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RESUMO 

ALMEIDA, Fernando Araujo de. Qualidade fisiológica de sementes de cultivares de alface 

sob diferentes temperaturas na germinação. São Cristóvão: UFS, 2016. 42p. (Dissertação – 

Mestrado em Agricultura e Biodiversidade). * 

 

O objetivo neste trabalho foi avaliar a fisiologia e bioquímica de sementes de alface por meio 

da germinação e expressão das enzimas álcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase 

(MDH), catalase (CAT), esterase (EST), piruvato descarboxilase (PDC) e glutamato 

oxalacetato transferase (GOT) em diferentes temperaturas. Sementes de quatro cultivares de 

alface foram submetidas aos testes de germinação e primeira contagem nas temperaturas de 

20, 25, 30, 35, 40 e 42ºC. Foram calculados o índice de velocidade de germinação (IVG), a 

porcentagem de germinação, e avaliadas a expressão das enzimas álcool desidrogenase 

(ADH), malato desidrogenase (MDH), catalase (CAT), esterase (EST), piruvato 

descarboxilase (PDC) e glutamato oxalacetato transferase (GOT). Utilizou-se o delineamento 

experimental inteiramente casualizado, em arranjo fatorial 4x6, testando quatro cultivares e 

seis temperaturas, com quatro repetições. Os maiores valores de germinação e vigor foram 

observados para a cv. Everglades, à temperatura de 35ºC, comprovando a termotolerância. A 

enzima catalase pode ser considerada marcadora para identificação de cultivares de alface 

termotolerantes. A cultivar Everglades tem potencial para utilização em programas de 

melhoramento de alface com vistas à tolerância a altas temperaturas durante a germinação. 

  

Palavras-chave: Lactuca sativa L.; isoenzimas; termotolerância. 

 

___________________ 
 

* Comitê Orientador: Prof.ª Dr. ª Renata Silva-Mann – UFS (Orientador). Prof.ª Dr. ª Heloisa Oliveira dos 

Santos. Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank. 
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ABSTRACT 

ALMEIDA, Fernando Araujo. Physiological quality of lettuce cultivars seeds under 

different temperatures on germination. São Cristóvão: UFS, 2016. 42p. (Dissertation – 

Master Science in Agriculture and Biodiversity). * 

 

The objective of this study was to evaluate the physiology and biochemistry of lettuce seed 

through germination and expression of the enzymes alcohol dehydrogenase (ADH), malate 

dehydrogenase (MDH), catalase (CAT), Esterase (EST), pyruvate decarboxylase (PDC) and 

glutamate oxalacetate transferase (GOT) at different temperatures. Seeds of four lettuce 

cultivares were submitted to germination and the first germination was tested under the 

temperatures of 20, 25, 30, 35, 40 and 42°C. The germination speed index (IVG), the 

percentage of germination were estimated, and the expression of the enzyme alcohol 

dehydrogenase (ADH), malate dehydrogenase (MDH), catalase (CAT), esterase (EST), 

pyruvate decarboxylase (PDC) and glutamate oxalacetate transferase (GOT) evaluated. The 

experimental design was completely randomized, in a 4x6 factorial scheme, with four 

cultivars and six different temperatures, with four replications. The highest values of 

germination and vigor were observed for cv. Everglades at 35ºC, proving the thermotolerance. 

The catalase may be considered a marker for identification of thermotolerant lettuce cultivars. 

Cultivar Everglades has potential for use in lettuce breeding programs aiming at temperature 

tolerance during germination. 

 

Keywords: Lactuca sativa L.; isoenzymes; thermotolerance. 

 

___________________ 
 

* Supervising Committee: Prof.ª Dr. ª Renata Silva-Mann – UFS (Orientador). Prof.ª Dr. ª Heloisa Oliveira dos 

Santos. Prof. Dr. Arie Fitzgerald Blank. 
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1. INTRODUÇÃO 

 A alface (Lactuca sativa L.) é uma espécie que possui elevado valor econômico e tem 

sido apreciada pela população mundial, geralmente, na forma de saladas e sanduíches. 

A temperatura ótima para germinação das sementes de alface está em torno de 20ºC 

(NASCIMENTO, 2003). Em geral, temperaturas acima de 30ºC afetam a germinação e 

podem ocasionar a dormência das sementes. Assim, como na maior das regiões do Brasil, 

especialmente no Nordeste, predomina temperaturas altas por todo o ano, a germinação das 

sementes de alface pode ser reduzida e, consequentemente, comprometer o estande no campo, 

resultando em prejuízos para o produtor.  

O comprometimento da germinação das sementes de alface quando embebidas pode se 

dar sob condições de temperaturas elevadas, com a termoinibição que é um processo 

reversível, uma vez que a germinação ocorre quando a temperatura se reduz a um nível 

adequado. Pode também ocorrer a inibição completa da germinação com a termodormência 

(KOZAREWA et al., 2006). Esses fenômenos acontecem em virtude da manutenção da 

rigidez do endosperma, que acaba restringindo a protrusão da radícula (NASCIMENTO et al. 

2003). 

Atualmente, uma das preocupações dos melhoristas é obter cultivares resistentes a 

termodormência das sementes, principalmente ao se considerar que a cultura tem sido 

plantada em diversas regiões do nordeste do Brasil que possuem altas temperaturas.  

Além das alterações fisiológicas causadas pelas altas temperaturas nas sementes, 

ocorrem ainda alterações nos padrões enzimáticos. Logo, é importante analisar as enzimas 

que estão relacionadas com a germinação de sementes de alface, sob a temperatura ótima e 

crítica para esta cultura, e observar diferenças nos perfis eletroforéticos que poderão auxiliar 

na identificação de genótipos termotolerantes. 

Desta forma, objetivou-se no presente trabalho avaliar a qualidade fisiológica de 

sementes e diferenças nas atividades bioquímicas de enzimas na germinação sob diferentes 

temperaturas, para quatro cultivares de alface. 
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2. REFERENCIAL TEÓRICO  

2.1 Aspectos gerais da cultura da alface (Lactuca sativa L.) 

 

 A alfac e (Lactuca sativa L.) é uma planta herbácea anual pertencente à família 

Asteraceae (Compositae), que é uma das maiores famílias e apresenta diversas plantas com 

flores (BOO et al., 2011). É uma espécie autógama, possuindo 2n=2x=18 cromossomos 

(MOHEBODINI et al., 2011). Originária de regiões de clima temperado, sul da Europa e Ásia 

Ocidental (FILGUEIRA, 2003). 

 Sendo a hortaliça folhosa mais consumida no Brasil, ela é produzida em cinturões 

verdes próximos aos grandes centros consumidores por causa de sua rápida perecibilidade no 

período pós-colheita, devido ao seu alto teor de água e grande área foliar (SANTOS et al., 

2001). A alface é uma razoável fonte de vitaminas, cujo aproveitamento pelo organismo é 

favorecido por ser consumida crua (CAETANO et al., 2001). 

 As raízes desta hortaliça quando conduzidas em sistema de transplantio, apresentam 

ramificações finas e curtas, penetrando apenas os primeiros 25 cm de solo (FIGUEIRA, 

2003), sendo a maior parte encontrada na faixa de 0-20 cm de profundidade, entretanto, 

quando semeadas diretamente nos canteiros, são do tipo pivotante, as quais podem atingir até 

60 cm de profundidade. É uma planta dicotiledônia, consumida in natura durante sua fase 

vegetativa. Ao surgir a fase reprodutiva a planta emite uma inflorescência que é uma panícula 

constituída por diversos botões florais denominados de capítulos (RYDER, 1986; 

KŘÍSTKOVÁ et al., 2008).  

A alface é uma cultura que possui ciclo curto, possibilitando várias colheitas durante 

um mesmo ano, o que acarreta benefícios do ponto de vista social, garantindo a renda ao 

longo de todo o ano levando a sustentabilidade do sistema de produção. Com a modernização 

da agricultura, tornou-se mais fácil a produção da alface nas diversas regiões, mas ainda 

persistem fortes limitações. A maior parte das cultivares comercializadas é sensível ao calor, o 

que resulta na emissão da haste floral precocemente (FILHO et al., 2009). 

A qualidade das características agronômicas da cultura da alface depende de condições 

edafoclimáticas que podem ser favoráveis ou desfavoráveis, sendo favoráveis ambientes com 

temperaturas amenas ou baixas, solos com boa estrutura física e ricos em nutrientes, devido à 

planta ser muito exigente em água (SILVA et al., 2011). Outro fator essencial para que a 

cultura se desenvolva e obtenha plantas com características desejáveis é que o solo possua 

textura média (BATISTA et al., 2012; OLFATI et al., 2011). 

 Apesar dos trabalhos de melhoramento de alface no Brasil terem alcançado resultados 

significativos e contribuído para o plantio desta espécie, em quase todo o país, ainda 

persistem alguns problemas, como o florescimento precoce, geralmente, em condições de 

verão ou nas regiões com temperaturas mais elevadas (SILVA et al., 2008) e a 

termodormência das sementes, ou seja, a dormência imposta pela germinação em condições 

de alta temperatura. Assim, é de fundamental importância a busca de alternativas para 

possibilitar a produção de alface de qualidade durante todo o ano, visando o desenvolvimento 

de tecnologias de sementes ajustadas aos diferentes genótipos. 

2.2 Resistência a altas temperaturas em germoplasma de alface 

A identificação de germoplasmas de alface resistentes a temperaturas elevadas é uma 

alternativa para obter a produção desta olerícola durante todo o ano em regiões que a 

temperatura ultrapassa os 30ºC, como na maior parte das regiões do Brasil. A alface tipo lisa é 

uma alternativa de mercado ao produtor, apresentando vantagens como a existência de 

materiais com resistência ao calor e ao pendoamento (FILGUEIRA, 2003), o que pode 

contribuir para a competitividade dos produtores (DIAMANTE et al., 2013). 
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Apesar da alface tipo lisa apresentar vantagens para o cultivo em regiões de altas 

temperaturas, as cultivares tipo crespa continuam sendo estudadas para estas regiões. Em 

trabalho visando avaliar o comportamento de cultivares de alface crespa em regiões tropicais 

observou-se que as cultivares Cinderela, Marisa e Elba são promissoras para o cultivo na 

região, no período de outubro a novembro, apesar de terem apresentado uma leve tendência 

ao alongamento do caule. A cultivar Simpson Elite também apresentou boa produção de 

massa fresca, diâmetro da planta, além de um menor tamanho do caule, mostrando tolerância 

á temperaturas mais elevadas. Em relação à característica comprimento do caule que indica 

resistência ao pendoamento, verificou-se maior desempenho das cultivares Vanda e Isabela, 

destacando que estas podem ser mantidas por um período maior no campo (SANTOS et al.) 

A alface pode ser classificada em duas classes relacionadas com a temperatura: 

termosensível ou termotolerante. As cultivares termotolerantes podem germinar acima de 

90% a 36ºC na presença de luz (NASCIMENTO et al., 2002). Desta forma, vários programas 

de melhoramento têm trabalhado no intuito de obter genótipos de alface tolerantes a altas 

temperaturas. Em estudo realizado por Nascimento et al. (2012) com vinte cultivares de alface 

em condições de temperatura ideal 20ºC, temperatura intermediária 27,5ºC e temperatura 

crítica 35ºC foram identificados dois genótipos termotolerantes, Vitória de Verão e Camila, 

obtendo germinação acima de 90% nas temperaturas favorável e crítica máxima.  

Outras cultivares de alface tem sido identificadas como termotolerantes. Como 

observado no estudo realizado por Catão et al. (2014) com oito cultivares de alface 

Everglades, Babá de Verão, Elisa, Luiza, Grand Rapids, Hortência, Salinas 88 e Rubete, onde 

confirmou-se a termotolerância para a cultivar Everglades a 35ºC. Assim, esta cultivar pode 

ser cultivada pelos produtores em regiões de altas temperaturas. 

Em estudo com as cultivares comerciais de alface Vitória, Brasil 303, Elisa e Babá sob 

altas temperaturas em cultivo protegido em três épocas de plantio na região norte-fluminense 

verificou-se que as cultivares Vitória e Elisa podem ser recomendadas para plantio em cultivo 

protegido na região Norte-Fluminense, quaisquer que sejam as épocas de cultivo (SILVA et 

al., 1999). Por outro lado, ao avaliar o comportamento de cultivares de alface do tipo 

americana Delícia, Teresa, Lucy Brown, Raider Plus, Mauren e Angelin sob clima tropical no 

município de Cáceres-MT, em duas épocas de colheita observou-se que as cultivares Teresa e 

Delícia foram as mais indicadas para as condições climáticas de Cáceres – MT, e a colheita 

deve ser realizada aos 67 dias após a semeadura (SOUZA et al., 2013). Apesar do crescente 

numero de trabalhos sobre termotolerância em sementes de alface, ainda é necessário 

desenvolver novas pesquisas para identificar possíveis genótipos resistentes a altas 

temperaturas. 

2.3 Influência da temperatura na germinação de sementes de alface 

 As sementes de alface são sensíveis à temperatura e à umidade do meio em que 

germinam (BERTAGNOLLI et al., 2003; CATÃO et al., 2014). Desta forma, quando 

semeada sob elevadas temperaturas, em estufas ou no campo, as sementes de alface podem 

exibir redução da germinação ou da uniformidade de emergência das plântulas, as quais 

poderão reduzir a produtividade e, consequentemente, o lucro do produtor (NASCIMENTO, 

2002). 

As sementes de alface são reconhecidamente problemáticas em termos de qualidade 

fisiológica, revelando alta sensibilidade às condições de ambiente, frequentemente 

inadequadas para a ocorrência de rápida emergência e desenvolvimento inicial da planta. Um 

dos mais importantes sintomas do declínio da qualidade fisiológica é a lentidão do processo 

de germinação, acompanhada pelo aumento do período decorrido entre a germinação da 

primeira e da última semente de um lote e, consequente, desuniformidade entre plântulas de 

um mesmo lote (EIRA, 1990). 

As primeiras horas de embebição de água pelas sementes de alface são as mais críticas 

e devem ocorrer sob temperaturas mais amenas. Desta forma, a probabilidade de ocorrer 
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aumento na germinação será sempre maior nas sementes embebidas sob baixas temperaturas, 

do que naquelas embebidas sob altas temperaturas (NASCIMENTO, 2002). Além disso, esta 

espécie pode apresentar redução na percentagem de germinação devido à presença de 

dormência nas sementes. 

Quando ocorrem condições de altas temperaturas durante a embebição das sementes 

de alface, pode ser observado a termoinibição, um processo reversível, uma vez que a 

germinação ocorre quando a temperatura reduz para um nível mais adequado e/ou a 

termodormência, também chamada de dormência secundária, onde as sementes não 

germinarão, mesmo após a redução da temperatura (CANTLIFFE et al., 2000). 

O mecanismo de ação da germinação de sementes de alface em altas temperaturas 

parece estar relacionado com o enfraquecimento do endosperma, o qual permite o crescimento 

do embrião em temperaturas elevadas. As primeiras horas de embebição são críticas para 

sementes de alface germinarem sob condições de altas temperaturas devido o embrião estar 

completamente incluído dentro do endosperma onde a radícula deve penetrar para crescer e 

terminar a germinação (NASCIMENTO, 2003; NASCIMENTO et al., 2004). 

De acordo com Sung et al. (2008) o endosperma se apresenta como o principal órgão 

que impede o crescimento do embrião em sementes de alface e, para que possa ocorrer à 

germinação, há a necessidade que o embrião consiga romper as barreiras físicas que as 

envolvem. Porém, segundo Hacisalihoglu et al. (1999) o embrião não possui essa capacidade 

para romper essas barreiras. Desta forma, a atividade de enzimas faria o enfraquecimento da 

parede que envolve o embrião, tornando seu desenvolvimento possível (CATÃO, 2014). 

De acordo com Sung et al. (2008) e Catão et al. (2014) a enzima que esta envolvida no 

enfraquecimento da parede celular do endosperma de sementes de alface é a endo-β-mananase 

(SUNG et al., 2008). Existem relatos da relação entre a atividade da endo-β-mananase antes 

da protrusão radicular e a diminuição da resistência do endosperma com a germinação em 

altas temperaturas (NASCIMENTO et al., 2001).  

2.4 Dormência em sementes 

A dormência de sementes é definida como a inabilidade da semente germinar quando 

submetida a condições favoráveis de germinação que são água, luz, temperatura e oxigênio.   

Fatores localizados nos tecidos extra-embrionários participam do controle da 

dormência, como no caso da dormência tegumentar, a qual é influenciada pelas características 

anatômicas dos envoltórios. Desta forma, a semente é dormente apenas devido aos tecidos que 

envolvem o embrião que exercem uma restrição que o embrião não pode vencer. Esse tipo de 

dormência é denominado de exógena. Por outro lado, em alguns casos, a remoção das 

estruturas que envolvem o embrião não permite que esse germine normalmente, pois o 

embrião encontra-se dormente, a qual é denominada de dormência endógena 

(NASCIMENTO; CRODA; LOPES, 2012). 

O estádio de desenvolvimento e maturação das sementes, no qual se estabelece a 

dormência varia entre espécies. Além disso, as sementes podem apresentar dormência 

primária ou secundária. Estes são processos independentes, uma vez que a semente pode 

adquirir a dormência secundária sem ter sido dormente ou após ter superado a dormência 

primária (NASCIMENTO, 2002). 

A dormência primária se instala na fase de desenvolvimento ou maturação das 

sementes, enquanto estas ainda se encontram fisiologicamente ligadas à planta mãe.  Desta 

forma, os mecanismos que levam a esse tipo de dormência são genéticos, podendo ser de 

natureza física ou fisiológica, de forma que as sementes de algumas espécies não germinam 

logo após a colheita (FOLEY & FENNIMORE, 1998; SHU et al., 2013; VAISTIJ et al., 

2013). 

A dormência primária possibilita a desuniformidade na germinação de sementes. Por 

outro lado, contribui para várias espécies, pois, impede a germinação de sementes na própria 
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planta, caso as condições climáticas sejam favoráveis (FINCH-SAVAGE; LEUBNER-

METZGER, 2006). 

 A temperatura ótima para a germinação das sementes de genótipo de alface é de cerca 

de 20ºC (NASCIMENTO, 2003). De acordo com Gray (1975) a depender do genótipo a 

alface pode germinar com temperatura de 5 a 33ºC. As sementes de alface apresentam 

termoinibição em temperaturas superiores a 28-30°C (BERRIE, 1966; THOMPSON, 1979; 

GONAI, 2003). As sementes desta cultura são comercializadas quando a porcentagem de 

germinação é igual ou superior a 70% (MAPA, 1986). 

Vários métodos para reduzir o problema da termoinibição têm sido propostos, 

incluindo a utilização de germoplasmas tolerantes, ajuste do ambiente de produção de 

sementes, utilização de reguladores vegetais e condicionamento osmótico das sementes 

(BUFALO et al., 2012). 

2.5 Função das enzimas durante a germinação 

A qualidade fisiológica de sementes de alface pode ser afetada pela alta temperatura a 

qual esta semente está sujeita no momento da germinação, sendo essa característica 

importante durante o processo de seleção realizado nos programas de melhoramento. 

Da maturidade fisiológica até a semeadura, as sementes estão sujeitas a perda da 

qualidade fisiológica, devido às alterações que ocorrem em niveis fisiológicos, de transcritos e 

proteícos. Quando as sementes são expostas a altas temperaturas no decorrer do processo de 

germinação estas alterações podem ser aceleradas. Na maioria das vezes a deterioração é 

imperceptível na fase inicial e manisfesta-se no decorrer do tempo, provocando reflexos 

negativos no vigor (FRANZIN et al., 2004).  

A alteração no funcionamento das membranas, por altas temperaturas, compromete as 

rotas metabólicas das plantas, com relação à respiração e a fotossíntese. Na fotossíntese 

resultam alterações nas propriedades físico-químicas dos tilacóides, além de induzir um 

aumento na fluidez da matriz lipídica (RAISON et al., 1982), o que possibilita a 

desestruturação da membrana celular.  Além disso, pode comprometer o transporte de elétrons 

para a cadeia transportadora na respiração gerando um desequilíbrio iônico. Esse 

desequilíbrio resulta em radicais livres e, por consequência, produção de espécies reativas de 

oxigênio (EROS). 

O efeito sinalizador ou destrutivo de EROS depende de suas concentrações, assim 

como dos locais de produção e interação com compostos relacionados a outros estresses na 

planta (GECHEV, 2006). Existem diversas situações ambientais capazes de produzir estresse 

oxidativo, logo, a produção de EROS pode ser considerada como uma característica universal 

do estresse (CARRILLO e VALE, 2005). 

Os compostos antioxidantes são substâncias que atuam em baixas concentrações em 

substratos oxidáveis favorecendo a inibição da lipoperoxidação (HALLIWELL, 1995) e 

também influenciam na qualidade fisiológica das sementes. As sementes, em geral são ricas 

em ácidos graxos essenciais, fibras e compostos fenólicos, que exercem atividade 

antioxidante. 

Sabe-se que algumas espécies reativas de oxigênio se classificam como radicais livres 

por apresentarem elétrons desemparelhados na sua estrutura, fazendo com que reajam 

avidamente com moléculas biológicas, como proteínas e lipídeos, podendo ainda alterar suas 

atividades. O efeito final gerado depende não só do compartimento que está sendo afetado, 

mas do tipo de ERO que esta reagindo (DROGE, 2002). 

Outras enzimas também estão associadas à qualidade fisiológica de sementes, tais 

como a malato desidrogenase (MDH), que desempenha papel significativo no ciclo de Krebs, 

uma vez que catalisa a conversão de malato a oxaloacetato produzindo NADH, que é um 

produto fundamental na produção de ATP e de compostos intermediários essenciais ao 

funcionamento das células (TAIZ e ZEIGER, 2004). A ADH é uma enzima que está 

relacionada com a respiração anaeróbica, promovendo redução do acetaldeído a etanol 



6 

(BUCHANAM et al., 2005). O acetaldeído acelera a deterioração das sementes (ZHANG et 

al., 1994), portanto, com o aumento da atividade da ADH as sementes ficam mais protegidas 

contra a ação deletéria deste composto. 

Sabe-se ainda que as enzimas removedoras de radicais livres também desempenham 

papel importante na qualidade de sementes, a exemplo da Catalase (CAT). De acordo com 

Lehninger (2006) a CAT é enzima intracelular, encontrada no glioxissoma nos vegetais, com 

capacidade de transformar formas reativas de oxigênio em formas inofensivas.  

A esterase (EST) é uma enzima envolvida em reações de hidrólises de ésteres, estando 

diretamente ligada ao metabolismo dos lipídios, como os fosfolipídios totais de membrana 

(SANTOS et al., 2005). 

Em espécies da família Asteraceae alguns trabalhos evidenciam a eficiência das 

isoenzimas. A facilidade de análise de isoenzimas, o tornam um ótimo candidato a marcador, 

no que diz respeito ao girassol (SOUZA et al., 2001). Em trabalho realizado com cultivares de 

alface observou que a cultivar Everglades apresentou padrões cinéticos específicos a 20 e 

35ºC, tendo relação direta, tanto com a germinação à alta temperatura quanto com a maior 

atividade da enzima endo-β-mananase (CATÃO et al., 2014). 

Além de proteínas com função catalítica (enzimas) existem também proteínas que 

desempenham papel estrutural fundamental nas sementes. As proteínas do tipo Late 

Embryogenesis Abundant (LEA), proteínas abundantes nos últimos estádios de 

desenvolvimento, são ricas em glicina e outros aminoácidos hidrofílicos e apresentam poucos 

resíduos hidrofóbicos, sendo extraídas em condições de alta temperatura. Essas proteínas 

resistentes ao calor têm sido associadas com a tolerância a altas temperaturas (BLACKMAN 

et al., 1991; KIGEL & GALILI, 1995). 

De acordo com Rezende (2013), são poucos os relatos sobre a estimação de 

parâmetros genéticos e fenotípicos ligados a termoinibição em sementes de alface, ou 

qualquer informação envolvendo apenas a espécie Lactuca sativa L., corroborando para que 

maior número de iniciativas neste tipo de pesquisa sejam promovidas. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Local e material vegetal 

 

A pesquisa foi conduzida no Laboratório Central de Sementes do Departamento de 

Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG. Foram utilizadas 

sementes das cultivares de alface: Babá de Verão, Elisa, Grand Rapids e Everglades, esta 

última termotolerante (NASCIMENTO et al., 2001; KOZAREWA et al., 2006; CATÃO et 

al., 2014). 

As sementes das quatro cultivares de alface foram produzidas em ambiente protegido, 

no município de Ijací (localizado na latitude 21°9’24”S, longitude 44°55’34”W, à altitude 889 

m) estado de Minas Gerais, no verão de 2015. O clima da região é tropical de altitude e a 

precipitação média anual é de 1.530 mm. 

Para a produção das sementes de alface foi utilizado o espaçamento de 0,4 m entre 

plantas e 0,6 m entre fileiras (CATÃO et al., 2014). Todos os tratos culturais foram feitos 

conforme recomendação para a cultura. Após a colheita as sementes foram secas até teor de 

água próximo a 8%. 

3.2 Análises fisiológicas e bioquímicas 

 

 Avaliou-se as seguintes variáveis: 

 

Teor de água das sementes: foi avaliado em estufa, a 105ºC, durante 24 horas, 

utilizando-se duas subamostras de 2g para cada tratamento, conforme as Regras para Análise 

de Sementes – RAS (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem média 

por tratamento. 

Teste de germinação: a semeadura foi realizada sobre duas folhas de papel para 

germinação em caixas, umedecidas com água, na proporção de 2,5 vezes o peso do substrato 

seco, em caixas plásticas tipo gerbox. As caixas com as sementes foram mantidas em câmaras 

do tipo biochemical oxygen demand (BOD) sob regime alternado de luz (12 horas no escuro e 

12 horas na presença de luz), a 20, 25, 30, 35, 40 e 42ºC. Aos 4 e 7 dias, procedeu-se a 

avaliação, segundo Brasil (2009). Para o acompanhamento do vigor das sementes realizou-se 

avaliação até o 11º dia de germinação. Cada tratamento foi composto de quatro subamostras 

de 50 sementes. Os resultados foram expressos em porcentagem de plântulas normais.  

As avaliações da velocidade de germinação (%G) e do índice de velocidade de 

germinação (IVG) foram realizadas simultaneamente aos testes de germinação, anotando-se, 

diariamente e no mesmo horário, o número de plântulas que apresentavam dois folíolos 

completamente abertos. Aos 7 dias, procedeu-se a avaliação, segundo Brasil (2009). A 

velocidade de germinação foi calculada de acordo com Edmond e Drapala (1958) pela 

expressão: 

 

VG = (N1 G1) + (N2 G2) +...+ (Nn Gn) 

                                                      (G1 + G2 + ... + Gn) 

 

VG = Velocidade de germinação 

N1 = número de dias para a primeira contagem; 

G2 = número de sementes germinadas computadas na primeira contagem; 

N2 = número de dias para a segunda contagem; 

G2 = número de sementes germinadas na segunda contagem; 

Nn = número de dias para a última contagem; 

Gn = número de sementes germinadas na última contagem. 

 



8 

O índice de velocidade de germinação foi determinado de acordo com Maguire 

(1962), conforme segue: 

 

IVG = G1/N1+G2/N2+...+ Gn/Nn 

 

IVG = Índice de velocidade de Germinação (sementes. dia-1); 

G1, G2, Gn= número de sementes germinadas computadas na primeira contagem, na segunda 

contagem e na última contagem;  

N1, N2, Nn= número de dias da semeadura à primeira, a segunda e a enésima contagem.  

 

Para a extração das isoenzimas álcool desidrogenase (ADH - EC 1.1.1.1), malato 

desidrogenase (MDH - EC 1.1.1.37), catalase (CAT - EC 1.11.1.6), esterase (EST - EC 3.1), 

piruvato descarboxilase (PDC - EC 3.1.21) e glutamato oxalacetato transferase (GOT - EC 

2.6.1.1) foram adicionados 250 mL de tampão de extração, que se constitui de Tris HCL 0,2 

M pH 8 e 0,1% de β-mercaptoetanol às subamostras de 100 mg do material macerado. A 

eletroforese em géis de poliacrilamida foi desenvolvida em sistema descontínuo (7,5% gel 

separação e 4,5% gel de concentração). O sistema tampão gel/eletrodo utilizado foi Tris-

glicina pH 8,9.  

Para proceder a corrida eletroforética, foram aplicados na canaleta do gel 50 mL de 

cada sobrenadante e a corrida realizada aos 4ºC a 150 V, por 4 horas. Ao término da corrida, 

os géis foram revelados na presença dos substratos específicos para as determinadas enzimas 

(ALFENAS, 1998). 

Para se verificar diferenças nas concentrações enzimáticas nos géis empregou-se a 

densidade dos alelos nos perfis eletroforéticos, que foi determinada por pixels, empregando o 

software ImageJ (RASBAND, 2016). 

3.3 Análises estatísticas 

Os experimentos foram montados em delineamento inteiramente casualizado, em 

esquema fatorial 4x6, testando quatro cultivares Everglades, Grand Rapids, Elisa e Babá de 

Verão e seis diferentes temperaturas (20, 25, 30, 35, 40 e 42ºC), com 4 repetições de 50 

sementes. Os dados previamente submetidos aos testes de normalidade dos resíduos e 

homocedasticidade das variâncias, foram submetidos à análise de variância e as medias 

comparadas entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As análises estatísticas foram 

realizadas com o auxílio do programa estatístico SISVAR® (FERREIRA, 2000). A avaliação 

dos padrões enzimáticos foi feita de acordo com a intensidade das bandas.  
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

Os valores dos teores de água das sementes das diferentes cultivares, após a secagem 

variaram de 5,2 a 6,3%, percentuais também relatados por Barbosa et al. (2011) e Catão et al. 

(2014) em diferentes lotes de sementes de alface.  

Com base na análise de variância (ANEXO I) foi possível observar diferenças 

significativas entre as cultivares para as diferentes temperaturas (p<0,05) (TABELA 1). 

  

TABELA 1: Teste de germinação (%) aos sete dias, primeira contagem da germinação (%), 

teste de germinação (%) aos onze dias, velocidade de germinação e índice de velocidade de 

germinação em dias, em cultivares de alface (Lactuca sativa L.), em função da temperatura. 

UFS, São Cristóvão, Sergipe, 2016. 

Médias seguidas por letras iguais, minúsculas nas linhas e maiúsculas nas colunas, não diferem pelo teste de 

Tukey, a 5% de probabilidade. 

Vale ressaltar a importância de se ter o teor de água entre os lotes testados com a 

menor variação possível, uma vez que quando ocorrem variações entre os valores de teor de 

água pode haver variações que venham a acelerar o processo de deterioração, e formação de 

produtos que acarretam danos imediatos, a exemplo dos radicais livres, mascarando o 

resultado final, conforme descrito por Marcos Filho et al. (2015). 

Cultivar   Temperatura (°C) 

 20 25 30 35 

Germinação (%) aos sete dias 

Everglades 100 Aa 100 Aa 94 Aa 71 Ab 

Grand Rapids 83 Ba 80 Ba 55 Bb 2 Cc 

Elisa 80 Ba 75 Ba 7 Cb 6 Bb 

Babá de Verão 77 Ba 65 Cb 7 Cc 4 Bc 

CV (%) 10,16 

Primeira contagem da germinação (%) aos quatro dias 

Everglades 99 Aa 87 Aa 92 Aa 10 Ab 

Grand Rapids 12 Cc 42 Ca 29 Bb 0 Ac 

Elisa 76 Ba 63 Bb 5 Cc           0 Ac 

Babá de Verão 66 Ba 57 Ba 6 Cb 0 Ab 

CV (%) 22,72 

Germinação (%) aos 11 dias 

Everglades 100 Aa 100 Aa 94 Aa 33 Ab 

Grand Rapids 81 Ba 81 Ba 64 Bb 2 Bc 

Elisa 82 Ba 76 Ba 8 Cb 6 Bb 

Babá de Verão 78 Ba 66 Cb 8 Cc 4 Bc 

CV (%) 10,40 

Velocidade de germinação (dias) 

Everglades 4 Aa 4 Aa  4 Aa 5 Aa  

Grand Rapids 5 Ba 5 Ba 6 Ca 9 Cb  

Elisa 4 Aa 5 Ba 5 Ba 7 Bb  

Babá de Verão 4 Aa 5 Ba 5 Ba 8 Bb  

CV (%) 1,46 

Índice de Velocidade de Germinação (IVG) 

Everglades 12,16 Aa  11,42 Aa 10,33 Aa 3,35 Ab 

Grand Rapids 6,70 Ca 5,41 Cb 4,13 Cc 2,09 Cd 

Elisa 9,54 Ba 8,76 Ba 6,49 Bb 3,11 Bc 

Babá de Verão 9,76 Ba 8,87 Bb 6,61 Bc 3,03 Bd 

CV (%) 1,37 
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Verifica-se que para temperatura de 20°C, recomendada para a germinação de 

sementes de alface, foram obtidas porcentagens de germinação acima de 70% para todas as 

cultivares, valor este considerado mínimo para comercialização de sementes desta espécie.  

Em trabalho empregando método de análise de hormônios vegetais e metabólitos 

hormonais associadas com a dormência das sementes e germinação em alface (Lactuca sativa 

L. cv. Grand Rapids), utilizando extratos de sementes, foi possível detectar a termodormência 

à 33°C em vez de 23°C. Sementes germinando transitoriamente acumulam altos níveis de 

ABA-GE (ABA-β-D-glicosil). O ABA na forma livre é encontrado principalmente no citosol, 

enquanto o ABA-GE se acumula no vacúolo, podendo servir como uma forma de estoque de 

ABA. Por outro lado, a termodormência de sementes, transitoriamente, acumulou níveis 

elevados de ácido di-hidrofaséico (DPA) após 7 dias a 33°C. GA1 e GA3 foram detectados 

durante a germinação e níveis de GA1 aumentaram durante o crescimento pós-germinativo. 

Depois de vários dias de incubação, as sementes termo latentes exibiram uma acumulação 

notável de ácido indol acético (IAA) transitória, que não ocorrem em sementes em 

germinação, a 23°C. Os autores concluíram que o metabolismo dos hormônios em sementes 

termodormentes é surpreendentemente ativo e, é significativamente, diferente do que aquele 

das sementes em germinação (CHIWOCHA et al., 2003). 

Na temperatura de 25°C, notou-se valores de germinação inferiores a 70% apenas a 

cultivar Babá de verão. Em experimento visando a avaliação da influência do ambiente 

durante a floração e na formação sementes nas cultivares Saladin e Sabine, comprovou-se 

que, o potencial de germinação do embrião de sementes produzidas em condições frias, são 

menos hábeis para continuar a germinação em altas temperaturas, embora existam algumas 

diferenças entre as cultivares, tais como a tolerância à altas temperaturas na germinação, 

depois da maturação das sementes (DREW e BROCKLEHURST, 1990). 

O controle de germinação em cultivares fotossensíveis, especialmente cv. Grand 

Rapids, sugere que pode se dever unicamente ao endosperma. No entanto, em estudos 

verifica-se que dois sistemas separados possam controlar a germinação em alface, para se 

evitar a germinação de sementes fotossensíveis que se encontram localizadas em situações 

desfavoráveis, como por exemplo, solo muito profundo e outra para evitar germinação, se a 

temperatura do solo for muito alta. No entanto, a elucidação destes dois mecanismos deve ser 

avaliada em outros estudos, considerando também as variações em diferentes cultivares, as 

quais requerem uma investigação mais aprofundada (DREW e BROCKLEHURST, 1990), em 

níveis bioquímicos, fisiológicos e moleculares. 

Para as temperaturas de 30ºC e 35ºC observou-se maior porcentagem de germinação 

para a cultivar Everglades, a qual é considerada termotolerante por germinar sob temperaturas 

elevadas. Estes resultados estão de acordo com Kozarewa et al. (2006) e Catão et al. (2014) 

que em seus trabalhos caracterizam essa cultivar como termotolerante. 

Pode-se constatar, que mesmo nas temperaturas de 40 e 42ºC não houve germinação 

para as cultivares testadas, o que evidencia que as sementes de alface, quando submetidas a 

germinação sob temperaturas elevadas, têm germinação nula. Corroborando com Nascimento 

et al. (2012), que relatou a germinação nula das sementes da maioria dos genótipos de alface 

sob temperaturas acima de 30ºC. 

Em todas as cultivares houve redução da porcentagem de germinação quando a 

temperatura foi elevada de 20ºC para 35ºC, com redução de 29% para a cultivar Everglades, 

em 81% para a cultivar Grand Rapids, 74% para a cultivar Elisa e 73% para a cultivar Babá 

de Verão. Assim, pode-se inferir que a elevação da temperatura afetou a qualidade das 

sementes, no entanto, em menor escala para a cultivar Everglades. 

O objetivo nos testes de vigor é a distinção entre lotes comercializáveis, com 

porcentual de germinação situado dentro de padrões comerciais (KIKUTI & MARCOS 

FILHO, 2012). Assim, é possível afirmar que na temperatura de 20ºC as cultivares Everglades 

e Elisa obtiveram resultados acima do padrão médio comercial de germinação ao quarto dia 
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de avaliação. No entanto, na temperatura de 25ºC, observou-se maior vigor apenas a cultivar 

Everglades.  

Ainda na primeira contagem da germinação, verificou-se que nas temperaturas de 

20ºC e 25ºC houve maior vigor para a cultivar Everglades enquanto que; vigores 

intermediários para as cultivares Elisa e Babá de Verão e, por último, a cultivar Grand Rapids 

com menor vigor.  

A partir da temperatura de 30ºC houve redução no potencial fisiológico das sementes 

de todas as cultivares trabalhadas, com redução de 82% para a cultivar Everglades, 29% para 

a cultivar Grand Rapids, 5% para a cultivar Elisa e 6% para a cultivar Babá de Verão. Esta 

redução de vigor pode estar relacionada à deterioração causada por temperaturas elevadas 

(KIKUTI e MARCOS FILHO, 2012).  

Observou-se ainda que na temperatura de 30ºC a cultivar Everglades manteve o vigor 

acima do padrão mínimo comercial. Logo, esta cultivar pode ser parâmetro para uso como 

testemunha em testes de valor de cultivo e uso (VCU) para comparação, visando o registro de 

novos genótipos potenciais para regiões tropicais, que possuem temperaturas elevadas na 

maior parte do ano como no Nordeste brasileiro.  

Na temperatura de 35ºC, notou-se vigor inferior ao padrão comercial para todas as 

cultivares e nas temperaturas de 40ºC e 42ºC não houve germinação. As diferenças 

encontradas, podem ser atribuídas provavelmente à menor velocidade de absorção de água e 

oxigênio pelas sementes de alface sob temperaturas elevadas (FRANZIN et al., 2004). Outro 

fator a se considerar é que mitoses em alface ocorrem em cada um dos meristemas primários 

de tecido do hipocótilo-radícula, principalmente dentro dos 0,5 mm apicais da radícula. A este 

respeito, os embriões termo dormentes assemelham-se a raízes crescentes de mudas de alface. 

Estes resultados demonstram que a atividade mitótica e expansão localizada, quer 

separadamente ou em conjunto, pode ocorrer no embrião sem germinação (FOARD e 

HABER, 1966).  

Ao realizar a avaliação do teste de germinação aos sete dias verificou-se emissão de 

radícula nas sementes das cultivares Elisa e Babá de Verão. Por conta disso, seguiu-se com a 

avaliação da germinação até o 11º dia.  

Notou-se redução da germinação com o incremento de 5ºC, nas temperaturas de 20ºC 

e 25ºC, exceto as cultivares Everglades e Grand Rapids que mantiveram o percentual de 

germinação. De acordo com Nascimento (2003), a temperatura ótima para o estabelecimento 

de plântulas de alface está em torno de 20ºC, o que pode ter favorecido a manutenção deste 

percentual de germinação. 

No entanto, ao comparar o percentual da germinação das cultivares Elisa e Babá de 

Verão, obtidas no sétimo e 11º dia, verificou-se que, nesta última, houve incremento na 

germinação para as temperaturas de 20ºC, 25ºC e 30ºC, o que evidencia a lentidão dessas 

cultivares para germinar e, consequentemente, isto pode implicar em prejuízo na 

uniformização do estabelecimento de plântulas no campo. 

É válido ressaltar que a avaliação do percentual de germinação no 11º dia não resultou 

em germinação aos 40ºC e 42ºC, o que pode estar relacionado à dormência de sementes 

quando submetidas a temperaturas adversas, nas quais as sementes de alface podem ser 

induzidas à dormência em condições de temperaturas elevadas (NASCIMENTO e 

CANTLIFFE, 2002). 

Para todas as cultivares a melhor velocidade de germinação foi observada quando as 

sementes foram submetidas à temperatura de 20ºC, visto que esta temperatura é a 

recomendada para a germinação de sementes de alface. Verifica-se ainda que, nas 

temperaturas de 25ºC e 30ºC, a cultivar Everglades manteve a velocidade de germinação 

obtida a 20ºC por ser uma cultivar termotolerante.  

Apesar da redução na velocidade de germinação a 35ºC, notou-se o menor número de 

dias para germinar para cultivar Everglades quando comparada com as demais cultivares. 

Resultado semelhante foi encontrado por Bertagnolli (2003) ao estudar o desempenho 
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fisiológico de sementes nuas e peletizadas de alface da cv. Karla sob diferentes potenciais 

hídricos e temperaturas, a 35ºC não ocorreu germinação. 

Observou-se que com a elevação da temperatura houve redução no índice de 

velocidade de germinação para todas as cultivares, sendo que nas temperaturas acima de 35ºC 

não houve desenvolvimento de plântulas normais. Estes resultados corroboram com os 

relatados por Catão et al. (2014) ao analisar o efeito da temperatura em sementes de alface das 

cultivares Everglades, Babá de Verão, Elisa, Luiza, Grand Rapids, Hortência, Salinas 88 e 

Rubete.  

Resultados semelhantes também foram obtidos por Bertagnolli et al. (2003) e Bufalo 

et al. (2012), ao analisar o desempenho de sementes de alface submetidas ao estresse térmico. 

Os autores observaram que, em temperaturas iguais ou superiores a 25°C, houve decréscimo 

na velocidade e na percentagem de germinação. Desta forma, pode-se afirmar que os 

melhores resultados do índice de velocidade de germinação obtidos neste teste coincidem com 

a temperatura indicada, 20ºC, pelas Regras de Análise de Sementes (BRASIL, 2009) para 

obtenção de um estande de plântulas de alface uniforme e rápido. 

É válido ressaltar que alterações na temperatura durante a germinação podem acarretar 

no aceleramento do processo deteriorativo da planta, fazendo com que a mesma não feche o 

seu ciclo, bem como reduzindo a qualidade das sementes produzidas; e ainda pode interferir 

na qualidade do produto final, como é o caso da alface. Pesquisas em condições de alta 

temperatura, por exemplo, afetam negativamente a germinação e o estabelecimento de 

plântulas. A germinação de sementes de vinte cultivares de alface em condições de 

temperatura ideal 20ºC, temperatura intermediária 27,5ºC e temperatura crítica 35ºC foram 

realizadas. Alguns genótipos termotolerantes como Vitória de Verão e Camila foram 

identificados, obtendo germinação acima de 90% nas temperaturas: favorável e crítica 

máxima. Estes genótipos poderiam ser utilizados como fonte genética de tolerância à 

germinação a altas temperaturas. Demonstrando a importância de sempre se caracterizar 

germoplasma para a tolerância à altas temperaturas (NASCIMENTO; CRODA; LOPES, 

2012). 

A deterioração é um processo determinado por uma série de alterações fisiológicas, 

bioquímicas, físicas e citológicas, com início a partir da fecundação, que ocorre de maneira 

progressiva, determinando a queda da qualidade e culminando com a morte da semente ou da 

planta (MARCOS FILHO, 2015). As principais alterações relacionadas ao processo de 

deterioração são degradação e inativação de enzimas (COPELAN e McDONALD, 2001), 

redução da atividade respiratória (FERGUSON et al., 1990) e perda de integridade das 

membranas celulares (McDONALD, 1999). Copeland e McDonald (2001) destacaram que 

para detectar o início da deterioração das sementes, as avaliações mais sensíveis são aquelas 

relacionadas à atividade de algumas enzimas. 

Sementes de alface têm curto tempo de armazenamento e termoinibição acima de 

25°C. O condicionamento osmótico (hidratação controlada seguida de secagem) contribui 

para minimizar a inibição térmica, aumentando a temperatura máxima de germinação, mas 

reduz a longevidade de sementes de alface. A deterioração controlada (CD) ou condições de 

armazenamento de envelhecimento acelerado (isto é, temperatura elevada e umidade relativa) 

são usados para estudar a longevidade das sementes e prever a longevidade sob condições de 

armazenamento convencionais. Sementes de uma população de linha pura (RIL) 

recombinante derivada de um cruzamento entre L. sativa cv. Salinas × L. serriola UC96US23 

foram utilizadas para identificar locos de características quantitativas (QTLs) associados com 

a longevidade de sementes sob CD e condições de armazenamento convencionais. Vários 

QTLs associados à longevidade foram identificados em ambas as condições de 

armazenamento convencional e CD. No entanto, a longevidade não foi correlacionada com 

condições de armazenamento, sugerindo que os processos de deterioração em condições de 

CD não são preditivos de envelhecimento em condições de armazenamento convencionais. 

Além disso, os mesmos QTLs não foram identificados quando as populações de RIL foram 
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cultivadas em diferentes anos, indicando que a longevidade de sementes de alface é 

fortemente afetada pelo ambiente de produção (SCHWEMBER e BRADFORD, 2010). 

A germinação de sementes envolve a utilização de diferentes enzimas para o 

metabolismo. Pode-se pensar que a suplementação exógena destas enzimas poderia suprir a 

necessidade e contribuir para a germinação. No entanto, trabalho usando como tratamentos 

soluções enzimáticas comerciais: (1) Alcalase® e Celluclean® (propósito catalisam a 

hidrólise de ligações peptídicas e títulos de beta 1,3 e 1,4 glucana presente na celulose, 

respectivamente), (2) Pectinex® (finalidade dilui pectina, libertando açúcares), (3) Alcalase® 

(finalidade para catalisar ligações peptídicas), (4) e Pectinex® Alcalase® (finalidade para 

catalisar ligações peptídicas e para libertar açúcares), (5) e Alcalase® Ban® ( finalidade de 

catalisar ligações peptídicas e hidrólise das ligações alfa 1,4 - glicosídica dextrina formando 

de preferência como produto), (6) Spirizyme® (enzima glucoamilase: 1,4 glucano alfa-

glicosidase) e (7) de controle (água destilada isenta de enzimas ) foram realizados visando  à 

avaliação da germinação de todos os tratamentos em quatro dias após a semeadura. 

Comprovou-se que a aplicação exógena de enzimas industriais em sementes de alface não 

aumenta a velocidade e porcentagem de germinação das sementes (PIMENTEL et al., 2012). 

No entanto, alterações endógenas têm sido relatadas em enzimas relacionadas à 

germinação e deterioração em sementes. Condições ambientais desfavoráveis (alta 

temperatura, alta umidade, seca, congelamento, sal etc.) durante o desenvolvimento, no 

armazenamento e em campo podem reduzir a germinação, vigor e qualidade de sementes de 

culturas em campo (EGLI et al., 2005). 

A termoinibição é um problema de produção comum, mas os esforços não têm sido 

focados na melhoria das características de germinação de sementes, em parte devido à falta de 

ferramentas para selecionar de forma eficiente para fenótipos melhorados. No entanto, a 

exploração da variação presente para termoinibição em populações de Lactuca é a 

identificação de genes candidatos e marcadores genéticos associados, que forneçam uma 

visão sobre os fatores fisiológicos, que controlam a sua imposição e contribuam para o 

desenvolvimento de cultivares de alface com tolerância a altas temperaturas (ARGYRIS et al., 

2011). 

Dentre as enzimas que podem ser utilizadas para identificar alterações no sistema de 

membranas celulares tem-se as esterases. As esterases (EC.3.1.1.1, hidrolases do éster 

carboxílico) são enzimas hidrolíticas, que catalisam a hidrólise de vários tipos de ésteres. 

Estas são amplamente distribuídas em múltiplas formas, em plantas, animais e micro-

organismos. Em plantas, estas enzimas têm um papel definido, ativamente envolvida no 

crescimento e desenvolvimento, estomática circulação, a resistência inseticida contra a 

infecção, o amadurecimento dos frutos, expansão celular, reprodução, processos de 

metabolitos secundários, bem como a hidrólise do éster contendo moléculas de xenobióticos 

(DUBEY et al., 2000). Várias formas de esterase catalisam a hidrólise de ésteres carboxílicos 

de cadeia curta. Os ácidos graxos foram demonstrados em vários tecidos vegetais incluindo 

sementes (SCHWARTZ et al., 1964; CHANDRASHEKHARAIAH et al., 2014). 

As esterases são representativas nas membranas celulares, hidrolisando os ésteres de 

membranas atuando assim, diretamente no metabolismo de lipídios. Sua presença quando 

identificada demonstra a existência de peroxidação de lipídios, visto que realiza a hidrólise de 

ésteres. Além da degradação, sua expressão está diretamente ligada ao metabolismo de 

lipídios da membrana (MERTZ et al., 2009). 

As variações nas intensidades dos alelos nos perfis enzimáticos variaram entre os 

diferentes tratamentos (TABELA 2). 
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TABELA 2: Variações na densidade (pixels) de alelos enzimáticos para perfis eletroforéticos 

detectadas por software ImageJ em cultivares de alface, em função da temperatura. UFS, São 

Cristóvão, Sergipe, 2016. 
Densidade dos alelos isoenzimáticos 

Cultivares 

Enzimas EST CAT GOT MDH ADH PDC 

Temperatura 

(ºC) 

Est1       Est2  Cat1 Got1 Mdh1 Adh1 Pdc1 

Everglades 

20 46*          36*   109**   41 126 197** 198** 

25 55            38     62   40 118 170   30 

30 66            49     78   46** 125 177   21 

35 58            47     62   35* 129** 188   23 

40 56            44     59*   38 125 174   18* 

42 71**        53**   103   42 103* 164*   19 

Grand 

Rapids 

20 50            32 102**   33*   68* 145*   24 

25 49*          31*     91   42   85 159   31 

30 55            32     74   51   97** 164**   23 

35 53            26      75   52**   79 154   26** 

40 55            32     59   42   94 157   20* 

42 58**        42**     54*   50   87 162   20* 

Elisa 

20 67            44*     46   45* 129** 184   15* 

25 69            53  47**   46 117 187**   16 

30 76**        60     41   47   97 173   28** 

35 71            50     37   50   98 180   22 

40 68            56     35   46   65 143   23 

42 63*          60**     33*   53**   53* 135*   19 

Babá de 

Verão 

20 66            49     53   51   72 140   20 

25 66            46   55**   48*   66 134*   19 

30 63*          44*     38   55   64* 137   20 

35 67            50     36*   55**   71 144   21** 

40 70            54     38   52   80 159**   16* 

42 86**        74**     41   50 101** 146   18 
Est – Esterase; Cat – Catalase; Got – Glutamato oxaloacetato transferase; Mdh – Malato desidrogenase; Adh – 

Álcool desidrogenase; Pdc - Piruvato descarboxilase.  

* alelos com menor densidade e ** alelos com maior densidade. 

 

Para a enzima esterase, pouca enzima tem sido liberada inicialmente com 24h de 

embebição e após 48h de embebição. A atividade total de esterases de sementes de alface 

embebidas de 0 a 10h, foi determinada ser igual as sementes embebidas por 16h. Sementes a 

10 e 40ºC liberam pouca enzima, particularmente entre 24 e 48h. Muito pouca ou nenhuma 

enzima é liberada antes da protrusão da radícula ou depois da emergência da radícula. A 

maior parte das enzimas liberadas é derivada a partir do tecido de endosperma, mas é possível 

que uma pequena parte de esterases vem do embrião. As esterases são apenas um dos 

componentes do fluido extra-embrionário e o seu papel parece estar relacionada à regulação 

da integridade física das sementes (CHANDRA & TOOLE, 1977). 

No presente estudo verificou-se maiores atividades para esterase para as cv. 

Everglades, Grand Rapids e Babá de Verão a 42ºC, com excessão para a cv. Elisa, que teve 

maior atividade a 30ºC. No entanto, as menores atividades foram identificadas para 

Everglades a 20ºC; para Grand Rapids a 25ºC; para Elisa a 42ºC e Babá de Verão à 30ºC.  

Segundo Basavarajappa et al. (1991), sendo a peroxidação de lipídios um evento 

associado aos danos de membrana de sementes, alterações nos padrões da esterase evidenciam 

a ocorrência de eventos deteriorativos, que podem contribuir para a redução da germinação 

das sementes. Esta enzima é acumulada antes do processo de germinação para prevenir a ação 

de radicais livres no início da deterioração, podendo reduzir sua expressão durante este 

processo devido à sua ação hidrolítica na liberação de ácidos graxos que são usados na beta 
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oxidação, como fonte de energia para a germinação. Ressalta-se ainda que muitos desses 

lipídeos são constituintes de membranas, cuja degradação aumenta com a deterioração 

(MARCOS FILHO, 2005). 

A metil esterase de pectina (PME) (EC 3.1.1.11), também encontrada em sementes, 

catalisa a hidrólise de grupos éster de metila de pectinas da parede celular. O papel desta 

enzima foi avaliado na determinação de dormência e germinação de sementes de cedro 

amarelo (Chamaecyparis nootkatensis [D. Don] Spach). A atividade da PME não foi 

detectada em sementes dormentes, mas foi induzida e aumentada gradualmente durante 

refrigeração húmida; alta atividade coincidiu com a quebra de dormência e germinação. A sua 

atividade foi positivamente correlacionada com o grau de quebra de dormência de sementes 

de cedro amarelo. A enzima foi produzida em diferentes partes das sementes e em sementes 

em diferentes momentos, germinação e crescimento pós-germinativo, com duas isoformas, 

tanto básicas com pontos isoelétricos de 8,7 e 8,9 e a mesma massa molecular de 62 kD. Estas 

isoformas básicas não foram relatadas em embriões e em megagametófitos seguintes a quebra 

da dormência, e foram significativamente suprimidas pelo ácido abscísico. A giberelina teve 

um efeito estimulador sobre as atividades destas isoformas em embriões e megagametófitos 

de sementes intactas na fase germinativa. Os autores sugerem que a PME desempenha um 

papel no enfraquecimento do megagametófito, permitindo a emergência da radícula e da 

conclusão da germinação (REN e KERMODE et al., 2000).  

Em trabalho visando avaliar o poder alelopático de extratos de tiririca (Cyperus 

rotundus L.) sobre a germinação e vigor assim como na atividade das enzimas envolvidas no 

processo de germinação de sementes de milho, feijão, soja e alface, observou-se menor 

atividade da enzima esterase nas sementes submetidas à germinação em substrato contendo 

100 g L-1 e em soja menor atividade dessa enzima foi observada nas concentrações de 0 e 100 

g L-1. Já para as espécies de feijão e milho não houve alterações na atividade da esterase sob 

as diferentes concentrações de extrato, durante o processo germinativo (MUNIZ et al., 2007). 

 

 
FIGURA 1: Perfil eletroforético para enzima esterase em sementes de quatro cultivares de 

alface sob diferentes temperaturas (ºC). UFS, São Cristóvão, Sergipe, 2016. 

 

Observou-se que com o aumento da temperatura a enzima esterase apresentou cinética 

semelhante para as cultivares Everglades e Babá de Verão. Comportamento semelhante foi 

observado para ‘Grand Rapids’ e ‘Elisa’, que diferiram das anteriormente citadas (FIGURA 

1).  

Para a enzima catalase as maiores atividades foram identificadas entre 20 e 25ºC para 

todas as cultivares. A principal função da catalase é o de catalisar a decomposição H202. A 

catalase e peroxidase estão presentes em sementes secas.  
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Segundo Fridovich (1986), a catalase, por ser uma enzima envolvida no processo de 

remoção do peróxido de hidrogênio, desempenha controle desses peróxidos endógenos por 

meio do ciclo óxido-redução. Sendo assim, a redução na expressão dessa enzima, poderá 

resultar na diminuição da prevenção de danos oxidativos. Ao exemplo do ocorrido com as 

sementes de alface para todas as cultivares trabalhadas, com o aumento da temperatura na 

germinação. Sendo assim, a enzima catalase pode ser utilizada para a avaliação da 

deterioração em sementes de alface quando estas forem submetidas a diferentes temperaturas 

durante a germinação (FIGURA 2).  

Presumivelmente, a função da catalase é antioxidante e atua na manutenção de 

concentrações intracelulares de H2O2 em níveis estacionários (TAN et al., 2002). Estudo em 

sementes de pepino, indica claramente a atividade das enzimas antioxidantes e seu papel 

significativo no fornecimento de defesa antioxidante (ZHANG et al., 2013).  

É valido ressaltar que as sementes de alface cultivar Everglades apresentaram 

comportamento diferenciado para CAT, ou seja, alta atividade a 20°C, valores intermediários 

entre as temperaturas de 25 a 40°C, e voltando a apresentar alta atividade nesta última 

temperatura. Isso podendo estar associado à ação antioxidante para os eventos de 

termotolerância, quando comparado as demais cultivares. 

Em sementes submetidas a altas temperaturas durante a germinação houve redução de 

atividade dessa enzima, como observado nas sementes das cultivares Elisa e Babá de verão. 

Por ser a CAT uma das enzimas scavenger, ou seja, removedora de peróxidos, a perda da 

atividade dessa enzima pode, parcialmente, esclarecer o fato das sementes colocadas para 

germinar fora da sua faixa ótima, acumularem mais peróxidos, e estes atuarem negativamente 

nos processos de desenvolvimento, ou seja, na germinação. 

Os resultados observados nesta pesquisa reforçam os de Corte et al. (2010) e Nakada 

et al. (2010), os quais verificaram aumento da peroxidação de lipídios com o aumento da 

deterioração das sementes. Assim, a redução da atividade da catalase (CAT) pode tornar as 

sementes mais sensíveis aos efeitos dos radicais livres e aumentar a formação de peróxido nas 

células, tornando as sementes mais sujeitas à perda de viabilidade. Isso pode ser confirmado 

pela redução da germinação com o aumento da temperatura, as quais as sementes são 

expostas.  

 Diferentes estressores, bióticos e abióticos, muitas vezes resultam na produção de 

espécies reativas de oxigênio (ROS), incluindo o superóxido (O2
-), oxigênio atómico (1O2), 

peróxido de hidrogénio (H2O2) e o radical hidroxilo (OH·), que podem causar danos as 

proteínas, lipídios e DNA (MOLLER e KRISTENSEN, 2004). 

 A temperatura nas quais as sementes estão submetidas no período de germinação 

podem contribuir para redução do conteúdo de água no microambiente onde a semente se 

encontra, e consequentemente na própria semente. Tal fato pode levar a peroxidação de 

lipídeos de membrana. Em sementes de Mimusops elengi houve aumento na peroxidação 

lipídica e coincidiu com a diminuição no conteúdo de água das sementes (TANG, 2012). 

  

 
FIGURA 2: Perfil eletroforético para a enzima catalase em sementes de quatro cultivares de 

alface sob diferentes temperaturas de germinação. UFS, São Cristóvão, Sergipe, 2016. 
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A atividade de Glutamato oxalacetato transferase foi maior entre 30 e 35ºC para as 

cultivares Everglades, Grand Rapids e Babá de Verão, com exceção para a cultivar Elisa, na 

qual se constatou maior atividade a 42ºC. 

A enzima glutamato oxalacetato transferase (GOT) participa do metabolismo de 

aminoácidos (BRANDAO-JUNIOR; CARVALHO; VIEIRA, 1999), é uma fonte de energia 

para o desenvolvimento do embrião e da descarboxilação, via ciclo do ácido málico, na 

transformação de aspartato em ácido oxalacético e malato, durante a fixação do gás carbônico 

pelas plantas (MENEZES, 2005; TUNES et al., 2010). Além disso, esta enzima está 

relacionada ao metabolismo do nitrogênio e à síntese protéica durante o processo de retomada 

do crescimento do embrião (MALONE et al., 2007; PEDÓ, 2015) como também esta 

envolvida no processo respiratório das sementes (MUNIZ et al., 2007). 

De acordo com Malone et al. (2007) por esta enzima estar diretamente envolvida no 

metabolismo do nitrogênio (N), é possível que variações ocorram à medida que acontece a 

síntese e degradação de aminoácidos durante o processo de germinação. Por conta disso, a 

enzima GOT tem uma participação no metabolismo protéico durante a germinação e por todo 

o ciclo de vida da planta. 

Observa-se maior expressão desta enzima entre as temperaturas de 20ºC a 30ºC para a 

maioria das cultivares, o que pode esta relacionada a maior síntese de aminoácidos das 

sementes durante o processo metabólico na germinação das sementes, a qual apresentou 

maiores resultados neste intervalo de temperatura (FIGURA 3). 

No trabalho realizado por Tunes et al. (2011) com duas cultivares de cevada colhidas 

em três épocas, observou-se que nas plântulas esta enzima não apresentou atividade, em 

ambas as cultivares, quando colhidos aos 118 dias após a semeadura (DAS). Quando a 

colheita foi realizada aos 129 DAS, a enzima estava presente apenas na cultivar Scarlett, no 

entanto, aos 140 DAS a GOT foi observada em ambas as cultivares. 

 

 
FIGURA 3: Perfil eletroforético para a enzima glutamato oxalacetato transferase (GOT) em 

sementes de quatro cultivares de alface sob diferentes temperaturas de germinação. UFS, São 

Cristóvão, Sergipe, 2016. 

 

Durante as últimas décadas muitos fatores importantes envolvidos na termotolerância 

foram identificados em nível de transcritos, proteínas e metabólitos (MITTLER et al., 2012) 

Parece que a capacidade de termotolerância pode ser conseguida por modulação dos níveis de 

expressão, tais genes "sensíveis" antes das respostas pela exposição ao calor (GROVER et al., 

2013; BOKSZCZANIN e FRAGKOSTEFANAKIS, 2013).  

Reservas de sementes que são mobilizadas após a germinação são utilizados como 

recursos de energia e novos blocos de construção para apoiar o desenvolvimento da muda até 

que se torne foto autotrófica (BEWLEY et al., 2013). 

Devido ao impacto dos vários estresses e do processo de envelhecimento das sementes 

sobre a expressão de enzimas antioxidantes e atividade de genes, nos últimos anos, estas 
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ferramentas bioquímicas e genéticas têm sido utilizadas como marcadores de qualidade de 

sementes (TSANIKLIDIS et al., 2015). 

No entanto, existem alguns relatos indicando que o envelhecimento de sementes 

submetidas a diferentes temperaturas, têm um efeito sobre as atividades de enzimas que não 

são classificadas como enzimas antioxidantes, tais como β-amilase e malato-desidrogenase do 

arroz e de milho, respectivamente (NANDI et al, 1995; MARINI et al., 2012; TSANIKLIDIS 

et al., 2015). 

 Para MDH as maiores atividades foram comprovadas para a cv. Everglades 35ºC; 

Grand Rapids 30ºC; Elisa 20º e Babá de Verão 42ºC. 

A malato desidrogenase (MDH) atua na catalização da reação de malato a 

oxaloacetato no ciclo de Krebs (IMOLESI et al., 2001), sendo responsável pelo fornecimento 

de energia ao catalisar a conversão dos triacilgliceróis armazenados em glicose e em outros 

metabólitos essenciais para o processo germinativo (PEDÓ, 2015). Assim, esta enzima pode 

atuar gerando energia nos processos metabólicos com a germinação de sementes. 

No entanto, as variações da atividade da isoenzima MDH, especialmente sob estresse, 

não são ainda completamente exploradas, provavelmente devido ao fato da enzima existir 

como vários isoenzimas (oito isoenzimas MDH putativas relatadas em Arabidopsis), 

localizadas em várias organelas da célula (BEELER et al., 2014; TSANIKLIDIS et al., 2015). 

De acordo com Taiz e Zeiger (2004) a MDH ocorre na matriz mitocondrial e no 

citoplasma das células. Nas mitocôndrias atua nas duas reações finais do ciclo do ácido 

cítrico, o fumarato é hidratado para produzir malato, que em seguida é oxidado pela MDH, 

para regenerar Oxaloacetato (OAA) e, consequentemente, produzir outra molécula de NADH. 

A produção de Oxaloacetato será capaz de reagir com outro radical de acetil-CoA e continuar 

o ciclo, o NADH produzido será oxidado na fosforilação oxidativa para produção de ATP. No 

citoplasma, a MDH catalisa a reação de oxaloacetato para malato produzindo NAD+ que é 

necessário para a glicólise (TAIZ & ZEIGER, 2004; MACHADO et al., 2006). 

De uma maneira geral, foi possível observar que não ocorreu alteração na expressão da 

enzima malato desidrogenase, exceto para a cultivar Babá de Verão. Para esta houve maior 

intensidade de expressão da enzima malato desidrogenase na temperatura de 42ºC, o que pode 

ter ocorrido devido ao aumento da respiração das sementes com a elevação da temperatura. 

Assim, pode-se inferir que as cultivares que apresentaram maior vigor no teste de germinação 

apresentaram a expressão desta enzima estável (FIGURA 4). 

A MDH também tem sido muito utilizada em trabalhos de sementes envelhecidas pelo 

envelhecimento acelerado. De acordo com Spinola et al. (2000), a enzima manteve seus 

padrões isoenzimáticos inalterados com o avanço do processo deteriorativo das sementes de 

milho pelo envelhecimento acelerado. 
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FIGURA 4: Perfil eletroforético para a enzima malato desidrogenase em sementes de quatro 

cultivares de alface sob diferentes temperaturas de germinação. UFS, São Cristóvão, Sergipe, 

2016. 

De acordo com Faria et al. (2003) a enzima álcool desidrogenase (ADH) atua no 

processo respiratório, removendo substâncias tóxicas das sementes, como acetaldeído e 

etanol, que são produzidos quando as células passam a respirar anaerobicamente. Nos estádios 

iniciais da germinação, a degradação do amido é realizada num processo quase totalmente 

anaeróbico, até que a casca da semente é rompida pela saída do eixo embrionário 

(ALDASORO & NICOLÁS, 1980). 

A enzima ADH foi avaliada em maior atividade para a cv. Everglades a 20ºC; Grand 

Rapids a 30ºC; Elisa a 25ºC e Babá de Verão a 40ºC. 

Nota-se neste trabalho que maior expressão da enzima ADH ocorreu, para a cultivar 

Babá de Verão, nas temperaturas de 40ºC e 42ºC. Ao observar os resultados do teste de 

germinação, verifica-se que neste intervalo de temperatura as sementes não germinaram por 

estarem dormentes. Assim, pode-se inferir que as sementes passaram a realizar respiração 

anaeróbica. Além disso, as cultivares Grand Rapids e Babá de Verão apresentaram bandas 

intensas entre as temperaturas de 20ºC e 30ºC, o que indica maior impermeabilidade do 

tegumento das sementes dificultado a entrada de oxigênio na semente e, consequentemente, 

favorecendo a rota de respiração anaeróbica (FIGURA 5).  

No trabalho de Tunes et al. (2011) a expressão da enzima ADH, nas sementes, foi 

bastante pronunciada, o que sugere intensa atividade de respiração anaeróbica. Porém, nas 

plântulas, em geral, não foi observada a sua atividade.  

Em outro trabalho ao avaliar o comportamento de dois lotes de sementes de sucupira-

preta (A, B) durante a embebição não foi observada atividade da ADH nas sementes do lote A 

nas primeiras horas de embebição. Entretanto, após 72 horas, observou-se intensa atividade, 

decrescendo a partir desse período. No lote B, uma alta atividade da enzima foi detectada em 

sementes no início da absorção de água, com uma tendência de diminuição da atividade nas 

fases finais de embebição (ALBUQUERQUE et al., 2009). 
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FIGURA 5: Perfil eletroforético para a enzima álcool desidrogenase em sementes de quatro 

cultivares de alface sob diferentes temperaturas de germinação. UFS, São Cristóvão, Sergipe, 

2016. 

 

Maior atividade para a enzima piruvato descarboxilase foi constatada para a cv. 

Everglades a 20ºC; Grand Rapids a 35ºC; Elisa a 25ºC e Babá de Verão a 40ºC. 

A enzima piruvato descarboxilase participa do metabolismo anaeróbico na fase da 

glicólise, quando atua convertendo o acetaldeído que então é reduzido a etanol pela ADH. 

Esta enzima atua quebrando o piruvato presente no citosol das células produzindo o 

acetaldeído.  

 

 
FIGURA 6: Perfil eletroforético para a enzima piruvato descarboxilase em sementes de quatro 

cultivares de alface sob diferentes temperaturas de germinação. UFS, São Cristóvão, Sergipe, 

2016. 

 

É válido ressaltar que esta enzima é precursora da enzima álcool desidrogenase, diante 

disto, é possível observar relação direta entre a expressão destas duas enzimas (FIGURA 6).
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5. CONCLUSÕES 

 

A temperatura de germinação de 35ºC limita a germinação de sementes das cultivares 

de alface Elisa, Grand Rapids e Babá de Verão, exceto para a cultivar Everglades que 

apresenta germinação acima do padrão comercial nesta temperatura, portanto, é considerada 

como termotolerante. 

A cultivar Everglades é genótipo potencial para uso em programas de melhoramento 

visando a produção de genótipos para plantio em regiões do nordeste brasileiro. 

A enzima catalase pode ser considerada marcadora para identificação de cultivares de 

alface termotolerantes. 
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ANEXO  

 

 

 

ANEXO 1A – Resumo da análise de variância de Germinação (%) aos sete dias, primeira 

contagem de germinação (%) aos quatro dias, Germinação (%) aos 11 dias, Velocidade de 

Germinação, Índice de velocidade de germinação.  

 

 

 
QUADRADOS MÉDIOS 

F.V. G.L. %G (7 dias) PCG %G (11 dias) VG IVG 

Tratamento 3 3697.930556* 5267.000000* 4213.666667* 70,94528* 69,2548* 

Temperatura 5 23607.141667* 14815.100000* 24888.466667* 299,2584* 248,255* 

Trat. X Temp. 15 1110.763889* 1678.500000* 1085.200000* 35,2584* 26,2584* 

 Resíduo  72 11.958333 36.944444 14.083333 2,58422 1,9531 

CV (%)  10,16 22.72 10,40 1,46 1,37 

 

 

 

 

** F significativo a 1% de probabilidade 

*   F significativo a 5% de probabilidade 
ns  F significativo a 5% de probabilidade 


