turkey. Journal of Food Composition and AnalysisSan Diego, n. 20, p. 596-
602, 2007.

WHITE, C. N. et al. Gibberellins and seed develophie maize: evidence that
gibberellin/abscisic acid balance governs germimatiersus maturation
pathwaysPlant Physiology,Washingtony. 122, p. 1081-1088, 2000.

XIE, Z. et al. Salicylic acid inhibits gibberellinduced alpha-amylase
expression and seed germination via a pathwayvimghn abscisic-acid-
inducible WRKY genePlant Molecular Biology, Dordrecht, v. 64, p. 293-303,
2007.

YAMASAKI, Y. Amylase in germinating millet seedBhytochemistry, New
York, v. 64, p. 935-939, 2003.

ZEEVART, J. A. D.; CREELMAN, R. A. Metabolism andhysiology of
abscisic acidAnnual Review of Plant Physiology Palo Alto, v. 39, p. 439-
473, 1988.



