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RESUMO

VIDIGAL, Deborah de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, fevereiro de
2008. Alteracoes fisioldgicas e bioquimicas em sementes de pimenta em fungéo
do estadio de maturacdo dos frutos. Orientadora: Denise Cunha Fernandes dos
Santos Dias. Co-orientadores: Luiz Antonio dos Santos Dias e Fernando Luiz
Finger.

A pesquisa teve por objetivos: 1) estudar o processo de maturacdo das sementes
de pimenta (Capsicum annuum L.), variedade Amarela Comprida, para determinagdo da
maturidade fisioldgica e definicdo do ponto adequado para a colheita das sementes. ii)
avaliar a influéncia do estadio de maturagdo e do armazenamento pos-colheita de frutos
na atividade de proteinas LEA (Late embryogeneses accumulated) e na qualidade
fisiologica de sementes de pimenta. iii) avaliar alteragdes fisioldgicas e enzimaticas em
sementes de pimenta obtidas de frutos colhidos em diferentes estadios de maturagdo e
submetidos ao armazenamento pds-colheita. Para tanto, foi conduzido um experimento
em campo, onde foram colhidos frutos aos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ¢ 75
dias apds a antese (DAA). Os frutos colhidos aos 40, 50, 60 e 70 DAA foram
submetidos ao armazenamento pos-colheita por 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias. Os frutos foram
avaliados em relagdo ao peso, didmetro, comprimento e niimero de sementes por fruto.
As sementes, apds serem extraidas dos frutos, foram submetidas aos seguintes testes e
determinagdes: grau de umidade, massa de matéria seca por semente, peso de mil
sementes, germinacgdo, primeira contagem de germinagdo, indice de velocidade de
emergéncia, comprimento de plantula, deterioracdo controlada, envelhecimento
acelerado e condutividade elétrica. Foram determinados ainda os padrdes eletroforéticos
das seguintes enzimas: Peroxidase (PO), Superoxido Dismutase (SOD), Malato
Desidrogenase (MDH), Alcool Desidrogenase (ADH) e de proteinas LEA. Utilizou-se o

delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, sendo os dados

submetidos a analise de variancia e de regressdo. A maturidade fisiologica das sementes
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de pimenta, cv. Amarela Comprida ocorre aos 70 DAA, quando as sementes possuiam
teor de agua de 46%. A qualidade fisiologica das sementes foi maxima entre 65 ¢ 70
DAA, quando os frutos estavam com a cor vermelha e vermelha intensa,
respectivamente, indicando que a colheita deve ser feita a partir desta faixa. Colheitas
precoces (40 DAA) ndo sdo benéficas a qualidade fisioldgica das sementes de pimenta,
mesmo quando associadas a um periodo de armazenamento pos-colheita dos frutos por
até 15 dias. Para frutos colhidos aos 50 DAA, o armazenamento p6s-colheita por 12 dias
¢ imprescindivel para melhoria da qualidade fisiologica das sementes. Sementes de
pimenta colhidas a partir dos 60 DAA apresentam alta qualidade fisioldgica, ndo sendo
necessario o armazenamento dos frutos apos a colheita. A sintese de proteinas LEA
ocorre a partir de 60 DAA, estando diretamente relacionada com a qualidade fisioldgica
de sementes de pimenta. Maior atividade das enzimas ADH e SOD foram constatadas
em sementes obtidas de frutos colhidos aos 60 ¢ 70 DAA, independente do periodo de

armazenamento pos-colheita.
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ABSTRACT

VIDIGAL, Deborah de Souza, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, February of
2008. Physiological and biochemical alterations in pepper seeds in maturation
state function of fruits. Adviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias. Co-
advisers: Luiz Antonio dos Santos Dias and Fernando Luiz Finger.

The present research had objectives: 1) to study the maturation process of pepper
seeds (Capsicum annuum L.), “Amarela Comprida” variety, aiming to determine the
physiological maturity of seeds and the adequate moment for seed harvest. ii) to
evaluate the influence of maturation state and post-harvest storage of fruits in LEA
(Late embryogeneses accumulated) proteins activity and physiological quality of seeds;
iii) to evaluate physiological and enzymatic alterations in pepper seeds harvested at
different maturation state and submitted to post-harvest storage of fruits. An experiment
was conducted in the field and fruits were harvested at 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60,
65, 70 and 75 days after anthesis (DAA). The fruits harvested at 40, 50, 60 and 70 DAA
were stored for 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days. Then fruits were appraised in relation to the
weigh, diameter, length and number of seeds per fruit. The seeds were submitted to the
following tests and determinations: moisture content, dry matter, weight of thousand
seeds, germination, first count of germination, speed emergence index, seedling length,
controlled deterioration, accelerated aging and electrical conductivity. Isoenzimatic
patterns of Peroxidase, Superoxide Dismutase, Malate Desidrogenase, Alcohol
Desidrogenase and LEA proteins were determined by electrophoretic analysis. The
experiment was conduted in completely randomized design, with four replications, and
the data were submitted to variance analysis and regression. The physiological maturity
of pepper seeds, cv. “Amarela Comprida”, happened at 70 DAA, when the seeds
presented 46.1% moisture content. The maximum physiological quality of seeds
occurred between 65 and 70 DAA, indicating that harvest can be made in this period.

Precocious harvest (40 DAA) was not beneficial to physiological quality of seeds when
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associated to 15 days post-harvest storage. For fruits harvested at 50 DAA, post-harvest
storage of fruit for 12 days was indispensable to assure the physiological quality of
seeds. Pepper seeds harvested from 60 DAA presented high physiological quality, not
being necessary the post- harvest storage of fruits. The LEA proteins synthesis occurred
at 60 DAA, being directly related to physiological quality of seeds. Higher activity of
Alcohol Desidrogenase and Superoxide Dismutase enzymes were verified in the seeds

obtained from fruits harvested at 60 and 70 DAA, regardless post-harvest storage.
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INTRODUCAO GERAL

As espécies de pimentas (Capsicum spp.) pertencem a familia Solanaceae,
constituem um grupo de espécies botanicas com caracteristicas proprias, que produzem
frutos geralmente com sabor picante, embora também existam pimentas doces, muito
utilizadas na fabricacdo de paprica.

O cultivo de pimentas ocorre praticamente em todas as regides do pais e ¢ um
dos melhores exemplos de agricultura familiar e de integracdo pequeno agricultor-
agroindustria (Reifschneider, 2000). A area anual cultivada ¢ de cerca de 2000 ha e os
principais estados produtores sdo Minas Gerais, Goids, Sdo Paulo, Ceara e Rio Grande
do Sul. A crescente demanda do mercado, estimado em 80 milhdes de reais ao ano, tem
impulsionado o aumento da 4rea cultivada e o estabelecimento de agroindustrias,
tornando o agronegocio de pimentas (doces e picantes) um dos mais importantes do pais
(Rufino e Penteado, 2006).

Atualmente, parte da produgdo brasileira de pimentas ¢ exportada, em diferentes
formas, como paprica, pasta, desidratada e conservas ornamentais. Em 2005, o volume
de exportagcdes de Capsicum atingiu 9.222 toneladas, fazendo com que as pimentas
fossem posicionadas como a segunda principal hortalica exportada (Napoledo, 2006).

No Brasil, a producao de sementes de pimentas se concentra principalmente no
RS, MG, GO e PE, sendo necessario recorrer a importacao para atender a demanda
interna (Nascimento et al., 2006). Aspectos relacionados a produgao e qualidade destas
sementes sao pouco estudados em nossas condig¢des, o que pode ser atribuido a algumas
peculiaridades, como baixo rendimento, dificuldade de extracdo e problemas
relacionados a qualidade fisiologica das sementes.

Neste contexto, estudos relacionados a maturagdo e colheita das sementes sao
importantes, uma vez que estas alcangam sua qualidade fisioldgica maxima no campo.

Tais conhecimentos sdao imprecindiveis, principalmente, no que se refere ao



planejamento e definicdo da época ideal de colheita para minimizar os efeitos da
deterioragdo das sementes provocados pela permanéncia prolongada no campo, além de
aumentar a produtividade das sementes, uma vez que a colheita precoce podera
acarretar grande propor¢ao de sementes imaturas.

As sementes se desenvolvem a partir de oOvulos fertilizados. A partir dai,
ocorrem diversas modificagdes até que a maturidade fisiologica seja atingida, quando
cessa a translocacdo de assimilados da planta para a semente (Carvalho e Nakagawa,
2000). De acordo com Bewley e Black (1994), em geral, o desenvolvimento das
sementes pode ser dividido em trés fases: a fase de histodiferenciagao, onde sao intensas
as divisoes celulares logo apos a fertiliza¢ao; a segunda fase caracterizada pelo aumento
no acumulo de matéria seca no endosperma e/ou embrido, seguida pela terceira fase,
quando ocorre a secagem ou dessecagao, caracterizada pela redugdo no teor de agua da
semente.

Durante o desenvolvimento das sementes, ocorrem modificagdes em algumas
caracteristicas fisicas e fisioldgicas, como tamanho, teor de dgua, conteido de matéria
seca, capacidade de germinacdo e nivel de vigor (Carvalho e Nakagawa, 2000). Assim,
apods o ovulo ser fecundado, as sementes crescem em tamanho rapidamente, atingindo o
maximo em periodo de tempo muito curto em relagdo a duragdo total do periodo de
maturagdo. Isso ocorre devido a intensa divisdo celular, acompanhada por alongamento
das células que constituem o eixo-embriondrio e o tecido de reserva.

A semente por ser dreno, recebe os produtos da fotossintese, o que resulta em
aumento no conteudo de matéria seca, representada por proteinas, agucares, lipidios e
outras substancias, até atingir valor méaximo, quando cessa a translocagdo planta-
semente (Dias, 2001). Durante esta fase, o teor de 4gua das sementes mantém-se alto,
decrescendo lentamente & medida que a dgua vai sendo substituida pelas reservas

sintetizadas (Carvalho e Nakagawa, 2000). Para diversos autores, a maxima massa da



matéria seca tem sido considerada como o ponto em que a semente atingiu a maturidade
fisioldgica, caracterizando que cessou a translocagdo de assimilados da planta para a
semente (Harrington, 1972; Tekrony et al., 1980; Demir e Ellis, 1992). Neste ponto,
geralmente, a qualidade fisioldgica (germinacdo e vigor) da semente ¢ maxima ¢ a
deterioragdo ¢ minima (Carvalho e Nakagawa, 2000). No entanto, segundo Pieta Filho e
Ellis (1991), o ponto de maxima matéria seca representa a maturidade de massa, pois
nem sempre neste ponto a qualidade da semente serd maxima, preferindo empregar o
termo “maturidade fisioldgica™ para caracterizar o ponto onde a germinagdo e o vigor
sd0 maximos, o que pode ocorrer um pouco antes ou apos a maturidade de massa.

A partir do ponto de maxima matéria seca, nao ha mais conexao vascular entre a
planta ¢ a semente, e o teor de dgua das sementes que vinha decrescendo lentamente
tende a diminuir drasticamente, até entrar em equilibrio com o ambiente,
comportamento este tipico de sementes ortodoxas. Esta secagem natural é importante
para evitar que, com a respiracdo intensa das sementes, ainda umidas, ocorra a
deterioragdo ou, entdo, que as sementes germinem no fruto. A velocidade de
desidratacdo depende das condi¢des climaticas durante o processo de maturagdo da
semente e das caracteristicas de cada espécie, sendo mais evidente em espécies de frutos
secos em relacdo as de frutos carnosos (Dias, 2001).

Sementes ortodoxas, durante a fase de deposicdo de reservas, desenvolvem
mecanismos para prevenir alguns danos provenientes da remocdo de dgua de seus
tecidos durante o processo final de maturacdo. Essa tolerdncia a dessecacdo ocorre
durante o desenvolvimento da semente e ¢ resultado de alguns mecanismos de prote¢ao
capazes de manter os sistemas de membranas das células e as substincias de reserva em
condicdes de readquirir suas fungdes fisioldgicas quando as sementes sdo reembebidas
(Bewley e Black, 1994). O desenvolvimento destes mecanismos depende de

caracteristicas genéticas das espécies que determinam a presenca de substancias como



acucares, anti-oxidantes, enzimas que atuam contra o sistema de oxida¢ao lipidica e
proteinas especificas (lea - late embryogeneses accumulated — LEA proteinas) que tém
funcdo protetora e sdo induzidas por acido abscisico (ABA) (Faria et al., 2004; Rosa et

al., 2005; Veiga et al., 2007).

Segundo Kermode (1997), a regulacdo da expressdo dos genes LEA,
provavelmente, envolve componentes de outras vias de tradugdo de sinais, além do
ABA. Proteinas LEA sdo tipicamente acumuladas durante as fases finais da
embriogénese ou em resposta a desidratacdo, baixa temperatura, salinidade ou
tratamento exogeno de ABA, indicando a sua fung¢ao na desidratagdo celular.

Teoricamente, o ponto ideal de colheita das sementes seria na maturidade
fisioldgica, caracterizada segundo diversos autores pelo maximo conteido de matéria
seca (Tekrony et al., 1980; Demir e Ellis, 1992), que pode coindicir ou ndo com a
qualidade maxima da semente. Oliveira et al. (1999) observaram em sementes de
pimentdo que o maximo acumulo de matéria seca foi alcangado antes da qualidade
maxima da semente. J4 para sementes de tomate, Dias et al. (2006) verificaram que o
acimulo méximo de matéria seca ocorreu, em geral, depois da qualidade méxima da
semente.

Para espécies de crescimento indeterminado, como as pimentas, onde o
florescimento e a frutificagdo sdo continuos, sdo encontrados na mesma planta frutos em
diferentes estddios de maturagdo. Isso dificulta determinar a época em que ocorre a
maturidade fisiologica das sementes e o momento ideal para a colheita dos frutos,
visando obter o méximo rendimento em sementes de alto vigor. Como os frutos das
diferentes espécies de pimenta sdo carnosos, o processo de maturacdo das sementes
continua mesmo apos a colheita dos frutos. Logo, o emprego adequado de técnicas de
repouso ou armazenamento pos-colheita dos frutos, antes da extracdo das sementes, ¢

um aspecto vantajoso, pois permite colher os frutos precocemente, evitando riscos com



possiveis condi¢cdes desfavoraveis. Também permite reduzir o niimero de colheitas,
colhendo simultaneamente frutos em diversos estadios de maturagdo, extraindo-se
imediatamente as sementes dos frutos maduros e submetendo-se os demais a periodo
adequado de armazenamento. Durante este periodo, sementes ainda ndo totalmente
maduras completariam sua maturagdo, enquanto aquelas ja maduras teriam sua
qualidade preservada por manterem-se em equilibrio osmoético dentro do fruto, ou seja,
com alto grau de umidade (Barbedo et al., 1994).

Neste contexto, o trabalho teve como objetivos monitorar as alteracdes fisicas,
fisioloégicas e bioquimicas em sementes de pimenta obtidas de frutos colhidos em
diferentes estadios de maturagdo e submetidos ao armazenamento pds-colheita,
buscando ainda caracterizar a maturidade fisiologica das sementes e definir onto ideal

de colheita.
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MATURACAO FISIOLOGICA DE SEMENTES DE PIMENTA ‘AMARELA
COMPRIDA’ (Capsicum annuum L.)*
DEBORAH DE SOUZA VIDIGALz, DENISE CUNHA F. SANTOS DIAS®.

RESUMO — Um aspecto importante da produ¢do de sementes ¢ a determinagao
da maturidade fisioldgica e do momento ideal de colheita, visando obter sementes de
alta qualidade, minimizando a sua deterioracdo no campo. Diante disso, a pesquisa teve
por objetivo estudar o processo de maturagdo das sementes de pimenta (Capsicum
annuum L.), variedade Amarela Comprida, para determinagdo da maturidade fisiologica
e definicdo do ponto adequado para a colheita das sementes. As sementes foram obtidas
de frutos colhidos aos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 e 75 dias apds a antese
(DAA). Determinaram-se o peso, comprimento e didmentro dos frutos, peso de mil
sementes, grau de umidade, massa da matéria seca por semente, germinacao, primeira
contagem de germinacdo, comprimento de plantula, envelhecimento acelerado, indice
de velocidade de emergéncia e condutividade elétrica. A maturidade fisioldgica das
sementes de pimenta, cv. Amarela Comprida ocorre aos 70 DAA, quando as sementes
possuiam teor de agua de 46%. A qualidade fisiologica das sementes foi maxima entre
65 ¢ 70 DAA, quando os frutos estavam com a cor vermelha e vermelha intensa,

respectivamente, indicando que a colheita deve ser feita a partir desta faixa.

Termos para indexac¢ao: maturidade fisioldgica, colheita, vigor.

' Submetido em . Aceito para publicacdo em . Parte da Dissertacdo de
Mestrado do primeiro autor apresentada a UFV.

% Estudante de Pos-Graduacdo, Depto. de Fitotecnia, Universidade Federal de Vigosa, 36571-000 —
Vicosa — MG. E-mail: dsvidigal@gmail.com

3 Prof. Associado, Depto. de Fitotecnia, , Universidade Federal de Vigosa, 36571-000 — Vigosa — MG. E-

mail: dedias@ufv.br




PHYSIOLOGICAL MATURATION OF PEPPER ‘AMARELA
COMPRIDA’ (Capsicum annuum L.) SEEDS

ABSTRACT — An important aspect of the production of seeds is the determination of
the physiological maturity and the ideal moment of harvest to obtain high quality seeds.
This work aimed to study the maturation of pepper (Capsicum annuum L.) seeds,
“Amarela Comprida” cultivar, in order to determine the physiological maturity of seeds
and the adequate moment for seeds harvest. The seeds were obtained from fruits
harvested at 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 and 75 days after anthesis (DAA).
Before the seeds extraction the fruits were appraised in relation to the weigh, diameter,
length and number of seeds per fruit. The seeds were submitted to following tests and
determinations: moisture content, dry matter, weight of thousand seeds, germination,
first count of germination, speed emergence index, seedling length, controlled
deterioration, accelerated aging and electrical conductivity. The experiment was
conduted in completely randomized design, with four replications, and the data were
submitted to variance analysis and regression. The physiological maturity of pepper
seeds, cv. “Amarela Comprida”, happened at 70 DAA, when the seeds presented 46.1%
moisture content. The maximum physiological quality of the seeds ocurred between 65

and 70 DAA, indicating that harvest can be made in this moment.

Index terms: physiological maturity, harvest, vigour.
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INTRODUCAO

A produgdo de pimenta (Capsicum spp.) para uso como condimento a mesa e de
produtos alimenticios industrializados vem crescendo e, atualmente, ¢ uma atividade
olericola bastante rentavel, principalmente quando o produtor agrega valor ao produto,
na forma de molhos, conservas papricas, geléias, dentre outros.

Como toda espécie de planta propagada sexuadamente, o cultivo de pimentas
deve se iniciar com a utilizacdo de sementes de alta qualidade. Dentre os fatores que
determinam a alta qualidade das sementes esta a colheita na época correta. Para tanto, o
conhecimento do processo de maturacdo das sementes ¢ fundamental, considerando que
estas alcancam qualidade méaxima no campo. Torna-se imprescindivel o conhecimento
do processo de maturagdo, principalmente no que se refere a defini¢do da época ideal de
colheita, buscando minimizar a deterioragdo das sementes provocada por uma
permanéncia prolongada no campo, além de aumentar a produtividade das sementes,
uma vez que com a colheita precoce havera grande propor¢do de sementes imaturas.

Em geral, para espécies cujas sementes estdo contidas em frutos carnosos,
como ¢ o caso das pimentas, a maxima germinagao € 0 maximo vigor ocorrem quando a
semente atinge a maturidade fisioldgica, ou seja, 0 maximo conteudo de matéria seca
(Nascimento et al., 2006); a partir dai, a germinagdo e o vigor geralmente declinam.
Contudo, hd controvérsias quanto a ocorréncia da qualidade méaxima das sementes
durante o seu desenvolvimento. Em diversos trabalhos, a maxima massa de matéria seca
ndo coincidiu com a méaxima qualidade fisioldgica das sementes, como observado em
pimentdo (Demir e Ellis, 1992b; Oliveira et al., 1999), meldo (Welbaum e Bradford,
1988) e tomate (Kwon e Bradford, 1987; Berry e Bewley, 1991; Demir e Ellis, 1992a;
Valdes e Gray, 1998; Demir e Samit, 2001; Dias et al., 2006a). Em sementes de tomate,
Kwon e Bradford (1987) afirmaram que a germinagdo e o vigor maximos ocorreram 15

dias apos o conteudo mais elevado de matéria seca das sementes, semelhantemente ao
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que foi observado por Demir e Ellis (1992a), onde a maxima germinagdo ocorreu aos 70
DAA, enquanto o conteido maximo de matéria seca foi verificado aos 50 DAA.
Resultados semelhantes foram encontrados por Oliveira et al. (1999), com pimentao,
onde a germinagdo e o contetido de matéria seca maximos ocorreram aos 60 DAA e 50
DAA, respectivamente.

Em geral, a partir da maturidade fisioldgica iniciam-se, nas sementes, alteragdes
degenerativas que comprometem a germinagao e o vigor (Carvalho e Nakagawa, 2000).
Assim, o reconhecimento pratico da maturidade fisiologica ¢é estratégico para a
definicdo do momento ideal de colheita, contribuindo para a produgdo de sementes de
elevada qualidade fisioldgica e sanitaria.

Para a determinagdo da maturidade fisioldgica das sementes tém sido utilizados
diversos marcadores, como a mudanga de coloracdao dos frutos (Barbedo et al., 1994;
Valdes ¢ Gray, 1998 e Dias et al., 2006¢), tamanho dos frutos e peso das sementes
(Oliveira et al.,1999; Fessel et al., 2001; Dias et al., 2006a,b; Costa et al., 2006) ¢ teor
de 4gua (Demir e Ellis, 1992a, Fessel et al., 2001 e Araujo et al., 2006).

Diante disso, o objetivo desta pesquisa foi estudar o processo de maturagao das
sementes de pimenta (Capsicum annuum L.), variedade Amarela Comprida, para
determinag¢do da maturidade fisioldgica e definicdo do ponto adequado para a colheita

das sementes.

MATERIAL E METODOS

O campo de producdo de sementes foi instalado em d&rea experimental
denominada “Horta Nova” do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), no periodo de fevereiro a julho de 2007. O municipio de Vigosa localiza-
se na Zona da Mata de Minas Gerais, a 689,7 m de altitude e coordenadas geograficas

20° 45’ de latitude Sul e 42° 51° de longitude Oeste (IBGE, 1991).
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Foram utilizadas sementes de pimenta (Capsicum annuum L.), variedade
Amarela Comprida. Apos a semeadura e obtencdo das mudas em viveiro, estas foram
transplantadas, aos 40 dias de idade, para o local definitivo. No campo, as plantas foram
dispostas em espacamento de 1,2 x 0,8 m. O cultivo das plantas seguiu as
recomendagdes usuais para pimenta (Filgueira, 2005), com irrigagdo, por aspersao,
sempre que necessdria. As plantas foram tutoradas com o auxilio de estacas. A
adubacgao foi feita de acordo com recomendagdes de Ribeiro et al. (1999). Durante a
fase de florescimento, as flores foram etiquetadas diariamente, no dia da antese, até se
obter numero suficiente de frutos. Foram colhidos frutos aos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50,
55, 60, 65, 70 e 75 dias apds a antese (DAA). Em seguida, com base na coloragdo dos
frutos (aspecto visual externo), estes foram classificados quanto ao seu estadio
fenologico (Figura 1): 20 a 40 DAA (frutos completamente verdes); 45 e 50 DAA
(frutos com coloracdo amarela); 55 a 65 DAA (frutos vermelhos); 70 ¢ 75 DAA (frutos
vermelhos intensos).

Logo apo6s a colheita, as sementes foram extraidas dos frutos manualmente e
lavadas em agua corrente. Apos a lavagem, foram colocadas para secar em condi¢do
de ambiente de laboratério, por periodo de tempo suficiente (2 a 3 dias) para atingir
grau de umidade compativel com o armazenamento (aproximadamente 10%). Apos a
secagem, as sementes foram tratadas com o produto comercial Captan 750 TS. 24
(3g produto/kg de sementes). Apenas as sementes destinadas a realizacdo do teste de
condutividade elétrica ndo foram tratadas com fungicida. Em seguida, foram
armazenadas em geladeira (10°C) até a realizagdo das anélises em laboratério. Foram
realizados os seguintes testes e determinacdes: Peso de fruto — 30 frutos colhidos
foram pesados em balanca digital (precisdo 0,001 g), sendo que cada fruto constituiu
de uma repetigdo. Determinou-se o peso médio de frutos, em grama/fruto. Diametro

e comprimento de fruto — 30 frutos colhidos tiveram o didmetro e o comprimento
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mensurados, em milimetros, com auxilio de um paquimetro, sendo que cada fruto
constituiu de uma repeti¢do. Determinou-se o didmetro e o comprimento médio dos
frutos (mm/fruto). Grau de umidade — nas sementes recém extraidas dos frutos foi
determinado o grau de umidade, conforme metodologia prescrita nas Regras para
Andlise de Sementes (Brasil, 1992), pelo método da estufa, a 105 + 3°C, durante 24
horas, utilizando-se trés subamostras de 50 sementes, sendo os resultados expressos
em porcentagem (base umida). Massa da matéria seca por semente - foi
determinado juntamente com o grau de umidade das sementes (Brasil, 1992),
consistindo do peso médio final das trés subamostras de 50 sementes apds secagem a
105%+ 3°C por 24 h. Os resultados foram expressos em mg/semente. Peso de 1000
sementes - foram utilizadas 8 subamostras de 100 sementes que foram pesadas em
balanga com precisdio de 0,00lg, sendo os calculos efetuados conforme
recomendacdes das RAS (Brasil, 1992) e os resultados expressos em gramas. Teste
de germinagéo - foram utilizadas quatro subamostras de 50 sementes distribuidas
sobre duas folhas de papel toalha umedecido com volume de solu¢do de nitrato de
potassio (KNO3) 0,2% equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco, em caixas
gerbox. As caixas foram mantidas em germinador a 25 °C (Brasil, 1992). As
avaliagdes foram feitas no décimo e décimo sétimo dias apds a semeadura e os
resultados expressos em percentagem de plantulas normais. Primeira contagem de
germinacao - consistiu do registro da porcentagem de plantulas normais obtidas no
décimo dia ap6s a montagem do teste de germinagdo. Comprimento de plantula -
foram utilizadas quatro subamostras de 20 sementes, que foram semeadas em duas
linhas tragcadas ao longo da extremidade superior do papel toalha, colocado na base
de caixas plasticas (tipo gerbox), usando-se a tampa encaixada sobre a base da caixa
para fixar as sementes. Foram utilizadas duas folhas de papel toalha umedecidas com

volume de KNOs equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas plésticas
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foram colocadas em germinador a 25°C, distribuidas inclinadamente nas bandejas,
formando angulo de 45°. A avaliacdo foi realizada aos 10 dias apds a semeadura,
tomando-se o comprimento, em milimetro, das plantulas normais. Os resultados
foram expressos em mm/plantula. Envelhecimento acelerado - inicialmente, 300
sementes foram distribuidas uniformemente sobre bandeja de tela acoplada a caixas
gerbox, contendo, ao fundo, 40mL de dgua. As caixas foram tampadas e mantidas em
incubadora BOD, a 42°C, por 96h (Bhering et al., 2006). Decorrido este periodo,
duas subamostras de 50 sementes foram utilizadas para a determinacdo do grau de
umidade das sementes, pelo método da estufa a 105+3°C por 24 h e quatro
subamostras de 50 sementes foram submetidas ao teste de germinagdo, conforme
descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais obtidas no décimo quarto dia apds a semeadura. Indice de velocidade de
emergéncia - quatro subamostras de 50 sementes foram distribuidas a 0,3 cm de
profundidade, em sulcos, em bandejas plasticas contendo substrato comercial
(Bioplant). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacdo (temperatura média de
23,4°C). Foram feitas contagens didrias do nimero de plantulas emergidas até¢ 30
dias apds a semeadura, calculando-se o indice de velocidade de emergéncia (IVE),
conforme Maguire (1962). Condutividade Elétrica - adotou-se a metodologia
estabelecida pela ISTA (1995), empregando-se quatro subamostras de 50 sementes,
com massas conhecidas, imersas em 25mL de &4gua destilada e mantidas em
incubadora BOD, a 25°C, por 24 horas. Apds esse periodo, a condutividade elétrica
de cada solucdo foi determinada em condutivimetro, e os resultados expressos em
uS.cm.g! de sementes. Delineamento experimental e analise estatistica -
utilizou-se delineamento inteiramente casualizado, em quatro repeticdes para a
maioria das varidveis analisadas, exceto: o peso, diametro e comprimento dos frutos,

com 30 repeticdes; o grau de umidade e a massa da matéria seca por semente, com 3
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repeti¢des e o peso de mil sementes, com 8 repeti¢des. As analises estatisticas foram
processadas no Sistema SAS de Analise Estatistica (SAS, 1989). Os valores obtidos
para as variaveis foram submetidos a testes de normalidade e homogeneidade, que
indicaram a ndo necessidade de transformacao. Na seqii€ncia, os valores obtidos para
cada variavel foram submetidos a analise de variancia e regressao, em nivel de 5% de
probabilidade, pelo teste “F”. As estimativas dos parametros da regressdo foram

analisadas pelo teste “t” em nivel de 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 1 apresenta o aspecto visual dos frutos de pimenta, cv. Amarela
comprida, colhidas aos 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60, 65, 70 ¢ 75 DAA. De 20 a 40
DAA, os frutos estavam completamente verdes; aos 45 ¢ 50 DAA, houve mudanca de
coloracdo dos frutos que apresentavam-se com pericarpo amarelo. De 55 a 65 DAA, os
frutos apresentaram pericarpo vermelho e aos 70 e 75 DAA , vermelho intenso.

Pela Figura 2, o peso maximo dos frutos (47,8g) ocorreu aos 58 DAA. Ja o
maior didmentro (39,1lmm) e maior comprimento (145mm) ocorreram proximo aos 55
DAA, sendo que este diminuiu para 137mm aos 75 DAA. Esta reducdo pode ser
atribuida ao fato de se tratar de uma espécie de crescimento indeterminado, onde o
tamanho dos frutos tende a diminuir com o aumento da ordem de frutificagcdo na planta.
Dias et al. (2006b) verificaram diferencas entre o peso dos frutos de tomate, em relagao
a ordem de frutificacdo da planta, observando que os frutos colhidos em racimos
superiores, ou seja, mais tardios possuiam peso menor do que os colhidos no primeiro
racimo.

A massa da matéria seca das sementes (Figura 2) aumentou com o aumento da

idade dos frutos, até 70 DAA, quando se obteve o valor maximo (0,0063mg/semente).
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A partir dai, ndo houve acréscimo, mantendo-se estavel até 75 DAA, indicando que
cessou a translocagdo de assimilados da planta para a semente.

A massa maxima da matéria seca tem sido apontada por diversos autores como
um indicativo da maturidade fisiologica das sementes (Tekrony et al., 1980; Demir e
Ellis, 1992a). Em sementes de pimentdo, a massa maxima da matéria seca foi obtida
proximo aos 50 DAA, quando os frutos estavam com 50% da coloragcdo vermelha
(Demir e Ellis, 1992b). Ja sementes de tomate alcangaram o maximo acumulo de
matéria seca aos 75 DAA, quando os frutos estavam com 90% do pericarpo vermelho
(Dias et al., 2006a). Quando se determinou o peso de mil sementes verificou-se que o
valor méximo (7,5g) foi obtido aos 70 DAA, coincidindo com o momento em que o
conteudo de matéria seca foi maximo (Figura 2). Resultado semelhante foi encontrado
por Ribeiro (2004) que observou, em sementes de tomate, que o peso maximo de mil
sementes coincidiu com o acimulo maximo de matéria seca, que ocorreu na faixa de 70
a 80 DAA.

O grau de umidade das sementes (Figura 2) decresceu com o avango do processo
de maturagdo, sendo que aos 20 DAA, onde os frutos se encontravam totalmente
imaturos, o teor de agua das sementes era de 96,6%. A partir dai decresceu até 70 DAA,
quando as sementes possuiam teor de agua de 46%, momento em que a semente atingiu
a maturidade fisiologica, estabilizando a partir deste ponto até¢ 75 DAA. Assim,
observou-se que mesmo com a reducdo gradativa do teor de dgua das sementes ao longo
do seu desenvolvimento, o valor encontrado ao final do processo pode ser considerado
relativamente alto (46%), o que também foi descrito por outros autores para sementes de
frutos carnosos (Demir e Ellis, 1992a,b; Bewley e Black, 1994; Demir et al., 2002; Dias
et al., 2006a,c; Vidigal et al., 2006). Segundo Welbaum e Bradford (1988), para

espécies de frutos carnosos ocorre um equilibrio osmoético entre o pericarpo do fruto,
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rico em solutos, e as sementes, resultando na estabilizacdo do teor de agua destas ao
final da maturacao.

Embora seja utilizado, o teor de 4gua das sementes ndo ¢ um indicador adequado
de maturidade fisioldgica, por sofrer influéncias ambientais e genéticas. Isso foi
demostrado por Demir e Ellis (1992a) que, por ocasido da maturidade fisiologica,
observaram valores diferentes para o teor de agua das sementes de tomate, nos dois anos
agricolas estudados, constatando valores de 53% e 72%, respectivamente, em 1989 e
1990. Resultados semelhantes foram obtidos por Demir et al. (2002) em sementes de
berinjela.

E importante ressaltar que, de 20 DAA até 40 DAA, a germinagdo das sementes
de pimenta foi nula, de modo que os dados referentes a colheita realizada aos 20, 25, 30
e 35 DAA nao foram incluidos na Figura 3. A partir dos 45 DAA (Figura 3), observa-se
um aumento gradativo da germinagdo com o decorrer do processo de maturagdo até
atingir o valor maximo aos 68 DAA, ou seja, proximo ao ponto de maximo acumulo de
matéria seca da semente (70 DAA) (Figura 2). Estudos sobre maturagdo de sementes
tém mostrado resultados contraditorios quanto a ocorréncia da qualidade maxima da
semente durante o seu desenvolvimento. Demir e Ellis (1992a) verificaram que a
méaxima qualidade das sementes de tomate ocorreu mais de 20 dias apds a massa
maxima da matéria seca. Resultados semelhantes foram constatados por Demir et al.
(2002) em sementes de berinjela e Oliveira et al. (1999) e Demir e Ellis (1992b) em
sementes de pimentdo. Por outro lado, Dias et al. (2006a) constataram que os maiores
valores de germinagdo de sementes de tomate foram obtidos antes do maximo actimulo
de matéria seca.

De modo geral, o vigor das sementes aumentou gradativamente ao longo do
processo de maturagdo, havendo variacdo entre os testes de primeira contagem de

germinagdo, comprimento de plantula, envelhecimento acelerado, indice de velocidade
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de emergéncia e condutividade elétrica quanto a indicacdo do momento em que o vigor
foi maximo (Figura 3). Aos 75 DAA registraram-se valores maximos para a primeira
contagem de germinagdo (78%) e aos 68 DAA o comprimento de plantula foi maximo
(60,8 mm/plantula), neste caso, coincidindo com a germinagdo maxima.

Verifica-se ainda, pelo teste de envelhecimento acelerado, que o vigor maximo
(86%) ocorreu aos 75 DAA. E pelo indice de velocidade de emergéncia, o maximo
vigor foi observado aos 72 DAA.

Os resultados de condutividade elétrica (Figura 3) indicam que valores mais
elevados foram encontrados aos 20 DAA, decrescendo a partir dai até 68 DAA,
praticamente estabilizando a partir deste ponto. Estes resultados indicam que o sistema
de membranas celulares das sementes, inicialmente, ndo se apresentava com a
organizag¢do ideal; com o decorrer da maturagdo, houve redugdo na lixiviagao de solutos
em decorréncia da estruturagdo adequada das membranas celulares.

Verifica-se, portanto, que a maxima qualidade fisiologica das sementes de
pimenta, com base nos resultados de germinagdo e vigor, ocorreu em frutos com idade
entre 65 e 70 DAA, coincidindo com a maturidade fisioldgica, representada pelo
acimulo maximo de matéria seca, que ocorreu aos 70 DAA. Os resultados deste
trabalho corroboram com a hipotese proposta por Harrington (1972) de que a maxima
qualidade de sementes ¢ atingida ao final do periodo de acimulo de matéria seca, o que

também foi constatado por Welbaum e Bradford (1988) e Demir et al. (2004).

CONCLUSOES

A maturidade fisioldégica das sementes de pimenta, cv. Amarela Comprida,

ocorre aos 70 DAA, quando as sementes possuiam teor de agua de 46%.
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A qualidade fisiologica das sementes foi maxima entre 65 ¢ 70 DAA, quando os
frutos estavam com a cor vermelha e vermelha intensa, respectivamente, indicando que

a colheita deve ser feita a partir desta faixa.
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FIGURA 1. Aspecto visual dos frutos de pimenta, cv. Amarela Comprida, em
diferentes estadios de maturagao: 20, 25, 30, 35 ¢ 40 DAA, frutos verdes;
45 ¢ 50 DAA, frutos amarelos; 55, 60 ¢ 65 DAA, frutos vermelhos ¢ 70 ¢

75 DAA, frutos vermelho intenso.
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FIGURA 2. Desenvolvimento de frutos e sementes de pimenta: peso, diametro e
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de mil sementes, em fun¢do dos dias apds a antese (DAA).
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QUALIDADE DE SEMENTES DE PIMENTA (Capsicum annuum L.) E
ATIVIDADE DE PROTEINAS LEA EM FUNCAO DA IDADE E DO
ARMAZENAMENTO POS-COLHEITA DOS FRUTOS!

DEBORAH DE SOUZA VIDIGAL?, DENISE CUNHA F. SANTOS DIAS®

RESUMO - O trabalho teve como objetivos avaliar a influéncia do estadio de
maturagdo e do armazenamento pos-colheita de frutos na atividade de proteinas LEA e
qualidade fisioldgica de sementes de pimenta, cv. Amarela Comprida. Os frutos foram
colhidos aos 40, 50, 60 e 70 dias apos a antese (DAA) e submetidos ao armazenamento
pos-colheita por 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias para, entdo, proceder a extragdo das sementes.
As sementes foram submetidas aos testes de germinacdo, primeira contagem de
germinacdo, comprimento de plantula, envelhecimento acelerado, indice de velocidade
de emergéncia e condutividade elétrica. Determinou-se, ainda, a atividade de proteinas
LEA em sementes extraidas de frutos colhidos aos 40, 50, 60 e 70 DAA e armazenados
por 0, 6 e 12 dias. Colheitas precoces (40 DAA) ndo sdo benéficas a qualidade
fisiologica das sementes de pimenta, mesmo quando associadas a um periodo de
armazenamento pos-colheita dos frutos por até 15 dias. Para frutos colhidos aos 50
DAA, o armazenamento poés-colheita por 12 dias ¢ imprescindivel para assegurar a
qualidade fisiologica das sementes. Sementes de pimenta colhidas a partir dos 60 DAA
apresentam alta qualidade fisioldgica, ndo sendo necessario o armazenamento dos frutos
apos a colheita. A sintese de proteinas LEA ocorre a partir de 60 DAA, estando
diretamente relacionada com a qualidade fisioldgica de sementes de pimenta.

Termos para indexagdo: Late Embriogenesis Accumulating, germinagao, vigor.
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PEPPER SEED QUALITY AND LEA PROTEINS ACTIVITY IN
RELATION TO FRUIT MATURATION AND POST-HARVEST STORAGE
ABSTRACT — This study was conducted to evaluate the influence of fruit maturity and

post-harvest storage on physiological quality and LEA proteins activity of pepper
(Capsicum annuum L.) seeds. Fruits were harvested at 40, 50, 60 and 70 days after
anthesis (DAA) and stored for 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days before seed extraction. Seeds
were evaluated by germination, first count, seedling length, accelerated aging, speed
emergence aindex and electrical conductivity tests. Eletrophoretic analisys for proteins
LEA were conducted for seeds obtained from fruits harvested at 40, 50, 60 and 70 DAA
and stored for 0, 6 e 12 days. It was verified that precocious harvest (40 DAA) was not
beneficial to physiological quality of pepper seeds even when associated to 15 days
post-harvest storage. For fruits harvested at 50 DAA, 12 days post-harvest storage was
indispensable to assure the physiological quality of seeds. Pepper seeds harvested from
60 DAA presented high physiological quality, not being necessary the post-harvest
storage of fruits. LEA proteins synthesis occurred at 60 DAA, being directly related to

physiological quality of pepper seeds.

Index terms: Late Embriogenesis Accumulating, germination, vigour.
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INTRODUCAO

O processo de desenvolvimento e maturagdo das sementes envolve uma série de
alteragdes bioquimicas, fisioldgicas e morfologicas que ocorrem desde a fertilizacao do
ovulo até a colheita das sementes. O inicio deste processo ¢ marcado por intensa divisao
e expansdao celular e diferenciacdo de tecidos, cujos eventos, coletivamente, sao
denominados de histodiferenciagdo (Bewley e Black, 1994). Em seguida, ocorre uma
fase de aumento progressivo da massa seca das sementes, resultado da sintese e
deposicdo de reservas, havendo aumento significativo, também, na sua capacidade de
germinacdo, permanecendo alto o teor de 4dgua das sementes. O final desta fase ¢é
marcado pelo contetdo maximo de massa da matéria seca das sementes, caracterizando
o ponto de maturidade fisioldgica. A partir dai, intensifica-se a desidratagdo das
sementes, caracterizando a fase de secagem ou dessecacgdo, tipica das sementes
ortodoxas (Bewley e Black, 1994; Marcos Filho, 2005).

As trés fases descritas ocorrem com velocidade variavel, de acordo com a
espécie, e sdo reguladas por atividade hormonal (Marcos Filho, 2005). Diversos estudos
comprovam que a concentracdo de ABA permanece elevada durante as fases de
histodiferenciagdo ¢ de acimulo de massa seca, garantindo o fluxo de massa seca e a
sintese de enzimas, que atuam, especificamente, nos processos anabdlicos ¢ impedindo
a germinagdo precoce da semente ainda em desenvolvimento (Bewley e Black, 1994;
Marcos Filho, 2005). Proximo ao final do processo de acimulo de massa seca ha um
declinio na concentragdo de ABA, acompanhado por um aumento na tolerancia a
dessecacao (Pammenter et al., 1994).

Nas fases iniciais do desenvolvimento, as sementes nao sdo capazes de tolerar a
dessecacdo. A aquisicdo desta tolerdncia estd associada, principalmente, a dois
mecanismos protetores que se instalam nas sementes antes ou durante a fase final de

secagem: a sintese de proteinas LEA (Late Embriogenesis Accumulating) e a sintese de
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acucares soluveis, mais especificamente a sacarose e oligossacarideos, como a rafinose
e estaquiose (Kermode, 1990, 1997 e Hoekstra et al., 2001).

As proteinas LEA sd3o hidrofilicas, estdveis, ndo se desnaturando sob altas
temperaturas, sendo sintetizadas no inicio do desenvolvimento das sementes, quando o
conteudo de ABA ainda ¢ alto, e a partir da fase de secagem rapida que ocorre no final
da maturacdo. Sua capacidade de atrair moléculas de agua mantém o ambiente onde se
encontram hidratado (Galau et al., 1987; Han et al., 1997). As proteinas LEA
encontradas em plantas superiores sdo compostas, principalmente, por aminoacidos
hidrofilicos ordenados em seqiiéncias repetidas, estando divididas em cinco grupos com
base em suas propriedades bioquimicas e nas semelhangas de fun¢do (Hong-Bo et al.,
2005), destacando-se as deidrinas, ricas em lisina, ja identificadas em sementes de
varias espécies. Foram detectadas pela primeira vez em embrides de algoddo em
desenvolvimento (Dure e Crouch, 1981) e, posteriormente, em sementes de varias
outras espécies como soja (Blackman et al.,, 1991), mamona (Han et al., 1997),
beterraba (Capron et al., 2000), Arabidopsis (Delseny et al., 2001), milho (Faria et al.,
2004 e Rosa et al., 2005), arroz (Chourey et al., 2003) e couve-flor (Soeda et al., 2005),
em estadios tolerantes a dessecacdo, durante o desenvolvimento das sementes, ou apds o
inicio de embebigao.

Ha relatos de que as proteinas LEA, além de serem sintetizadas durante a
embriogénese das sementes, também se acumulam em resposta a situagdes de estresse
hidrico, baixa temperatura, salinidade ou aplicagdo exdgena de ABA, indicando a sua
funcdo protetora na desidratagdo celular (Hong-Bo et al., 2005).

Nas nossas condigdes, os principais estudos referentes a maturagdo de sementes
estdo relacionados ao monitoramento das modificagdes fisioldgicas que acontecem
durante o processo, especialmente, conteido de massa seca, germinagdo e vigor. Sao

escassas, portanto, informacdes referentes as alteragdes na atividade de proteinas
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resistentes ao calor durante o desenvolvimento e maturacdo das sementes,
especialmente de hortalicas.

Neste contexto, o trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia do estadio de
maturagdo e do armazenamento pos-colheita de frutos na atividade de proteinas LEA e

na qualidade fisiologica de sementes de pimenta.

MATERIAL E METODOS

O campo de producdo de sementes foi instalado em d&rea experimental
denominada “Horta Nova” do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), no periodo de fevereiro a julho de 2007. O municipio de Vigosa localiza-
se na Zona da Mata de Minas Gerais, a 689,7 m de altitude e coordenadas geograficas
20° 45 de latitude Sul e 42° 51’ de longitude Oeste (IBGE, 1991). As andlises
laboratoriais foram feitas no Laboratorio de Pesquisa em Sementes da UFV e no
Laboratorio de Analise de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram utilizadas sementes de pimenta (Capsicum annuum L.), variedade
Amarela Comprida. Apos a semeadura e obtencdo das mudas em viveiro, estas foram
transplantadas, aos 40 dias de idade, para o local definitivo. No campo, as plantas foram
dispostas em espagamento de 1,2 x 0,8m. O cultivo das plantas seguiu as
recomendagdes usuais para pimenta (Filgueira, 2005), com irrigacdo, por aspersao,
sempre que necessaria. As plantas foram tutoradas com o auxilio de estacas. A
adubagao foi feita de acordo com recomendagdes de Ribeiro et al. (1999). Durante a
fase de florescimento, as flores foram etiquetadas diariamente, no dia da antese, até se
obter numero suficiente de frutos. Foram colhidos frutos aos 40, 50, 60 e 70 dias apds a
antese (DAA). Em seguida, com base na coloragdo dos frutos (aspecto visual externo),

estes foram classificados quanto ao seu estadio fenoldgico (Figura 1): 40 DAA (fruto
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completamente verde); 50 DAA (fruto amarelo); 60 DAA (fruto vermelho); 70 DAA
(frutos vermelhos intensos).

Os frutos obtidos em cada época de colheita foram armazenados em
laboratério a 25°C, por 0, 3, 6, 9, 12 ¢ 15 dias. Em seguida, as sementes foram
extraidas dos frutos, manualmente, e lavadas em agua corrente. Apos a lavagem,
foram colocadas para secar em condi¢do de ambiente por periodo de tempo
suficiente (2 a 3 dias) para atingir grau de umidade compativel com o
armazenamento (aproximadamente 10%). Apds a secagem, as sementes foram
tratadas com o produto comercial Captan 750 TS. 24 (3g produto/kg de sementes).
Apenas as sementes destinadas a realizacdo do teste de condutividade elétrica ndo
foram tratadas com fungicida. Em seguida, foram armazenadas em geladeira (10°C)
até a realizagdo das analises em laboratorio. As sementes foram submetidas aos
seguintes testes e determinagdes: Grau de umidade — nas sementes recém extraidas
dos frutos foi determinado o grau de umidade, conforme metodologia prescrita nas
Regras para Andlise de Sementes (Brasil, 1992), pelo método da estufa, a 105 + 3°C,
durante 24 horas, utilizando-se trés subamostras, sendo os resultados expressos em
porcentagem de umidade (base umida). Massa da matéria seca por semente - foi
determinado juntamente com o grau de umidade das sementes (Brasil, 1992),
consistindo do peso médio final das trés subamostras de 50 sementes apds secagem a
105°+ 3°C por 24 h. Os resultados foram expressos em mg/semente. Teste de
germinacgéo — foram utilizadas quatro subamostras de 50 sementes distribuidas sobre
duas folhas de papel toalha umedecido com volume de solu¢do de nitrato de potéssio
(KNOs3) 0,2% equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco, em caixas gerbox. As
caixas foram mantidas em germinador a 25 °C. As avaliagdes foram feitas no décimo
e décimo sétimo dias apds a semeadura e os resultados expressos em percentagem de

plantulas normais (Brasil, 1992). Primeira contagem de germinagao - consistiu do
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registro da porcentagem de plantulas normais obtidas no décimo dia apos a
montagem do teste de germina¢do. Comprimento de plantula - foram utilizadas
quatro subamostras de 20 sementes, que foram semeadas em duas linhas tracadas ao
longo da extremidade superior do papel germitest, colocado na base de caixas
plasticas (tipo gerbox), usando-se a tampa encaixada sobre a base da caixa para fixar
as sementes. Foram utilizadas duas folhas de papel toalha umedecidas com volume
de KNO; equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco. As caixas gerbox foram
colocadas em germinador a 25°C, distribuidas inclinadamente nas bandejas
formando um angulo de 45°. A avaliagdo foi realizada aos 10 dias apds a semeadura,
tomando-se o comprimento, em milimetro, das plantulas normais. Os resultados
foram expressos em mm/plantula. Envelhecimento acelerado - inicialmente, 300
sementes foram distribuidas uniformemente sobre bandeja de tela acoplada a caixas
gerbox, contendo, ao fundo, 40mL de dgua. As caixas foram tampadas e mantidas em
incubadora BOD, a 42°C, por 96h (Bhering et al., 2006). Decorrido este periodo,
duas subamostras de 50 sementes foram utilizadas para a determinacdo do grau de
umidade das sementes, pelo método da estufa a 105+3°C por 24 h e quatro
subamostras de 50 sementes foram submetidas ao teste de germinagdo, conforme
descrito anteriormente. Os resultados foram expressos em porcentagem de plantulas
normais obtidas no décimo quarto dia apds a semeadura. Condutividade elétrica -
adotou-se a metodologia estabelecida pela ISTA (1995), empregando-se quatro
subamostras de 50 sementes, com massas conhecidas, imersas em 25mL de agua
destilada e mantidas em incubadora BOD, a 25°C, por 24 horas. Apos esse periodo, a
condutividade elétrica de cada solucao foi determinada em condutivimetro, ¢ os
resultados foram expressos em pS.cm™.g”' de sementes. Indice de velocidade de
emergéncia - quatro subamostras de 50 sementes foram distribuidas a 0,3 cm de

profundidade, em sulcos, em bandejas plasticas contendo substrato comercial
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(Bioplant). As bandejas foram mantidas em casa de vegetacao (temperatura média de
23,4°C). Foram feitas contagens didrias do nimero de plantulas emergidas até 30
dias ap6s a semeadura, calculando-se o indice de velocidade de emergéncia (IVE),
conforme Maguire (1962). Analise eletroforética de proteinas LEA — para esta
determinagdo, foram utilizadas apenas sementes extraidas de frutos colhidos aos 40,
50, 60 e 70 DAA e armazenados por 0, 6 ¢ 12 dias. As sementes de cada tratamento
foram acondicionadas em papel toalha umedecido durante cinco horas, em
germinador, a 25°C, para embebi¢cdo. Apos este periodo, foi feita a extracdo dos
eixos embrionarios, que foram colocados em microtubos e mantidos a -81°C. No
momento da extracao das proteinas, 100 mg de eixos embrionarios foram moidos em
mortar sobre gelo, na presenga de solugdo tampao (50 mM Tris-HCL-7,5; 500 mM
NaCl; 5 mM MgCl12; 1mM PMSF), na propor¢ao de 1:10 (peso do material: volume
do tampao de extragdo) e transferidos para microtubos de capacidade de 1500 pL. Os
homogeneizados foram centrifugados a 16000 xg por 30 minutos, a 4°C, e o
sobrenadante foi incubado em banho-maria, a 85°C, por 15 minutos, sendo
novamente centrifugado como citado acima. O sobrenadante foi vertido em
microtubos e o pellet, descartado. Antes da aplicagdo no gel, os tubos contendo 70
uL de extrato + 40 uL de solucao tampao da amostra (2,5 mL de glicerol; 0,46 g de
SDS; 20 mg de azul de Bromofenol e completado o volume para 20 mL de tampao
de extragao Tris pH7,5) foram colocados em banho-maria com dgua em ebuli¢ao por
5 minutos. Foram aplicados 60 pL do extrato + tampao da amostra por canaleta, em
gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador).
A corrida eletroforética foi realizada a 120 V, os géis, corados em Coomassie Blue a
0,05% (Alfenas, 2006), durante 12 horas, e descorados em solucdo de acido acético
10%. Delineamento experimental e analise estatistica - utilizou-se delineamento

inteiramente casualizado, em quatro repeticoes para a maioria das variaveis

36



analisadas, exceto: o grau de umidade ¢ a massa da matéria seca por semente, com 3
repeti¢des, em esquema fatorial 4 x 6, sendo 4 épocas de colheitas (40, 50, 60 e 70
DAA) e 6 periodos de armazenamento pds-colheita dos frutos (0, 3, 6, 9, 12 ¢ 15
dias). As andlises estatisticas foram processadas no Sistema SAS de Anadlise
Estatistica (SAS, 1989). Os valores obtidos para as variaveis foram submetidos a
testes de normalidade e homogeneidade, que indicaram a ndo necessidade de
transformagdo. As estimativas dos parametros de regressdo foram analisadas pelo

teste “t” a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Figura 1 verifica-se o aspecto visual dos frutos de pimenta, cv. Amarela
Comprida, colhidos aos 40 DAA, apresentando coloragdo verde. Os frutos colhidos aos
50, 60 e 70 DAA apresentavam pericarpo amarelo, vermelho e vermelho intenso,
respectivamente.

Pela Figura 2 verificam-se maiores teores de agua para as sementes obtidas de
frutos colhidos aos 40 DAA, variando de 63,2% (frutos nao armazenados) a 58,6%
(frutos armazenados por 15 dias). O armazenamento pds-colheita dos frutos colhidos
com 50 DAA e 70 DAA praticamente ndo afetou o teor de d4gua das sementes, que se
manteve entre 52,4 ¢ 51,3% (50 DAA) e 47,7 ¢ 46,7% (70 DAA). Ja nas sementes
obtidas de frutos com idade de 60 DAA e ndo armazenados, o teor de 4dgua foi de
50,2%, reduzindo para 48,9%,com o armazenamento dos frutos por trés dias, valor este
que foi, praticamente, mantido até 12 dias de armazenamento, quando houve entdo um
decréscimo, atingindo 47,7%, aos 15 dias de armazenamento. O teor de agua das
sementes que se desenvolvem no interior de frutos carnosos como tomate (Demir e
Ellis, 1992a; Dias et al., 2006), pimentdo (Demir e Ellis, 1992b), meldo (Welbaum e

Bradford, 1988) e berinjela (Demir et al., 2002), geralmente oscila entre 38 e 45%,
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permanecendo elevado durante todo o periodo de maturagdo, mesmo apos o acimulo
maximo de matéria seca.

Verificou-se que a massa da matéria seca das sementes (Figura 2) foi
praticamente constante nos frutos colhidos aos 40 DAA, sendo que, naqueles colhidos
aos 50, 60 e 70 DAA, as massas das matérias secas dos frutos ndo armazenados, foram
semelhantes para as trés épocas de colheita. Aos 50 DAA houve uma redugdo na massa
da matéria seca de 0,0061 mg/semente (sem o armazenamento pds-colheita dos frutos),
para 0,0056 mg/semente, quando os frutos foram armazenados por 12 dias. Ja aos 60 e
70 DAA ocorreu aumento no acumulo de matéria seca, ao longo de 9 dias de
armazenamento pds-colheita dos frutos. A massa maxima da matéria seca das sementes
(0,007 mg/semente) ocorreu em frutos colhidos aos 70 DAA e apos seis dias de
armazenamento pds-colheita. De acordo com Carvalho e Nakagawa (2000), mesmo as
sementes armazenadas dentro do fruto tendem a respirar mais, devido sua alta umidade;
com isso, o consumo de reservas aumenta, diminuindo a massa da matéria seca. Por
outro lado, alguns estudos tém relatado um aumento significante da massa da matéria
seca durante o armazenamento pos-colheita dos frutos, devido a transferéncia de
nutrientes entre o fruto e a semente (Alvarenga et al., 1991; Barbedo et al., 1994). Dias
et al. (2006) verificaram que ocorreu, em sementes de tomate, um pequeno declinio do
acimulo da matéria seca durante o armazenamento pos-colheita dos frutos. Ja para
Sanchez et al. (1993), o armazenamento pds-colheita dos frutos de pimentdao ndo afetou
o conteudo de matéria seca das sementes.

A germinagdo das sementes obtidas nas colheitas mais precoces (40 DAA e 50
DAA) aumentou ao longo do periodo de armazenamento pds-colheita dos frutos (Figura
3), sendo os maiores valores obtidos aos 12 dias de armazenamento, com ligeiro
decréscimo a partir dai. Nota-se, contudo, que as sementes de frutos colhidos aos 40

DAA ndo atingiram niveis satisfatorios de germina¢do, mesmo quando os frutos foram
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armazenados por 12 dias. Sementes de pimentdo, extraidas de frutos colhidos aos 30
DAA (coloragdo externa verde), ndo germinaram, independente do periodo de
armazenamento pods-colheita destes, de 7 a 28 dias (Sanchez et al., 1993). Também,
Barbedo et al. (1999) observaram baixa germina¢do em sementes de pepino obtidas de
colheitas precoces (20 a 35 DAA), mesmo quando os frutos foram armazenados por 15
dias.

Ja para os frutos colhidos aos 60 ¢ 70 DAA, quando apresentavam coloragao
vermelha e vermelha intensa, respectivamente, o armazenamento poés-colheita nao
promoveu aumento consideravel na germinagdo das sementes. Resultados semelhantes
foram obtidos com tomate, onde o armazenamento pos-colheita dos frutos com idade de
50 e 60 DAA nio favoreceu a germinacdao das sementes (Vidigal et al., 2006). Por sua
vez, Sanchez et al. (1993) constataram aumento na germina¢do de sementes de
pimentdo extraidas de frutos colhidos aos 40 DAA (coloragdo verde) e aos 50 DAA
(coloragdo vermelha) e armazenados por periodos de 14 a 28 dias.

Pela primeira contagem de germinacdo, o vigor foi crescente com o
armazenamento pos-colheita dos frutos, independente da €poca de colheita (Figura 3).
Os maiores valores de germinacdo na primeira contagem foram obtidos para sementes
de frutos colhidos aos 70 DAA e armazenados por periodos superiores a 9 dias.
Observa-se, ainda, melhor desempenho para as sementes obtidas de frutos colhidos aos
60 e 70 DAA em relacdo aqueles colhidos aos 40 e 50 DAA, o que pode ser constatado
também pelos resultados de comprimento de plantula, envelhecimento acelerado, IVE e
condutividade elétrica (Figura 3). Esses resultados sdo similares aos observados em
tomate (Vidigal et al., 2006 e Dias et al., 2006), abdbora italiana (Alvarenga et al.,
1991) e melancia (Alvarenga et al., 1984).

O armazenamento poés-colheita dos frutos, praticamente, ndo alterou o

comprimento de plantula para colheitas realizadas aos 60 DAA, ocorrendo um ligeiro
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aumento quando os frutos foram colhidos aos 70 DAA e armazenados por periodos
superiores a 9 dias (Figura 3). Por outro lado, de modo geral, valores crescentes foram
obtidos com o armazenamento de frutos colhidos aos 40 ¢ 50 DAA, embora inferiores
aos observados aos 60 e 70 DAA.

Ainda na Figura 3, verifica-se que o vigor, avaliado pelo teste de
envelhecimento acelerado, foi semelhante para as sementes colhidas aos 60 e 70 DAA,
nao sendo influenciado pelo periodo de armazenamento pds-colheita dos frutos, sendo
superior ao obtido para as colheitas de 40 e 50 DAA, semelhantemente ao observado
para o comprimento de plantula (Figura 3). No entanto, o armazenamento de frutos
colhidos aos 50 DAA promoveu aumento no vigor das sementes, de modo que, com 15
dias de armazenamento poés-colheita, os valores obtidos foram semelhantes aos
observados aos 60 e 70 DAA. Resultados semelhantes foram observados para o IVE,
exceto com relacdo as colheitas realizadas aos 60 e 70 DAA, onde houve um ligeiro
aumento da velocidade de emergéncia com o armazenamento dos frutos por 3 e 6 dias,
praticamente estabilizando a partir dai.

Corroborando os resultados dos demais testes de vigor, menores valores de
condutividade elétrica (Figura 3) foram obtidos com o aumento da idade dos frutos,
indicando maior organizacao do sistema de membranas das sementes com o decorrer da
maturagdo. Demir e Ellis (1992a) verificaram que a condutividade elétrica de sementes
de tomate que era maxima aos 25 DAA, atingiu valor minimo aos 55 DAA, coincidindo
com o potencial maximo de germinag¢do das sementes. Observa-se, ainda, na colheita
mais precoce (40 DAA), que o armazenamento poéds-colheita dos frutos promoveu
reducdo significativa na quantidade de exsudatos liberados pelas sementes, em funcdo
da estruturacdo das membranas, o que foi observado de modo bem menos pronunciado
nas colheitas seguintes, especialmente naquelas realizadas aos 60 e 70 DAA. Neste

caso, as membranas ja se encontravam estruturadas logo apos a colheita dos frutos,
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indicando que o armazenamento dos mesmos nao foi necessario, pois ndo favoreceu a
qualidade das sementes. Resultados semelhantes foram observados por Vidigal et al.
(2006) e Dias et al. (2006) em sementes de tomate obtidas de frutos em diferentes
estadios de maturacao e também submetidos ao armazenamento pds-colheita.

Em sintese, sementes de maior vigor foram obtidas aos 60 ¢ 70 DAA, sendo que
o armazenamento poés-colheita dos frutos ndo contribuiu para melhorar
significativamente o desempenho destas sementes, exceto quando se avaliou a primeira
contagem de germinacdo (Figura 3). Por outro lado, com o armazenamento dos frutos
colhidos aos 50 DAA (coloragdo amarela) houve aumento significativo no desempenho
das sementes, sendo necessario um periodo de armazenamento de 15 dias para que o
nivel de vigor das sementes fosse semelhante ao obtido nas colheitas mais tardias (60 e
70 DAA), quando os frutos tinham coloracio vermelha.

O perfil eletroforético de proteinas do tipo LEA (Figura 4) indicam auséncia de
bandas nos estddios iniciais de maturacdo das sementes (seta preta), ou seja, aos 40
DAA; observa-se ainda, para esta época de colheita, que o armazenamento pos-colheita
dos frutos nao interferiu no padrdo de bandas obtido. Ja para frutos colhidos aos 50
DAA, verifica-se que s6 houve expressdo de proteinas LEA, embora apresentando
bandas de menor intensidade, quando os frutos foram armazenados por 12 dias.
Observa-se, pela Figura 3, que nesta ocasido as sementes deste tratamento atingiram seu
maximo vigor, conforme resultados de primeira contagem de germinacao,
envelhecimento acelerado e IVE. Nas sementes obtidas de frutos colhidos aos 60 e 70
DAA houve atividade de LEA em todos os periodos de armazenamento, ocorrendo
aumento na intensidade das bandas a partir de 60 DAA e seis dias de armazenamento

pos-colheita.
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As bandas representadas pela seta vermelha indicam que essa proteina foi
acumulada apenas a partir dos 60 DAA e seis dias de armazenamento pos-colheita dos
frutos.

Essas modificagdes nas proteinas LEA sdo coincidentes com as alteragdes
fisiologicas observadas nos testes de germinagao e vigor (Figura 3), indicando que a
partir dos 60 DAA, independente do periodo de armazenamento dos frutos, as sementes,
provavelmente, adquirem tolerancia a dessecacdo, caracteristica que esta associada a
ocasido em que a maturidade fisiologica é atingida, o que coincide, geralmente, com a
maxima qualidade das sementes (Bewley e Black, 1994). Observa-se, pelos resultados
de condutividade elétrica (Figura 3), que nas colheitas realizadas a partir de 60 DAA,
independente do periodo de armazenamento pods-colheita dos frutos, houve menor
lixiviagdo de solutos em relagdo as demais épocas de colheita, indicando organizagao
adequada do sistema de membranas, o que coincidiu com o aumento da atividade das
LEA (Figura 4). Isto pode ser um indicativo da acdo destas proteinas como agente
protetor de membranas, concordando com relatos de Baker et al. (1988) e Dure et al.
(1989). Tais proteinas sdo altamente estdveis, ricas em glicina e outros aminodcidos
hidrofilicos e atuam em sinergismo com agucares soliiveis na inibi¢do da cristaliza¢do
do citoplasma e na protecdo da superficie das membranas, desempenhando, portanto,
papel estrutural como protetoras contra danos ocasionados pela dessecagdo (Kermode,
1997).

Diversos trabalhos tém demonstrado que embrides maduros contém alta
concentragdo de proteinas LEA, as quais, presumidamente, estdo envolvidas na
aquisi¢ao de tolerancia a dessecacdo durante os estadios finais de desenvolvimento da
semente (Galau et al., 1987; Kermode, 1997; Walters et al., 1997, Faria et al., 2004;
Rosa et al., 2005). Em sementes de algoddo, o maximo actimulo de proteinas LEA

ocorreu cerca de 50 DAA, trés dias antes do inicio da fase de dessecagdo, constatando-
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se, ainda, intensa atividade na fase final da maturacdo das sementes até que estas
atingissem cerca de 25% de agua (Galau et al., 1987). Segundo Silva (2006), os niveis
de proteinas LEA em sementes de soja sdo induzidos pela diminui¢do no contetido de
agua das sementes, a partir de 60 % de umidade, estando diretamente relacionada com a
qualidade fisiologica das sementes.

Em sementes de mamona, Han et al. (1997) observaram maior intensidade de
algumas bandas de LEA a partir dos 35 dias apos a polinizagdo. Mais recentemente,
Faria et al. (2004), também, constataram auséncia de atividade de LEA nas fases iniciais
do desenvolvimento de sementes de milho e aumento de atividade a partir da linha de
leite 3, fase de aquisi¢ao de tolerancia a dessecagdo, quando as sementes apresentaram

alta qualidade fisiologica.

CONCLUSOES

Colheitas precoces (40 DAA) ndo sdo benéficas a qualidade fisiologica das
sementes de pimenta, mesmo quando associadas a um periodo de armazenamento pos-
colheita dos frutos por até 15 dias.

Para frutos colhidos aos 50 DAA, o armazenamento pos-colheita por 12 dias ¢é
imprescindivel para melhoria da qualidade fisiologica das sementes.

Sementes de pimenta colhidas a partir dos 60 DAA apresentam alta qualidade
fisioldgica, ndo sendo necessario o armazenamento dos frutos apds a colheita.

A sintese de proteinas LEA ocorre a partir de 60 DAA, estando diretamente

relacionada com a qualidade fisioldgica de sementes de pimenta.
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FIGURA 1. Aspecto visual dos frutos de pimenta, cv. Amarela Comprida, em
diferentes estddios de maturacdo: 40 DAA (frutos verdes), 50 DAA

(frutos amarelos), 60 (frutos vermelhos) e 70 DAA (frutos vermelho

intenso).
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FIGURA 2. Teor de 4gua e massa da matéria seca de sementes de pimenta extraidas de
frutos colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 3, 6,9, 12 ¢
15 dias.
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FIGURA 3. Plantulas normais (%) obtidas no teste de germinacdo, primeira contagem
de germinagdo, comprimento de plantula, envelhecimento acelerado e
indice de velocidade de emergéncia e condutividade elétrica de sementes
de pimenta extraidas de frutos colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e
armazenados por 0, 3, 6,9, 12 e 15 dias.
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FIGURA 4. Perfil eletroforético de proteinas LEA em sementes de pimenta obtidas de
frutos colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 6 ¢ 12 dias.
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ALTERACOES FISIOLOGICAS E ENZIMATICAS DURANTE A
MATURAGCAO DE SEMENTES DE PIMENTA (Capsicum annuum L.)*
DEBORAH DE SOUZA VIDIGAL?, DENISE CUNHA F. SANTOS DIAS®

RESUMO - O trabalho teve como objetivo avaliar as alteragdes fisiologicas e
enzimaticas em sementes de pimenta, cv. Amarela Comprida, obtidas de frutos colhidos
em diferentes estadios de maturacdo e submetidos ao armazenamento pos-colheita. Os
frutos foram colhidos aos 40, 50, 60 e 70 dias apos a antese (DAA) e submetidos ao
armazenamento por 0, 3, 6, 9, 12 e 15 dias para, entdo, proceder a extracdo das
sementes. A qualidade fisiologica das sementes foi avaliada pelos testes de germinagao,
primeira contagem de germinagdo, deterioragdo controlada e condutividade elétrica.
Avaliaram-se, ainda, as alteracdes nos sistemas enzimaticos malato desigrogenase
(MDH), alcool desidrogenase (ADH), superéxido dismutase (SOD) e peroxidase (PO),
utilizando sementes extraidas de frutos colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e
armazenados por 0, 6 e 12 dias. Sementes de elevada qualidade sdo obtidas de frutos
colhidos a partir de 60 DAA, ndo sendo necessario o armazenamento destes apos a
colheita. Maior atividade das enzimas ADH e SOD foram constatadas em sementes
obtidas de frutos colhidos aos 60 e 70 DAA, independente do periodo de

armazenamento pos-colheita.

Termos para indexagdo: germinagdo, vigor, isoenzimas, maturidade, Capsicum annuum
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PHYSIOLOGICAL AND ENZYMATIC CHANGES DURING PEPPER SEEDS

(Capsicum annuum L.) MATURATION

ABSTRACT - Physiological and enzymatic changes on pepper seeds obtained
from fruits harvested at different maturation stadium and submitted to post-harvest
storage were assessed. Pepper fruits, ‘Amarela Comprida’ cultivar, were harvested at
40, 50, 60 and 70 days after anthesis (DAA) and stored for 0, 3, 6, 9, 12 and 15 days
before seed extraction. The seeds were evaluated by germination, first count, controlled
deterioration and electrical conductivity tests. The alterations in the enzyme systems
malate desidrogenasis (MDH), alcohol desidrogenasis (ADH), superoxide dismutase
(SOD) and peroxidase (PO) were also determined. The seeds extracted form fruits
harvested from 60 DAA had high quality, regardless post-harvest storage period. Higher
activity of ADH and SOD enzymes were found for seeds obtained from fruits harvested
at 60 and 70 DAA, regardless of post-harvest storage period.

Index terms: germination, vigour, isoenzyme, maturity, Capsicum annuum L..
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INTRODUCAO

Um dos fatores determinantes da producdo de sementes de alta qualidade ¢ a
colheita na época correta. Durante o desenvolvimento das sementes, o estadio no qual a
sua qualidade fisioldgica ¢ maxima varia entre espécies, ocorrendo, geralmente, ao final
do periodo de acumulo de matéria seca; a partir dai, tem inicio o processo de
deteriorag¢do que, dependendo da intensidade, provoca redugdo do vigor e da viabilidade
da semente (Tekrony et al., 1980).

A deterioragdo ¢ um processo determinado por uma série de alteragdes
fisiologicas, bioquimicas, fisicas e citologicas, com inicio a partir da maturidade
fisiologica, que ocorrem de maneira progressiva, determinando redugdo na qualidade e
culminando com a morte da semente (Marcos Filho, 2005). As principais alteragdes
relacionadas ao processo de deterioragdo sdo degradacdo e inativacdo de enzimas
(Priestley, 1986; Dell” Aquilla, 1994), redugdo da atividade respiratoria (Ferguson et al.,
1990) e perda de integridade das membranas celulares (Sun e Leopold, 1993). Embora
haja regides da célula mais propensas a deterioracdo, as membranas, provavelmente,
representam os principais alvos das transformagdes prejudiciais as sementes (Marcos
Filho, 2005).

Por serem constituidas de uma dupla camada lipidica, as membranas sdo o sitio
principal do processo de peroxidagdo de lipidios, que leva a producdo de radicais livres
altamente reativos, acarretando desorganizagdo do sistema de membranas com
conseqiiente declinio no vigor das sementes (McDonald, 1999). Alteracdes nas
membranas, portanto, ocasionam aumento da quantidade de solutos lixiviados durante o
processo de embebicao das sementes (Lin, 1988; Marcos Filho et al., 1990). As células,
no entanto, apresentam um complexo sistema de defesa aintioxidante para protecdo
contra os danos causados pelos radicais livres (Mc Donald, 1999). Este mecanismo de

protecdo envolve varias enzimas removedoras de radicais livres e de peroxidos, como
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superoxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase (Halmer ¢ Bewley,
1984; McDonald, 1999).

Assim, variacdes nos perfis de proteinas e de enzimas especificas,
principalmente aquelas relacionadas ao processo respiratdrio e a peroxidagdo de
lipidios, podem se constituir em ferramenta eficiente para monitorar as alteragdes
bioquimicas resultantes da deterioragdo (Chauhan et al., 1985). Em sementes de milho,
as variacOes eletroforéticas de proteinas e isoenzimas foram relacionadas ao processo
deteriorativo, ocorrendo redu¢do na intensidade das bandas das enzimas alcool
desidrogenase, sorbitol desidrogenase, glutamato desidrogenase, malato desidrogenase,
peroxidase e esterase (Branddo Jr. et al., 1999). Alteragdes na qualidade fisiologica de
sementes de milho doce armazenadas também foram detectadas por mudangas nos
sistemas enzimaticos da malato desidrogenase (Camargo, 2003). Santos et al. (2004)
verificaram que a atividade das enzimas fosfatase acida, malato desidrogenase,
glutamato desidrogenase e esterase ¢ influenciada pelo periodo de envelhecimento e
pela qualidade inicial das sementes de feijao.

A enzima malato desidrogenase catalisa a conversdo de malato a oxalacetato,
tendo importante fun¢do dentro do ciclo de Krebs, além de participar do movimento de
malato através da membrana mitocondrial e da fixacdo de CO; nas plantas (Taiz e
Zeiger, 2004). Segundo Shatters et al. (1994), a atividade desta enzima foi pouco
afetada por diferentes tratamentos de envelhecimento em sementes de soja, enquanto
Kalpana e Madhava Rao (1997) observaram diminuicdo na atividade durante o
envelhecimento de sementes de guandu.

Algumas enzimas pertencem ao grupo das oxidoredutases, como a peroxidase
(PO) e a superdxido dismutase (SOD), as quais atuam como mecanismos antioxidantes,
removedoras de produtos toxicos (Scavenger), protegendo as células contra a acdo de

diversas formas de oxigénios ativos, uma vez que sdo capazes de neutralizar a atuagdo
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dos radicais livres na degrada¢do de membranas (Marcos Filho, 2005). Sung e Jeng
(1994) observaram que o envelhecimento acelerado estimulou a peroxidagdo de lipidios
e reduziu a atividade de enzimas removedoras de peroxido, como a peroxidase ¢ a
superoxido dismutase em sementes de amendoim, concordando com as observacdes
feitas por Basavarajappa et al. (1991) em sementes de milho. Para Spinola et al. (2000),
as alteracOes das isoenzimas fosfatase acida e peroxidase foram mais efetivas do que os
testes de vigor para avaliar a qualidade das sementes de milho submetidas ao
envelhecimento acelerado; ja a malato desidrogenase manteve seus padrdes inalterados
com o avango do processo deteriorativo.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar alteragdes fisioldgicas e
enzimaticas em sementes de pimenta obtidas de frutos colhidos em diferentes estadios

de maturagdo e submetidos ao armazenamento pods-colheita.

MATERIAL E METODOS

O campo de producdo de sementes foi instalado em d4rea experimental
denominada “Horta Nova” do Departamento de Fitotecnia da Universidade Federal de
Vigosa (UFV), no periodo de fevereiro a julho de 2007. O municipio de Vigosa localiza-
se na Zona da Mata de Minas Gerais, a 689,7 m de altitude e coordenadas geograficas
20° 45 de latitude Sul e 42° 51’ de longitude Oeste (IBGE, 1991). As andlises
laboratoriais foram feitas no Laboratorio de Pesquisa em Sementes da UFV e no
Laboratorio de Analise de Sementes da Universidade Federal de Lavras (UFLA).

Foram utilizadas sementes de pimenta (Capsicum annuum L.), variedade
Amarela Comprida. Apos a semeadura e obtencdo das mudas em viveiro, estas foram
transplantadas, aos 40 dias de idade, para o local definitivo. No campo, as plantas foram
dispostas em espagamento de 1,2 x 0,8m. O cultivo das plantas seguiu as

recomendacgdes usuais para pimenta (Filgueira, 2005) com irrigagdo, por aspersio,
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sempre que necessdria. As plantas foram tutoradas com o auxilio de estacas. A
adubacgdo foi feita de acordo com recomendagdes de Ribeiro et al. (1999). Durante a
fase de florescimento, as flores foram etiquetadas diariamente, no dia da antese, até se
obter numero suficiente de frutos. Foram colhidos frutos aos 40, 50, 60 e 70 dias apds a
antese (DAA). Os frutos obtidos em cada época de colheita foram armazenados sob
condi¢do de ambiente (25°C), em laboratério, por 0, 3, 6, 9, 12 ¢ 15 dias. Em seguida,
as sementes foram extraidas dos frutos manualmente e lavadas em agua corrente. Apos
a lavagem, foram colocadas para secar em condi¢do de ambiente por periodo de tempo
suficiente (2 a 3 dias) para atingir grau de umidade compativel com o armazenamento
(aproximadamente 10%). Apds a secagem, as sementes foram tratadas com o produto
comercial Captan 750 TS. 24 (3g produto/kg de sementes). Apenas as sementes
destinadas a realizagdo do teste de condutividade elétrica ndo foram tratadas com
fungicida. Em seguida, foram armazenadas em geladeira (10°C) até a realizagdo das
analises em laboratério. As sementes foram submetidas aos seguintes testes e
determinagdes: Teste de germinacdo — foram utilizadas quatro subamostras de 50
sementes distribuidas sobre duas folhas de papel toalha umedecidas com volume de
solugdo de nitrato de potassio (KNO;) 0,2% equivalente a 2,5 vezes o peso do papel
seco, em caixas gerbox. As caixas foram mantidas em germinador a 25 °C. As
avaliagdes foram feitas no décimo e décimo sétimo dias apos a semeadura e os
resultados expressos em percentagem de plantulas normais (Brasil, 1992). Primeira
contagem de germinagao - consistiu do registro da porcentagem de plantulas normais
obtidas no décimo dia apds a montagem do teste de germinacdo. Condutividade
elétrica — adotou-se a metodologia estabelecida pela ISTA (1995), empregando-se
quatro subamostras de 50 sementes, com massas conhecidas, imersas em 25mL de dgua
destilada e mantidas em incubadora BOD, a 25°C, por 24 horas. Apos esse periodo, a

condutividade elétrica de cada solucdo foi determinada em condutivimetro, e os
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resultados expressos em pS.cm’.g' de sementes. Deterioracdo controlada -
inicialmente, 350 sementes foram hidratadas, sobre papel toalha umedecido, pelo
método da adicdo de agua calculada (ISTA, 1995), até atingirem 24% de dgua. Em
seguida, foram acondicionadas em sacos aluminizados, que foram hermeticamente
fechados e mantidos por uma noite a 10 °C. Decorrido este periodo, as embalagens
contendo as sementes foram colocadas em banho-maria, a 45 °C, por 24 horas. Apos
este periodo, foram submetidas ao teste de germinagao, conforme ja descrito, avaliando-
se a porcentagem de plantulas normais, aos 14 dias apds a semeadura. Andlise de
isoenzimas - Para as avaliagdes bioquimicas foram usadas apenas sementes extraidas de
frutos colhidos aos 40, 50, 60 e 70 DAA e armazenados por 0, 6 e 12 dias. Duas
amostras de sementes de cada tratamento foram maceradas em recipiente de porcelana
contendo PVP (antioxidante) e nitrogénio liquido para evitar a desnaturagdo de
proteinas pelo aquecimento. O p6 obtido foi armazenado em freezer a -81°C. Retiraram-
se subamostras de 100mg, nas quais foram adicionados o tampao de extragao (Tris HCI
0,2 M pH 8) na quantidade de 2,5 vezes o peso de cada amostra e 0,1% de -
mercaptoetanol. O material foi colocado em geladeira overnight e, depois, centrifugado
a 14.000 rpm, por 30 minutos, a 4°C. Foram aplicados 50 pL. do sobrenadante no gel e
promovida a corrida eletroforética, por seis horas, a 120 V. Os géis foram revelados
para enzimas alcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH), peroxidase
(PO) e superoxido dismutase (SOD), segundo Alfenas (2006). Delineamento
experimental e analise estatistica - utilizou-se delineamento inteiramente casualizado,
com quatro repeticdes, em esquema fatorial 4 x 6, sendo 4 épocas de colheitas (40, 50,
60 ¢ 70 DAA) e 6 periodos de armazenamento pos-colheita dos frutos (0, 3, 6,9, 12 e
15 dias). As andlises estatisticas foram processadas no Sistema SAS de Andlise
Estatistica (SAS, 1989). Os valores obtidos para as variaveis foram submetidos a testes

de normalidade e homogeneidade, que indicaram a nao necessidade de transformacao.
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As estimativas dos parametros de regressdo foram analisadas pelo teste “t” a 5% de

probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A germinagdo das sementes provenientes de frutos colhidos aos 40 DAA nao
armazenados e armazenadas por trés dias foi nula, sendo crescente a partir de seis dias
de armazenamento pos-colheita dos frutos. No entanto, os valores obtidos foram
relativamente baixos ndo ultrapassando 40% (Figura 1). A germinacdo das sementes
oriundas de frutos colhidos aos 50 DAA foi crescente com o armazenamento destes por
até 12 dias, decrescendo a partir dai. Por outro lado, o armazenamento pos-colheita de
frutos com 60 e 70 dias de idade ndo promoveu aumento significativo na germinagao
das sementes, que se manteve praticamente estavel até o final do periodo (15 dias).
Também, para sementes de tomate, variedade Kada, oriundas de frutos colhidos aos 40
DAA, a germinacdo foi nula nos frutos sem armazenamento e atingiu 97% com o
armazenamento por 12 dias (Vidigal et al., 2006). Sanchez et al. (1993) observaram que
houve aumento na germinacdo de sementes de pimentdo obtidas de frutos colhidos aos
30 DAA e armazenados por 14 dias, ocorrendo maxima germinag¢do quando os frutos
foram colhidos aos 50 DAA e armazenados por sete dias.

Costa et al. (2006) registraram que mesmo o maior periodo de armazenamento
(30 dias) ndo foi suficiente para que frutos de abobora hibrida, com 20 ou 30 dias de
idade, produzissem sementes de qualidade similar as sementes obtidas de frutos com 50
e 60 dias, ndo submetidos ao armazenamento.

O vigor das sementes, avaliado pela primeira contagem da germinagdo e
deteriora¢do controlada (Figura 1), aumentou durante o armazenamento pos-colheita
dos frutos para todas as épocas de colheita estudadas. Contudo, aos 40 DAA, o nivel de

vigor das sementes ainda era reduzido, mesmo ap6s o armazenamento dos frutos. Nota-
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se, ainda, que o efeito do armazenamento pds-colheita dos frutos no vigor das sementes
foi mais pronunciado para aqueles colhidos aos 50 DAA, uma vez que sementes obtidas
de frutos colhidos nesta época e ndo armazenados tiveram baixo vigor, que aumentou,
significativamente, até o 15° dia de armazenamento pos-colheita. No entanto, ndo
atingiram nivel de vigor semelhante aos obtidos aos 60 e 70 DAA. Em geral, maior
vigor foi observado para sementes obtidas de frutos colhidos nestas duas épocas. E
importante ressaltar que o armazenamento de frutos com 70 dias de idade por, no
minimo, 9 dias, foi suficiente para elevar a germinagao na primeira contagem de 52%
(frutos sem armazenamento) para 90%.

Houve reducdo nos valores de condutividade elétrica com o decorrer da
maturagdo e do armazenamento pés-colheita dos frutos, indicando aumento no vigor das
sementes (Figura 1). A condutividade elétrica de sementes obtidas de frutos com 40 dias
de idade e ndo armazenados foi elevada, decrescendo gradativamente ao longo do
armazenamento destes, porém apresentando valores sempre mais altos do que aqueles
constatados para as sementes obtidas nas demais épocas de colheita. Assim, como
constatado nos demais testes de vigor, menor condutividade, indicando maior vigor, foi
obtida para sementes extraidas de frutos colhidos aos 60 e 70 DAA. Estes resultados
indicam que, em sementes imaturas (40 DAA), a organizacdo das membranas celulares
ainda ¢ deficiente; com a permanéncia das sementes no fruto as membranas foram
organizadas de modo a reduzir a lixiviacdo de solutos. J4, sementes colhidas aos 60 e 70
DAA apresentavam, por ocasido da colheita, membranas bem estruturadas, de modo que
o armazenamento poés-colheita do fruto ndo afetou o sistema de membranas e,
consequentemente, a condutividade elétrica. Vidigal et al. (2006) observaram padrao
similar de variagcdo da condutividade elétrica em estudo sobre maturagcdo de sementes de

tomate.
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Os perfis isoenzimaticos obtidos para sementes de pimenta em funcdo da época
de colheita e do armazenamento pos-colheita dos frutos (Figuras 2 a 5) revelaram, para
a malato desidrogenase (MDH) (Figura 2), auséncia de qualquer alteragdo no numero e
intensidade de bandas que pudesse ser associada ao estadio de maturagdo e a qualidade
das sementes. A MDH desempenha papel significativo no ciclo de Krebs, uma vez que
catalisa a conversdo de malato a oxaloacetato, produzindo NADH, que ¢ um produto
fundamental na producdo de ATP e de compostos intermediarios essenciais ao
funcionamento das células (Taiz e Zeiger, 2004). Portanto, esta enzima poderia se
constituir em interessante marcador da respiracdo aerdbica das sementes durante a
maturacdo. Embora ndo tenham ocorrido diferencas na atividade da MDH durante a
maturacdo das sementes de pimenta, Taiz e Zeiger (2004) relatam que os orgdos de
reserva em desenvolvimento necessitam de maior suprimento energético € com isso, a
atividade respiratoria nesses tecidos vegetais ¢ mais intensa.

Por outro lado, para a enzima alcool desidrogenase - ADH (Figura 3) observa-se
maior atividade nas sementes obtidas de frutos colhidos em estadios mais avancados de
maturacdo (60 e 70 DAA - frutos vermelhos), independente do periodo de
armazenamento pos-colheita. Esta enzima estd relacionada a respiracdo anaerobica,
promovendo reducdo do acetaldeido a etanol (Buchanan et al., 2005). O aceltadeido
acelera a deterioracdo das sementes (Zhang et al., 1994); portanto, com o aumento da
atividade da ADH, as sementes ficam mais protegidas contra a agdo deletérica deste
composto. Esses resultados sdo coincidentes com as alteragdes na qualidade fisiologica
das sementes de pimenta observadas nos testes de germinacdo, primeira contagem,
deteriora¢do controlada e condutividade elétrica (Figura 1), indicando que a partir dos
60 DAA, independente do periodo de armazenamento dos frutos, ocorre a maxima
qualidade das sementes. Padrdao semelhante para a atividade da ADH foi encontrado por

Brandao Jr. et al. (2002) em sementes de café, onde frutos colhidos no estddio cereja
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(maduro) tiveram intensidade de bandas maior do que quando os frutos foram colhidos
em estadio verde (imaturo); com isso, eles concluiram que a via fermentativa ¢
fundamental para a manutenc¢do da viabilidade de sementes de café apds secagem.

Pelo zimograma da enzima superoxido dismutase - SOD (Figura 4), observa-se
um pequeno aumento na intensidade das bandas nas sementes obtidas de frutos colhidos
a partir de 50 DAA e armazenados por 6 dias. A SOD ¢ a primeira enzima do grupo a
trabalhar, atuando na linha de defesa contra formas reativas de oxigénio, uma vez que
esta enzima anula a acdo dos superoxidos (O;"), catalisando reacdes de transferéncia de
dois elétrons para produzir peroxido de hidrogénio (H,O;) (McDonald, 1999). Silva
(2006), trabalhando com o desenvolvimento de sementes de soja, observou que a
atividade da SOD foi intensa durante todos os estadios de maturagao avaliados.

Segundo Copeland ¢ McDonald (2001), as avaliagdes bioquimicas ligadas a
atividade de enzimas sdo as avaliagdes mais sensiveis para detectar o inicio da
deterioragao das sementes.

O zimograna da enzima peroxidade - PO (Figura 5) ndo permite estabelecer
associacdo entre atividade desta enzima e estddio de maturagdo de sementes de pimenta.
A peroxidase desempenha um papel critico no metabolismo das sementes, por utilizar
peroxidos como aceptor de hidrogénio, podendo contribuir para o aumento dos
mecanismos de defesa e prevencao de perda na qualidade (Ushimaru et al., 2001). De
acordo com Bewley e Black (1994), a reducdo da atividade dessa enzima proporciona
maior exposicdo dos sistemas de membranas aos efeitos do O,. Com isso, em
decorréncia do nivel de danos das membranas, o O, atua de forma mais intensa,
promovendo oxidag¢do dos compostos.

Em geral, sementes de melhor qualidade fisiologica foram obtidas de frutos

colhidos a partir de 60 DAA, com maiores valores de germinagdo e vigor, menores

64



valores de condutividade elétrica e enzimas envolvidas na respiragdo e prote¢do contra

radicais livres atuando nesse periodo.

CONCLUSOES
Sementes de elevada qualidade sdo obtidas de frutos colhidos a partir de 60
DAA, ndo sendo necessario o armazenamento destes apos a colheita.
Maior atividade das enzimas ADH e SOD foram constatadas em sementes
obtidas de frutos colhidos aos 60 e 70 DAA, independente do periodo de

armazenamento pés-colheita.
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FIGURA 1. Plantulas normais (%) obtidas nos testes de germinacdo (TG), primeira
contagem de germinacdo (PC) e deterioracdo contralada (DC) e
condutividade elétrica (CE) de sementes de pimenta extraidas de frutos
colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 3, 6,9, 12 ¢ 15

dias.
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FIGURA 2. Padrdes isoenzimaticos em sementes de pimenta extraidas de frutos
colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 6 ¢ 12 dias,

revelados para a enzima malato desidrogenase (MDH).
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FIGURA 3. Padrdes isoenzimaticos em sementes de pimenta extraidas de frutos
colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 6 ¢ 12 dias,

revelados para a enzima alcool desidrogenase (ADH).
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FIGURA 4. Padrdes isoenzimaticos em sementes de pimenta extraidas de frutos
colhidos aos 40, 50, 60 ¢ 70 DAA e armazenados por 0, 6 e 12 dias,

revelados para a enzima superdxido dismutase (SOD).
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FIGURA 5. Padroes isoenzimaticos em sementes de pimenta extraidas de frutos
colhidos aos 40, 50, 60 e 70 DAA e armazenados por 0, 6 e 12 dias,

revelados para a enzima peroxidadese (PO).
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ANEXOS
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TABELA 1la. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos das avaliagdes de sementes de pimenta em diferentes estddios de maturagdo. Peso do
fruto (P), didmetro do fruto (D), comprimento do fruto (C), grau de umidade (GU), matéria seca da semente (MSS), peso de mil
sementes (PMS), teste de germinagdo (TG); primeira contagem de germinagdo (PC); comprimento de plantula (CP); envelhecimento

acelerado (EA); indice de velocidade de emergéncia (IVE); condutividade elétrica (CE).

Teste de F
Fontes de Variagdes

G.L. p D C G.L. GU MSS G.L. PMS G.L. CE
Estadios de Maturacdo 11 35207 53,020 12,897 11 1811,55 59430 11 2177427 11 57148
ERRO 348 - - - 24 - - 84 - 36 -
CV % - 20,20 10,21 9,41 - 1,14 3,56 - 2,48 - 6,04
Média Geral - 40,66 35,37 38,18 - 62,46 0,0045 - 0,55 - 1874,35
“Teste F significativo a 1% de probabilidade

Teste de F
Fontes de Variagdes G.L.
TG PC CP EA IVE

Estadios de Maturacdo 7 228,24" 105,817 46,22 124,69 92,297
ERRO 24 - - - - -
CV % - 7,22 15,50 19,25 16,16 15,25
Média Geral - 65,31 37,75 3,90 42,00 1,49

“Teste F significativo a 1% de probabilidade
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TABELA 1b. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos das avaliagdes de sementes de pimenta em diferentes estadios de maturagao,
submetidas a diferentes periodos de armazenamento pos-colheita dos frutos, pelos testes de germinacao (TG); primeira contagem (PC);

comprimento de plantula (CP); envelhecimento acelerado (EA); indice de velocidade de emergéncia (IVE); condutividade elétrica (CE).

Teste de F
Fontes de Variagdes G.L.

TG PC CP EA IVE CE
Estadios de Maturacio (EM) 3 1084,17" 740,63 94,76 2309,81" 423,04 961,67
Armazenamento (ARM) 5 52,08" 97,22 8,64 173,05 40,207 72,80
EM X ARM 15 16,44™ 10,10” 2,90° 68,42 17,34 24,57
ERRO 72 - - - - - -
CV % - 7,12 11,39 19,70 6,72 12,71 9,15
Média Geral - 71,08 49,60 4,57 60,25 1,97 916,16

" Teste F significativo a 5% de probabilidade
“Teste F significativo a 1% de probabilidade

76



TABELA 1c. Resumo da analise de variancia dos dados obtidos das avaliagdes de

sementes de pimenta em diferentes estadios de maturagdo, submetidas a

diferentes periodos de armazenamento pods-colheita dos frutos, pelos

testes de germ inagdo (TG); primeira contagem (PC); deterioracio

controlada (DC); condutividade elétrica (CE).

Fontes de Variagdes G.L. Testede ¥

TG PC DC CE
Estadios de Maturagio 3 1084,177 740,637 120948 961,67
(EM)
Armazenamento (ARM) 5 52,08 97,22 138,407 72,80
EM X ARM 15 16,447 10,10” 26,35 24,57
ERRO 72 - - - -
CV (%) - 7,12 11,39 9,28 9,15
Média Geral - 71,08 49,60 56,33 916,16

“Teste F significativo a 1% de probabilidade

77



