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RESUMO

O condicionamento osmotico ¢ uma técnica que pode ser utilizada para
melhorar o desempenho germinativo das sementes. Objetivou-se identificar a
influéncia de agentes condicionantes no metabolismo germinativo e no
desempenho fisiologico de sementes de tomate. Sementes de tomate
(Lycopersicon esculentum Mill.) cv Santa Clara foram condicionadas em
solucdes de polietileno glicol 6000 (PEG) e nitrato de potassio (KNO;) por 2, 4
e 6 dias. As solugdes dos agentes osmoticos (v/v) foram: 100%PEG 2; 4 ¢ 6
dias; 100% KNO; por 2; 4 ¢ 6 dias; ¢ combina¢des de 50% PEG + 50%KNO;
por 2; 4 e 6 dias, além da testemunha (sementes ndo condicionadas). Foram
realizados dois ensaios, no primeiro analisou a atividade de algumas enzimas do
sistema antioxidante e a atividade da redutase do nitrato e suas possiveis
contribuigdes ao desenvolvimento germinativo. Ja no segundo ensaio analisou a
concentragdo de alguns carboidratos e sua possivel contribuicdo ao
desenvolvimento germinativo ¢ ao desenvolvimento inicial das plantulas. No
primeiro ensaio, o condicionamento osmoético com 100% KNO; 4 dias e 6 dias
proporcionaram maior atividade da redutase do nitrato e da dismutase do
superoxido. Além dos maiores indices de velocidade de emergéncia e formagao
de plantulas. No segundo ensaio, observou uma maior velocidade de germinagao
em condigOes ideais, de estresse hidrico e a baixa temperatura, nas sementes
condicionadas independente do meio de incubacdo, em relagdo a testemunha.
Também foram observadas menores concentragcoes de aglcar soluvel total em
sementes condicionadas. Os condicionamentos em 100%KNO; 4 e 6 dias
apresentaram os maiores indices germinagdo, formagdo de plantula normal e
emergéncia, além da maior atividade da redutase do nitrato e da dismutase do
superoxido. Além disso, o condicionamento osmético independente do soluto e
do periodo de incubacdo aumentou o indice de velocidade de germinagdo em
condigdes ideais, de estresse hidrico ¢ a baixa temperatura, além disso, houve
diminui¢do da concentragdo de agucar soltivel total em sementes condicionadas
de tomate.

Palavras-chave: Condicionamento. Redutase nitrato. Sistema antioxidante.



ABSTRACT

Priming is a technique that can be used for better performance seed
germination. This study aimed to identify the influence of conditioning agents
on metabolism and physiological performance germination of tomato seeds.
Seeds of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) cv Santa Clara were placed in
solutions of polyethylene glycol 6000 (PEG) and potassium nitrate (KNOs3) for
2, 4 and 6 days. The solutions of osmagents (v / v) were: 100% PEG 2, 4 and 6
days; 100% KNOs by 2, 4 and 6 days, and combinations of 50% PEG + 50%
KNO; by 2, 4 and 6 days, and the control (unprimed seeds). Two experiments
were conducted; the first analyzed the activity of some enzymes of the
antioxidant system and the activity of nitrate reductase and its possible
contributions to the development germination. In the second trial examined the
concentration of some carbohydrates and their possible contribution to the
development germination and early seedling development. In the first test,
priming with 100% KNO; 4 days and 6 days showed higher activity of nitrate
reductase and superoxide dismutase. In addition to higher rates of speed and
seedling emergence. In the second trial, observed a higher germination rate
under ideal conditions, water stress and low temperature in seeds primed
regardless of the incubation medium, in thier witness. We also observed lower
concentrations of total soluble sugar in primed seeds. The conditioning in 100%
KNO; 4 and 6 days with highest germination, formation of normal seedling
emergence and, in addition to increased activity of nitrate reductase and
superoxide dismutase. Furthermore, priming independent of solute and
incubation increased the rate of germination speed under ideal conditions of low
temperature and water stress, furthermore, decreased the total soluble sugar
concentration in tomato seeds primed.

Keywords: Priming. Nitrate reductase. Antioxidant system.
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CAPITULO 1 Introdugéo Geral
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1 INTRODUCAO

A produgdo mundial de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) em
2009, foi por volta de 141 milhdes de toneladas provenientes de
aproximadamente 5 milhdes de hectares (FOOD AND AGRICULTURAL
ORGANIZATION - FAQ, 2010). O Brasil € o nono maior produtor mundial de
tomate, com uma producao estimada aproximadamente de 4 milhdes de tonelada
em uma darea de aproximadamente de 65.391 hectares (INSTITUTO
BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA - IBGE, 2011). Um dos
principais motivos para nimeros tao expressivos € o aumento do crescimento do
consumo, entre 1985 ¢ 2005, a demanda mundial per capita de tomate cresceu
cerca de 36% (CARVALHO; PAGLIUCA, 2007).

Em conjunto ao crescimento da producdo, o mercado de sementes de
tomate também esta em crescente expansdo, representando cerca de 27% do total
das sementes de hortalicas comercializadas no Brasil e gira uma quantia
aproximadamente de 12 milhdes de reais ao ano (ASSOCIACAO BRASILEIRA
DO COMERCIO DE SEMENTES E MUDAS - ABCSEM, 2009). Além disso,
as exigéncias e a alta competitividade do mercado, por produtos de boa
qualidade e diferenciados, estimulam as empresas a buscarem novas tecnologias,
para produzirem sementes de qualidade. Partindo do pressuposto que, a
qualidade das sementes representa o ponto inicial do desenvolvimento e a
produtividade da lavoura.

Existem técnicas utilizadas para melhorar o desempenho das sementes
em campo, bem como para melhorar a germinagdo sob condi¢des adversas de
temperatura ¢ umidade (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). Dentre as mais
usadas atualmente destaca-se o condicionamento osmotico (seedpriming,
osmoconditioning, osmopriming, osmoticpriming). Segundo Bradford (1986) e
Heydecker e Gibbins (1978) a técnica se baseia na imersdo das sementes em

uma solu¢do de baixo potencial osmoético, em que a absorcdo de agua pela
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semente ¢ limitada, com isso, 0 processo germinativo ndo ¢ concluido, somente
iniciado.

Na técnica do condicionamento osmotico, muitas solugdes podem ser
utilizadas. Solu¢des salinas permitem uma melhor aera¢do da solucdo e ¢é
facilmente removido das sementes durante a lavagem, os ions presentes nessa
solucdo sdo absorvidos pela semente. Solucao inerte tem a vantagem de ndo
penetrar nas sementes, porém nao permite aeracdo uniforme da solucdo, além de
apresentar certa dificuldade de remogdo apoés o tratamento (NASCIMENTO,
2004).

Os principais beneficios proporcionados por essa técnica s3o o0s
aumentos nas velocidades de germinagdo e emergéncia, além de aumentar a
porcentagem de germina¢do, melhorar o vigor das plantulas e proporcionar
quebra de dorméncia (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). Os beneficios sdo
provenientes de melhoras que ocorrem a nivel celular: indugdo a replicacao do
DNA nuclear, acimulo de B-tubulina e indug¢do da montagem da rede de
citoesqueleto microtubular (CASTRO et al.,, 2000; LANTERI et al., 2008).
Além disso, proporciona uma melhora significativa no sistema antioxidante e
diminui a concentragdo do malondialdeido (MDA) (CHEN; ARORA, 2011; EL-
ARABY; HEGAZI, 2004; KIBINZA et al., 2011). Também ocorre uma maior
expressdo dos genes que codificam LEAs proteinas, heat shock, enzimas
envolvidas na replicagdo do DNA, além de inibir acdo de proteases (CORTEZ-
BAHEZA et al., 2007) e causa mudancas no metabolismo de reserva e na
homeostase celular (FAROOQ et al, 2010). Objetivou-se, determinar a
influéncia dos agentes osmoéticos no metabolismo germinativo ¢ desempenho

fisiologico de sementes de tomate condicionadas.
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2. REFERENCIAL TEORICO
2.1 Condicionamento osmético

A técnica de condicionamento osmotico tem sido usada para
proporcionar um aumento na velocidade da germinagdo, possibilitando a
diminui¢do do tempo entre a semeadura ¢ a Ultima protrusdo, além de aumentar
a tolerancia das sementes a condi¢Oes desfavoraveis do ambiente durante a
semeadura. Essa técnica se resume em uma absor¢do controlada de agua pelas
sementes, iniciando os processos metabdlicos para a germinagdo, porém sem que
haja a protrusdo. O potencial osmoético da solugdo, na qual as sementes estdo
imersas controla a entrada de 4gua na semente (BRADFORD, 1986;
HEYDECKER; GIBBINS, 1978).

O condicionamento atua nas fases I e II da germinacéo, possibilitando a
semente ficar com um teor de umidade pouco abaixo daquele ideal para a
protrusdo radicular (POSSE et al., 2002). Com isso, os processos metabdlicos
iniciam antes do plantio, o que confere uma vantagem sobre as sementes nao
condicionadas. Além disso, o condicionamento proporciona uma absor¢ao de
dgua mais lenta e controlada do que na absor¢do em campo,logo, onde ha um
periodo maior de reparo das estruturas celulares (VARIER; VARI; DADLANI,
2010).

2.2 Diferentes agentes osmoticos

Diferentes solutos podem ser utilizados no condicionamento osmotico,
como polietileno glicol (PEG), nitrato de potéssio (KNO;), fosfato de potassio
(K5PO,), fosfato de potassio monobasico (KH,PO,), sulfato de magnésio
(MgS0,), sulfato de manganés (MnSQ,), cloreto de magnésio (MgCl,), cloreto
de sodio (NaCl), nitrato de sodio (NaNOs) manitol, glicerol, entre outros. Todos
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esses compostos sdo utilizados para ajustar o potencial osmotico da solucdo
(NASCIMENTO, 2004).

Compostos salinos permitem uma melhor aeragdo da solucdo, e sdo
facilmente removidos das sementes durante a lavagem. Em alguns casos, os ions
provenientes dos sais sdo absorvidos pelas sementes afetando negativamente a
germinagdo, por outro lado, essa absorcdo pode ativar rotas metabdlicas que
naturalmente ndo seriam ativas, o que pode favorecer a germinagdo (NAWAZ et
al., 2012; PACE et al., 2012). Solugdes inertes como o (PEG), tem a vantagem
de ndo penetrar nas sementes, por ter alto peso molecular. Porém as solucdes de
PEG néo permitem uma aeragdo uniforme. Além disso, o PEG apresenta certa
dificuldade de remogdo apds o tratamento, além de ser um produto de custo
elevado (NASCIMENTO, 2004).

No entanto, as solu¢des mais utilizadas sio PEG e KNO; sendo que as
diferengas nas respostas fisiologicas irdo depender do tipo das solucdes e da
espécie. Chen e Arora (2011) e Kibinza et al. (2011) trabalharam com sementes
de espinafre e girassol, respectivamente em solugdo de PEG. Ja Arin et al.
(2011) e Kissmann et al. (2011) trabalharam com sementes de cebola e
jacaranda, respectivamente em solucdo de KNO;. Em trabalhos com tomate essa
preferéncia se mantém com Bocian e Hotubowicz (2008), Govinden-Soulange e

Levantard (2008) e Nawaz et al. (2012).

2.3 Efeito do nitrato no metabolismo germinativo

O nitrato ¢ uma importante fonte de nitrogénio para as plantas, mas
também uma molécula de sinalizagdo que controla véarios aspectos do
desenvolvimento da planta, inclusive a dorméncia em sementes (ALBORESI et
al., 2005). O nitrogénio do solo estd disponivel para as plantas na forma de
nitrato (NO3") ou amonia (NH,") segundo Chen et al. (2009). O primeiro passo

na assimilagdo do nitrogénio ¢ feito pela redutase do nitrato, que utiliza o nitrato
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como substrato e o reduz a nitrito, que por sua vez ¢ reduzido a amonia, pela
redutase do nitrito. Consequentemente, a amdnia ¢ utilizada na estrutura dos
aminoacidos (MIFLIN; LEA, 1976).

No entanto, o nitrogénio estad presente na planta em diferentes formas.
Sendo nos aminoacidos onde se encontra a maior quantidade desse mineral.
Logo, quanto maior a concentragdo de NO; maior sera a assimilacdo de
nitrogénio em forma de aminodcidos, favorecendo um maior crescimento
(CARDOSO et al., 2011).

O oxido nitrico (NO) ¢ outro composto nitrogenado, proveniente do
nitrato, o qual tem sido citado como uma importante molécula sinalizadora nas
plantas (GUPTA; ABIR, 2011; JIN et al., 2009). Sua formagao é proveniente da
reducgdo do nitrato a nitrito, o qual é reduzido a 6xido nitrico nos complexos I1I
ou IV ou AOX da cadeia transportadora de elétrons, especificamente quando a
concentragdo do receptor de elétrons, o O,, é baixa ou ausente. Outra via de
formacdo ¢ através da redutase do nitrato, que reduz o nitrato a 6xido nitrico
(BETHKE; BADGER; JONES, 2004; GUPTA et al., 2011; LEA et al., 2004).

Liu et al. (2009) demonstraram que o acimulo de NO na primeira etapa
de embebigdo ¢é benéfico para o rapido catabolismo de ABA e consequentemente
quebra de dorméncia das sementes. Isso ¢ devido a expressio do gene
CYP707A2 que participa do catabolismo do 4cido abscisico (ABA). Porém
Matakiadis et al. (2009) demonstraram que o gene CYP707A2 também ¢
responsavel ao nitrato. Além dessas fungdes, o nitrato através do 6xido nitrico,
também estimula a atividade da dismutase do superoxido (SOD), que se trata de

uma enzima primordial no sistema antioxidante (PEREIRA et al., 2010).

2.4 Alteracdes no metabolismo das macromoléculas

Os beneficios proporcionados pelo condicionamento podem ocorrer por

varias razdes, porém mudancas relacionadas ao contetido das macromoléculas
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como os carboidratos em geral, proteinas e aminoacidos sdo eventos importantes
durante o condicionamento osmotico (VARIER; VARI; DADLANI, 2010). As
macromoléculas podem proporcionar aumento na tolerdncia a ambientes
estressantes através da manutencao do potencial osmético celular, na diminuigao
das Espécies Reativas de Oxigénio (EORs), manutengdo da estabilidade das
membranas e proteinas, além de fonte alternativa de energia (BOHNERT;
SHEN, 1999) e controlar a expressao de varios genes (GUPTA; KAUR, 2005).
Segundo Nawaz et al. (2011) houve aumento na concentrac¢do de agucar
redutor, ndo redutor e solivel total em sementes de tomate condicionadas,
quando comparada com a testemunha. Ismail et al. (2005) também observaram,
aumento no conteudo de aglicar soluvel e aminoacidos. Ja Braccini et al. (2000)
observaram em sementes de soja, que o armazenamento causa redugdo nas
proteinas, no entanto quando essas sementes passaram pelo condicionamento

houve uma diminui¢do dessa queda.

2.5 Sistema antioxidante

Outro beneficio proporcionado pelo condicionamento ¢ o aumento na
eficiéncia do sistema antioxidante das sementes. Em relacdo aos antioxidantes as
sementes possuem sistemas enzimaticos e ndo enzimaticos de defesa (CHEN et
al., 2009). O sistema enzimatico ¢ composto pelas enzimas, catalase (CAT) e
dismutase do superéxido (SOD) (KIBINZA et al., 2011). Ao passo que, o ndo
enzimatico ¢ formado pelo ciclo do acido ascérbico (AsA) e glutationa reduzida
(GSH), sendo que a peroxidase do ascorbato (APX), redutase do
dehidroascorbato (DHAR), redutase do monodehidroascorbato (MDHA),
redutase da glutationa (GR) sdo enzimas-chave do ciclo (MA; CHEN, 2004).

Cada enzima tem uma fungdo especifica, como a SOD que atua na
remog¢do do superdxido (O,), convertendo-o em perdxido de hidrogénio (H,0O,),

o qual pode ser convertido em agua e oxigénio pela CAT (KIBINZA et al.,
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2011). No ciclo ASA-GR, a APX catalisa a redugdo do H,O, em agua com o
AsA servindo como doador de elétrons (ZHANG et al., 2008). A DHAR utiliza
os elétrons fornecidos pela GSH para reduzir o DHA em AsA, enquanto que o
DHA ¢ previamente produzido a partir do MDHA. Simultaneamente, GSH ¢
oxidada em glutationa dissulfeto (GSSG) pela DHAR e GSSG ¢ entdo reduzida
em GSH, pela acdo da GR (GILL; TUTEJA, 2010).

A cadeia respiratoria da mitocondria ¢ uma importante fonte de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs).Que estdo presentes durante periodos de estresses
naturais, como germinagdo, dessecagdo e envelhecimento (KIBINZA et al.,
2011; SUN et al.,, 2011). O desequilibrio entre a produgdo de EROs e o
desaparecimento dos mesmos, pode levar a deterioragdo das sementes, processo
chamado de estresse oxidativo (BAILLY, 2004). As principais espécies reativas
sdo o anion superoxido (O;’), o peréxido de hidrogénio (H,0O,), o oxigénio
singleto ('0,) e o radical hidréxido (- OH) (LI; LIU; ZANGH, 2010).

Em sementes condicionadas foi observado melhoras no sistema
antioxidante das sementes. Chen e Arora (2011), Kibinza et al. (2011) e Sun et
al. (2011), juntamente com outros autores entre eles, Bailly et al. (2000) e Chiu,
Chuang e Sung (2006), obtiveram um aumento significativo na atividade das

enzimas SOD, CAT, APX e no ciclo AsA-GSH, além da diminui¢do do MDA.
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3 CONSIDERACOES GERAIS

O condicionamento osmético ¢ uma técnica que promove diversos
beneficios a sementes, tanto metabolico com fisioldgico, o que possibilita um
melhor desempenho germinativo. Porém é uma técnica que precisa de mais
estudo para definir quais os melhores meios de incubag@o, para determinadas

espécies.
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ARTIGO 1 Alteracdo no padrdo enzimatico de semente de tomate
proporcionada pelo condicionamento osmotico
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RESUMO

O condicionamento osmoético ¢ uma técnica utilizada para melhorar o
desempenho germinativo das sementes de tomate. Em virtude disso, objetivou-
se estudar a influéncia dos agentes condicionantes PEG, KNO; ou ambos, na
atividade de algumas enzimas envolvidas no metabolismo germinativo, € no
desempenho fisioloégico de sementes de tomate condicionadas. Sementes de
tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv Santa Clara foram condicionadas em
solucdes de polietileno glicol 6000 (PEG) e nitrato de potassio (KNO;) por 2, 4
e 6 dias. As solugdes dos agentes osmoticos (v/v) foram: 100%PEG 2; 4 ¢ 6
dias; 100% KNO; por 2; 4 e 6 dias; e combinagdes de 50% PEG + 50%KNO;
por 2; 4 e 6 dias. Ap6s o condicionamento foram realizadas analises bioquimicas
e fisiologicas. Nos condicionamentos com 100% (KNOs) por 4 e 6 dias, foram
observados altos indice de velocidade germinacao (IVG), indice de velocidade
formagdo de plantulas (IVP) e indice de velocidade emergéncia (IVE) devido a
maior atividade da redutase do nitrato, que possivelmente agiu no aumento da
assimila¢do de nitrogénio e também no aumento da atividade de enzimas do
sistema antioxidante. Portanto, o condicionamento em 100% KNO; por 4 e 6
dias aumenta a atividade da redutase do nitrato e da superdxido dismutase,
contribuindo para altos indices de velocidade de sementes tomate.

Palavras-chave: Redutase nitrato. Condicionamento osmotico. Semente
dismutase do superdxido.
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ABSTRACT

Priming is a technique used to improve performance germination of
tomato seeds. As a result, the objective was to study the influence of
conditioning agents PEG, KNO; or both, in the activity of some enzymes
involved in the metabolism germination, and physiological performance of
tomato seeds conditioned. Seeds of tomato (Lycopersicon esculentum Mill.) Cv
Santa Clara were placed in solutions of polyethylene glycol 6000 (PEG) and
potassium nitrate (KNO;) for 2, 4 and 6 days. The solutions of osmagents (v / v)
were: 100% PEG 2, 4 and 6 days; 100% KNO3 by 2, 4 and 6 days, and
combinations of 50% PEG + 50% KNOs; by 2, 4 and 6 days. After conditioning
were performed biochemical and physiological. In constraints with 100%
(KNO:s) for 4 and 6 days were observed higher germination speed index (IVG),
speed seedling (IVP) and emergence velocity index (IVE) due to increased
activity of nitrate reductase which possibly acted in increased nitrogen
assimilation and also in increasing the activity of antioxidant enzymes system.
Therefore, conditioning on 100% KNOs for 4 and 6 days increases the activity
of nitrate reductase and superoxide dismutase, contributing to high rates of speed
of tomato seeds.

Keywords: Nitrate reductase. Priming. Seed. Superoxide dismutase.
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1 INTRODUCAO

A produtividade estimada do tomate em 2012 para o Brasil foi de
aproximadamente 4 milhdes de toneladas em uma area plantada de cerca de 66
mil hectares (INSTITUTO BRASILEIRO DE GEOGRAFIA E ESTATISTICA -
IBGE, 2012). Trata-se de uma hortalica de alta importancia para a economia,
cujos valores atingidos devem-se a alta produtividade obtida, entre outros
fatores, devido a qualidade das sementes.

Atualmente, técnicas que promovem melhorias em sementes visam
aumento do vigor, que tem sido obtido, satisfatoriamente, através do
condicionamento osmotico. Essa técnica promove germinagdo mais rapida e
uniformidade nos lotes (NASCIMENTO, 2004), e estd sendo utilizada,
frequentemente, em sementes de tomate (BOCIAN; HOLUBOWICZ, 2008;
NAWAZ et al., 2012; ROSSETTO; LIMA; NAKAGAWA, 2002).

O condicionamento osmético consiste na absorcdo de agua pelas
sementes de uma forma controlada, utilizando-se de compostos para controlar o
potencial da solu¢do (HEYDECKER; GIBBINS, 1978). Com isso 0s processos
de germinagdo somente tém inicio, sem que haja germinagao.

Entre os compostos utilizados existem os inertes (polietileno glicol e
manitol), devido ao alto peso molecular ndo sdo absorvidos pelas sementes, mas
a alta viscosidade da solucdo pode dificultar a aeragdo. Além dos salinos
(nitrato de potassio, cloreto de sodio, outros), que podem ser absorvidos pelas
sementes e possui baixa viscosidade, consequentemente, facil aeragdo
(NASCIMENTO, 2004).

A absor¢do de determinados ions podera influenciar na germinacao,
através da ativagdo de enzimas de rotas metabdlicas, que ndo seriam ativas
naturalmente (NAWAZ et al., 2012; PACE et al., 2012). Dentre esses possiveis
ions, o nitrato merece estudos mais aprofundados, por ser utilizado em larga

escala em sementes de tomate, sendo proveniente da dissociagdo do nitrato de
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potassio na maioria das vezes (BOCIAN; HOLUBOWICZ, 2008; MAVI,
ERMIS; DEMIR, 2006; NASCIMENTO, 2004), Além disso, pouco se sabe dos
mecanismos que agem nas sementes quando absorvem esses ions no
condicionamento e os efeitos ao metabolismo.

Desse modo o estudo da atividade da enzima redutase do nitrato pode
ser importante na elucidacdo de questdes metabdlicas das sementes de tomate
condicionadas em solu¢do de nitrato de potassio. Essa enzima ¢ essencial na
assimilacdo de nitrogénio, por converter nitrato (NO;) em nitrito (NO,)
(MIFLIN; LEA, 1976). A redutase do nitrato tem sido bastante estudada em
orgios de plantas, no entanto, ha poucos trabalhos em sementes. Além disso,
segundo Pereira et al. (2010) outro fator relacionado ao nitrato e o metabolismo
de sementes condicionadas ¢ o estimulo da atividade da enzima dismutase do
superoxido (SOD), que juntamente com a catalase (CAT) e peroxidase do
ascorbato (APX), exercem um papel na remocdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (CHEN; ARORA 2011).

Na remoc¢do dos EROS, o anion superéxido (O;) € removido pela SOD,
que catalisa sua conversdao a peréxido de hidrogénio (H,0,), que por sua vez,
pode ser reduzido a dgua e oxigénio pela CAT. Ja a APX atua na catalise do
peroxido de hidrogénio (H,0,) utilizando o ciclo AsA-GSH (CHEN; ARORA
2011; TULLIO; ARRIGONI, 2003).

Objetivou-se estudar a influéncia dos agentes condicionantes PEG,
KNOj; ou ambos, na atividade de algumas enzimas envolvidas no metabolismo

germinativo, e no desempenho fisioldgico de sementes de tomate.
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2 MATERIAL E METODOS

Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv Santa Clara
foram condicionadas em solug¢des de polietileno glicol 6000 (PEG) e nitrato de
potassio (KNOs) por 2, 4 e 6 dias. As solugdes dos agentes osmoticos (v/v)
foram: 100%PEG 2; 4 e 6 dias; 100% KNO; por 2; 4 ¢ 6 dias; e combinagdes de
50% PEG + 50%KNO; por 2; 4 ¢ 6 dias. Todas as solu¢des apresentaram um W's
de - -1,1 MPa, equivalente a uma concentracdao de 0,05M PEG e 0,22M KNO;,
As sementes foram incubadas sob luz e aerag¢do constante, temperatura de 15 °C,
com 15 mL de solugdo por grama de semente. Os calculos de potencial osmotico
foram obtidos através da equagdo de Michel e Kaufmann (1973) para PEG6000
e equagdo de Van’Thoff (HILLEL, 1971) para o KNO;. A testemunha nao foi
condicionada. Apos condicionamento, as sementes foram lavadas em agua
corrente para remover a solugdo osmocondicionadora da superficie, sendo a
secagem realizada em uma sala com temperatura de 25 °C e umidade relativa de
50% por um periodo de vinte e quatro horas, quando as sementes atingiram um
grau de umidade entre 5-7%.

A condutividade elétrica foi realizada pelo sistema "bulk", segundo
metodologia proposta pelo comité de vigor da Association of Official Seed
Analysts - AOSA (1983), descrita por Marcos Filho, Cicero e Silva (1987).
Foram utilizadas quatro repeti¢cdes de 50 sementes, condicionadas em 100%PEG
por 6 dias, 50%PEG + 50%KNO; por 6 dias e 100%KNO; por 6 dias, lavadas
em agua corrente ¢ secas até a umidade inicial, posteriormente pesada e
acondicionada em copos plasticos contendo 75 mL de agua deionizada. Os
copos foram mantidos em germinador a 25 °C e a leitura efetuada apos 24 horas
de embebigdo, sendo os resultados expressos em uS cm-'. g-'.

Para a quantificagdo de nitrogénio total foi utilizado digestdo sulfurica
(ASSOCIATION OF OFFICIAL ANALYTICAL CHEMISTRY - AOAC, 1990).

Para tanto, foram pesadas 10 mg de semente e transferidas para tubo de digestao,
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adicionando 1,5 g de sulfato de potassio (K,SO,) e 0,3 g de sulfato de cobre
(CuS0O,4) mais 3,0 mL de acido sulfurico (H,SO,4) concentrado. O teor de
nitrogénio total foi determinado de acordo com o método de kjeldahl.

Os extratos para as analises de proteinas totais ¢ aminoacidos foram
obtidos através da maceracdo de 200 mg de sementes em 5 mL de tampao
fosfato de potassio (100 mM; pH 7,0) e submetidas a banho-maria a 40 °C por
30 minutos, centrifugadas a 10 000 rpm por 10 minutos. Apés a coleta do
sobrenadante, o precipitado foi ressuspensdo em 5 mL de tampdo fosfato de
potassio (100 mM; pH 7,0) sendo o sobrenadante novamente coletado e somado
ao primeiro. As quantificacdes de proteinas e aminoacidos foram determinadas
colorimetricamente pelo método de Bradford (1976) e Ninhidrina (YEMM;
COCCKING, 1955), respectivamente. Para ambas a analises, foram utilizadas
aliquotas de 30 pL do extrato.

Para determinacao das atividades da redutase do nitrato e enzimas do
sistema antioxidante, as sementes condicionadas bem como a testemunha, foram
embebidas em agua destilada por 24 horas. A atividade da redutase do nitrato foi
feita segundo Delu Filho, Oliveira e Alves (1997), com algumas modificagdes.
Foram utilizadas 600mg de sementes inteira in vivo, de acordo com pré-teste, as
quais foram infiltradas a vacuo por dois minutos, ¢ submetidas em seguida, a
banho-maria por 75 minutos. Por fim, utilizou-se uma aliquota de 2 mL. A
concentragdo de nitrito produzida foi determinada em espectrofotometro a 540
nm.

Para a extragdo das enzimas antioxidantes, 200 mg de sementes foram
maceradas em N, liquido e homogeneizadas em tampao com a seguinte
composicdo: fosfato de potassio 100 mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido
ascorbicol mM. Os homogeneizados foram centrifugados a 13.000 g, por 20

minutos, a 4°C, coletando-se os sobrenadantes para as andlises enzimaticas da
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dismutase do superéxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato
(APX), (BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998).

A atividade da SOD foi avaliada pela capacidade da enzima em inibir a
fotorredu¢do do azul de nitrotetrazolio (NBT) (GIANNOPOLITISE; RIES,
1977) em um meio de incubagdo composto por tampao fosfato de potassio 50
mM, pH 7,8, metionina 14 mM, EDTA 0,1 uM, NBT 75 uM e riboflavina 2
uM. Os tubos com o meio de reagdo e a amostra foram iluminados por 7
minutos com uma lampada fluorescente de 20W. Para o controle, 0 mesmo meio
de reagdo sem a amostra foi iluminado, sendo o branco mantido no escuro. As
leituras foram realizadas a 560 nm e o célculo da atividade enzimatica foi feito
com a seguinte equacdo: % de inibicdo = (Ase amostra com extrato enzimatico —
Asgo do controle sem enzima) / (Ase controle sem enzima). Uma unidade da
SOD corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir em 50% a
fotorredu¢dao do NBT nas condigoes do ensaio.

A CAT foi avaliada pelo decréscimo na absorbancia a 240 nm, durante 3
minutos, em um tampao de incubacdo contendo fosfato de potassio 200 mM, pH
7,0 e H,0,12,5 mM, incubado a 28°C, em que foi monitorado o consumo do
peroxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1987).

A atividade da APX foi feita segundo Nakano e Asada (1981),
monitorando-se a taxa de oxidagdo do ascorbato a 290 nm. O tampdo de
incubac¢do foi composto por fosfato de potassio 50 mM, pH 7,0, acido ascorbico
0,5 mM e H,0,a 0,1 mM.

Os indices de velocidade de germinagdo (IVG), formacdo de plantula
normal (IVP) e emergéncia (IVE) com base em trés repeticdoes de 50 sementes.
Para a obtencdo do primeiro e segundo indices, as sementes foram colocadas
sobre substrato de papel umedecido com agua destilada equivalente a 2,5 vezes
o peso do papel seco. Para a obtengdo do IVE, as sementes foram germinadas

em caixas gerbox contendo substrato de areia lavada. Ambos os testes de
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germinacdo foram mantidos a temperatura alternada de 20-30 °C (temperatura
6tima) e fotoperiodo de 12 horas, segundo com Brasil (2009). A contagem da
germinacdo, formacdo de plantulas normal e emergéncia foram realizadas
diariamente para célculo dos indices. Indice de velocidade germinagio (IVG),
indice de velocidade formagdo de plantulas normal (IVP) e indice de velocidade
emergéncia (IVE) de acordo com Maguire (1962), com algumas modificacdes
na metodologia, substituindo o nimero de sementes germinadas, pelo nimero de
plantulas normal e emergéncia para o calculo de seus respectivos indices.

O delineamento experimental dos ensaios foi em DIC (Delineamento
Inteiramente Casualizado), seguindo o esquema fatorial (3x3) +1, sendo: 3
solugdes osmoticas (100% PEG, 50%PEG+50%KNO; e 100% KNO;); 3 tempos
de incubacdo (2, 4, 6 dias) mais a testemunha (sementes ndo condicionadas).
Somente para o teste de condutividade € que foi utilizado o esquema fatorial 3x1
+ 1, sendo: 3 solugdes 100% PEG; 50%PEG+50%KNO;; 100%KNO;); 1
periodo (6 dias); e mais testemunha ndo condicionada. A analise estatistica foi
realizada utilizando-se o programa estatistico Sisvar (FERREIRA, 1999) ¢ as
médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade de erro (P <

0,05). Os graficos foram construidos no software SigmaPlot®.
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

A condutividade elétrica observada em sementes de tomate
condicionadas em 100%KNO; 6 dias foi maior em relagdo as demais solugdes
(Tabela 1). O resultado é semelhante ao encontrado por José et al. (1999) onde
observaram menor condutividade elétrica nos tratamentos com PEG em relagdo
ao KNOs. Essa maior condutividade pode estar associada a facilidade das
sementes de tomate em absorver os ions K" e NO;” (SANTOS et al., 2008) e nio
ha maior desestabilidade da membrana plasmatico, visto que, sementes
condicionadas com 100% KNO; 6 dias apresentaram elevados indices de
velocidade.

Apesar de ndo observar diferenca estatisticamente na concentragdo de
nitrogénio total, os condicionamentos com 100% KNOs 4 e 6 dias, apresentaram
uma tendéncia para maior concentracdo de nitrogé€nio total (Figura 1),

contribuindo para a hipotese de absorc¢ao de ions.

Tabelal Condutividade elétrica em sementes de tomate condicionadas e ndo
condicionadas — UFLA —2013.

TRATAMENTOS COND. ELETRICA
100%PEG/6 dias 23,07 b
50%PEG+50%KNO;/6 dias 29,80 b
Testemunha 31,73b
100%KNO,/6 dias 43,26 a

cv (%) 22,03

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Dados em (uS cm-' g-").
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Figura 1 Porcentagem de nitrogénio total de sementes tomates condicionadas e
ndo condicionadas. As barras representam o desvio padrdo das médias.

As maiores atividades da redutase do nitrato (RN) foram observadas nas
sementes condicionadas em solugdes com 100% KNO;. No qual o
condicionamento 100% KNO; 6 dias aumentou a atividade da RN em 70% com
relagdo a testemunha, seguido pelas condicionadas em 100% KNO; 4 e 2 dias
que aumentou a atividade em 60% relacdo a testemunha. Nas demais solug¢des
ndo foram observadas diferenca estatistica (Figura 2). Porém, houve diferenca na
atividade da RN, mesmo sem haver diferenca estatistica nas concentra¢des de
nitrogénio total (Figura 1)

O aumento da atividade da RN nas sementes condicionadas com KNO;
foi estimulado pelo aumento da concentracdo dos ions NO;', provenientes da
dissociagdo do KNO;. Os quais sdo substrato para a enzima (MIFLIN; LEA,

1976). Assim, a RN mostrou-se mais ativa em sementes de tomate quando
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aumentou a disponibilizacdo do substrato e, consequentemente, conferiu
aumentos positivos nas variaveis fisioldgicas, sugerindo uma relagdo positiva,
entre atividade da redutase e as varidveis fisiologicas estudas. Com isso, a
entrada de determinados ions nas sementes, seria importante para que ocorra a
ativacdo de rotas metabdlicas, inativas em condi¢des naturais, o que poderia

proporcionar um desempenho melhor do que o esperado geneticamente.
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Figura 2 Atividade da redutase do nitrato em sementes de tomate submetidas a
diferentes condicionamentos e ndo condicionadas. As barras
representam o desvio padrao das médias.

Pode-se observar que as sementes dos tratamenstos 100%PEG 2 e 6
dias, além da testemunha apresentaram a menor quantidade de proteinas totais,
enquanto que o tratamento 100%PEG 4 dias ndo diferiu dos outros tratamento,
mantendo as maiores concentracdes de proteinas totais (Figura 3). O aumento no

teor de proteinas totais nas sementes durante o inicio dos processos
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germinativos, estd associado a inducdo da biossintese de enzimas hidroliticas,

usadas na germinagdo (PONTES et al., 2002).

Os aminoacidos totais ndo diferiram estatisticamente, mantendo-se entre

a 0,008 a 0,012g.g.MS™. Pode tratar de uma técnica de pouca precisio para

identificar pequenas variagdes nas concentragdes de aminoacidos, pois além de

haver diferengdo entre as proteinas totais, existem diferengas na atividade da

RN.
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Figura 3 Quantidade de proteinas totais em sementes de tomate submetidas a
e ndo condicionadas.
representam o desvio padrao das médias.

diferentes condicionamentos

As

barras

Os condicionamentos em 100%KNOs 4 e 6 dias aumentam a atividade

da SOD em cerca de 40% em relacdo a testemunha. Enquanto, nos demais

condicionamentos ndo foram registrados diferencas em relacdo a testemunha.
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Esses resultados diferem dos encontrados na literatura (CHEN; ARORA, 2011;
WEITING; TRELEASE; EISING, 1990) que observaram menor atividade da
SOD em sementes na fase de transi¢do entre quiescéncia e germinacdo para
sementes condicionadas. O aumento observado pode ter sido causado por
estimulo proveniente do 6xido nitrico (NO) (PEREIRA et al., 2010) formado
pelo NO;™ absorvido durante o condicionamento. Segundo Bethke, Badger e
Jones (2004) e Gupta e Abir (2011) a formagdo do NO se da através do nitrito
(NOy) ou pela propria atividade da redutase do nitrato (LEA et al., 2004). No
entanto, acredita-se que através do NO;™ pode ser formado o NO.

Sendo assim, as sementes condicionadas em 100%KNO;, 4 dias € 6 dias
com maior atividade da redutase do nitrato (Figura 2), consequentemente, maior
formacao de nitrito, foram nas quais, observaram maiores atividades da SOD.
Com excecdo das condicionadas em 100%KNO; 2 dias, o qual apresentou alta
atividade da RN, porém baixa atividade da SOD. Possivelmente devido ao
menor tempo para a formagao do NO, pois Pereira et al. (2010) em seu trabalho,
observaram que a formagao do NO a partir do NO; levava aproximadamente 48
horas . Contudo, trabalhos que visem quantificar se ha formagdo do NO e se ¢
proveniente do NO7 resultante da atividade da redutase nas sementes

condicionadas precisam ser realizados.
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Figura 4 Atividade da dismutase do superdxido (SOD) em sementes de tomate
submetidas a diferentes condicionamentos e ndo condicionadas. As
barras representam o desvio padrdo das médias.

A atividade da catalase ndo foi observada aos 2 dias de condicionamento
para nenhuma solu¢do testada. Além disso, no condicionamento em
50%PEG+50%KNO; 4 dias e 6 dias observou-se uma menor atividade em
relacdo a testemunha. Apenas nas sementes condicionadas em 100%KNO; 6 dias
foi observado o aumento de 15% da atividade da catalase em relacdo a
testemunha. As demais ndo diferiram da testemunha (Figura 5). O
condicionamento 100%KNO; 6 dias conferiu tal resultado, em resposta a alta
atividade da SOD, que tem como produto o H,O,, que € o substrato da catalase
(CHEN; ARORA, 2011). Dessa forma, o aumento na concentracdo de H,0,

estimulou a catalase.
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Figura 5 Atividade dacatalase (CAT) em sementes de tomate submetidas a
diferentes condicionamentos e ndo condicionadas. As barras
representam o desvio padrao das médias.

A atividade da APX nas sementes condicionadas em 100%KNO; 4 ¢ 6
dias ndo diferiram da testemunha. Enquanto nas demais solu¢des foram
observadas uma atividade no minimo 50% maior, quando comparado com a
testemunha. Sendo que o condicionamento em 100%PEG 4 ¢ 6 dias aumentou a
atividade em torno de 65% quando comparado a testemunha (Figura 6).
Resultados semelhantes foram encontrados por Chen e Arora (2011) que
observaram maiores atividade da APX em sementes condicionadas com PEG. A
baixa atividade apresentada pelo lote da testemunha, a qual esta relacionada com
a fase de transi¢@o de quiescente para a germinagdo, as quais outras enzimas do
sistema antioxidante tém papel mais significativo (TULLIO; ARRIGONI, 2003).

A baixa atividade da APX observada nos condicionamentos 100%KNO;
4 e 6 dias, em relagdo as demais solug¢des pode ser em fungdo da utilizagdo de
outra rota para dismutar o H,O,, pois como observado, a alta atividade da CAT

nessas sementes. De um modo geral, sementes condicionadas em 100% KNO; 4
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dias e 6 dias utilizam a CAT para dissociar o H,O,. Pois, devido a alta atividade
da SOD nas mesmas, ¢ possivel que haja uma alta produgdo de H,O,, sendo a
catalase a responsavel pela remogao nesse caso. Ja sementes condicionadas com
100%PEG 4 dias e 6 dias utilizam a APX para a dissocia¢do do H,O,, pois, ela
remove pequenas concentracdes, devido & sua maior afinidade ao mesmo
(MITTLER, 2002; SHIGEOKA et al., 2002). Essa relagdo também pode ser
vista em relacdo ao condicionamento com 50%PEG+50%KNO; 4 dias e 6 dias,
que apresentam baixa atividade da CAT e alta atividade da APX. Além disso, de
acordo com Sun et al. (2011) sementes condicionadas com PEG apo6s 72h de

condicionamento o teor de HyO, diminui cerca de 60% em relacdo a testemunha.
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Figura 6 Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) em sementes de tomate
submetidas a diferentes condicionamentos e ndo condicionadas. As
barras representam o desvio padrdo das médias.

Os condicionamentos em 100%KNO; 6 dias ¢ 50%PEG+50%KNO; 4
dias aumentaram em cerca de 43% o IVG em relacdo a testemunha e o

condicionamento 100%KNO; 4 dias aumentou cerca de 30% em relagdo ao
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mesmo. (Tabela 2). J& o indice de velocidade de formacdo de plantula normal
(IVP) foi observado maior nas sementes condicionadas em 100%KNO; 4 dias e
6 dias, 50%PEG+50%KNO; 4 dias ¢ 100%PEG 4 dias (Tabela 2). Novamente
os condicionamentos em 100%KNO; 2 dias, 4 dias e 6 dias, juntamente com o
100%PEG 4 dias aumentaram o IVE em cerca de 20 % em relagdo a testemunha.
(Tabela 2). Além disso, as sementes condicionadas por 4 dias, em qualquer

solucdo testada, foram registrados maiores indices em relagdo a testemunha.

Tabela 2 indices de velocidades de sementes de tomate condicionadas ou sem
condicionamento — UFLA —2013.

TRATAMENTOS IVG IVP IVE

Testemunha 12.06 d 543Db 3240
100%PEG/2 dias 12.78 d 535b 3.51b
100%PEG/4 dias 17.00 c 6.53 a 4.56 a
100%PEG/6 dias 1522 ¢ 590b 335b
50%PEG+50%KNO5/2 dias 13.55d 5.61b 323b
50%PEG+50%KNO5/4 dias 21.70 a 7.26 a 3.65b
50%PEG+50%KNO;/6 dias 16.40 c 6.17b 347b
100%KNO;/2 dias 14.95 ¢ 5.87b 4.09 a
100%KNO;/4 dias 17.86 b 6.36 a 399a
100%KNO;/6 dias 21.34a 6.75 a 436 a
CV (%) 8.59 14.38 12.71

IVG = indice de velocidade germinagdo; IVP = indice de velocidade formagdo de
plantula normal; IVE = indice de velocidade emergéncia. As médias seguidas das
mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Os condicionamentos em 100%KNO; por 4 dias e 6 dias, em geral
aumentaram os indices de velocidade estudados. Esse resultado assemelha-se

aos observados por Bocian e Hotubowicz (2008) que trabalharam com tomate e
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Ahmadvand et al. (2012) e Reis et al. (2012) que trabalharam com soja e
berinjela, respectivamente, que observaram um melhor desempenho fisiologico
de sementes condicionadas com KNO; em relagdo ao PEG. No entanto, como
observado neste trabalho, o melhor desempenho fisiolégico das sementes de
tomates condicionadas em KNO; esta relacionado como aumento da atividade
da redutase do nitrato. Proveniente da maior disponibilidade de substrato,
proporcionado pela solugdo de KNO;. Além disso, a redutase do nitrato pode
estar relacionada, de forma indireta, no aumento da atividade da enzima SOD e
CAT, por meio do 6xido nitrico, porém o aprofundamento dos estudos ¢
necessario para validar essa hipdtese. Todavia, o papel da redutase do nitrato
ainda ndo havia sido investigado nessa situagdo.

Os altos indices de velocidade proporcionados pelos tratamentos em
50%PEG+50%KNO; 4 dias e 100%PEG 4 dias pode estar relacionado a
concentragdo de proteinas totais, que podem ser utilizadas como reserva de
pequenos peptideos e aminoacidos, que posterior pode suprir o nitrogénio
organico durante o desenvolvimento inicial (LIMA et al., 2008). Outra vantagem
referente ao condicionamento com 100%PEG 4 dias estd no aumento da
atividade da CAT, que trata-se de uma enzima-chave na protecdo das sementes
contra o acamulo de H,0O,, diminuindo assim o estresse oxidativo e favorecendo

a germinagdo (KIBINZA et al., 2011).
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4 CONCLUSAO

O condicionamento em 100%KNO; 4 e¢ 6 dias conferiu as maiores
atividade da redutase do nitrato e da dismutase do superdxido, além dos maiores

indices germinacao, formag¢ao de plantula normal e emergéncia.
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ARTIGO 2 Influéncia do condicionamento osmotico na germinacdo de
sementes de tomates sob diferentes condi¢6es ambientais
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RESUMO

O condicionamento osmoético ¢ uma técnica que pode ser utilizada para
aumentar a tolerancia das sementes a possiveis estresses durante a germinagao e
na fase inicial de desenvolvimento. Objetivou-se estudar a influéncia dos
agentes condicionantes PEG, KNO; ou ambos, na concentragdo de alguns
carboidratos e na tolerancia a diferentes condigdes ambientais. As sementes de
tomate cultivar Santa Clara foram condicionadas da seguinte maneira:
100%PEG 2 dias; 50%PEG+50%KNO; (v/v); 2 dias 100% KNO; 2 dias; 100%
PEG 4 dias; 50%PEG+50%KNO; (v/v) 4 dias; 100% KNO; 4 dias; 100% PEG 6
dias; 50%PEG+50%KNO; (v/v) 6 dias; 100% KNO; 6 dias. Apds o
condicionamento as sementes foram submetidas a analises fisiologicas e a
analises para quantificar alguns carboidratos. O condicionamento 100%KNO; 4
dias foi o que proporcionou os maiores IVG, %G e %P. Apenas o
condicionamento em 100% PEG 4 e 6 dias ndo aumentou o IVG a baixa
temperatura em relacdo a testemunha. Em condi¢des ideais, independente do
condicionamento houve aumento no IVG. Além disso, observou uma menor
concentragdo de aclcares soliveis totais nas sementes condicionadas, quando
comparadas com a testemunha. O condicionamento osmdético aumentou a
velocidade de germinacdo das sementes de tomate em condigdes ideais, de
estresse hidrico e a baixa temperatura.

Palavras-chave: Estresse abiotico. Condicionamento. Semente. Tomate.
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ABSTRACT

Priming is a technique that can be used to increase the tolerance to
possible stresses during germination and early development. The objective was
to study the influence of conditioning agents PEG, KNO; or both, the
concentration of some carbohydrates and tolerance to different environmental
conditions. Seeds of tomato cultivar Santa Clara were conditioned as follows:
100% PEG 2 days, 50% PEG +50% KNO; (v / v) 2 days, 100% KNO; 2 days,
100% PEG 4 days, 50% PEG + KNO; 50% (v / v) 4 days; 100% KNOs 4 days,
100% PEG 6 days, 50% PEG +50% KNO; (v / v) 6 days; 100% KNO; 6 days.
After conditioning the seeds were examined and physiological analysis to
quantify some carbohydrates. The conditioning 100% KNO; 4 days was what
gave greater IVG, % G and % P. Only priming in 100% PEG 4 and 6 days did
not increase the IVG low temperature compared to control. Ideally, irrespective
of the conditioning increased in IVG. Furthermore, we observed a lower
concentration of soluble sugars in seeds primed, when compared with the
control. Priming increased the speed of germination of tomato seeds under ideal
conditions, water stress and low temperature.

Keywords: Abiotic stress. Priming. Seeds. Tomato.
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1 INTRODUCAO

Atualmente com o crescimento populacional, necessita-se cada vez
mais, a busca por aumentos substanciais para suprimento da demanda mundial
por alimentos. Entretanto, as principais limitacdes concentram-se nos fatores
edafoclimaticos, especialmente, agua, temperatura, dentre outros, que levam
sementes, plantulas e plantas a situagdes de estresses fisiologicos. Quando
presentes, desde o desenvolvimento inicial da plantula, podem reduzir o indice
de velocidade, bem como o percentual germinativo das sementes, o que acarreta
em desuniformidade e reducdo do stand e, consequentemente, perdas
irreparaveis na produgao.

Técnicas tém sido estudadas para que as sementes superem melhor a
fase crucial da germinagdo e o desenvolvimento inicial das plantulas,
aumentando a tolerancia aos estresses abioticos. Dentre elas, destaca-se o
condicionamento, baseado na absor¢do de agua pelas sementes, porém, de forma
controlada, utilizando-se de compostos que reduzem o potencial da solugdo.
Dessa forma, os processos de germinag¢do somente iniciardo, sem contudo, que
haja germinagdo (HEYDECKER; GIBBINS, 1978). As solugdes mais utilizadas
sdo inertes, como polietileno glicol e manitol, devido seu alto peso molecular.
Outros compostos poderdo ser recomendados como nitrato de potassio e cloreto
de sodio (NASCIMENTO, 2004).

O condicionamento osmotico também proporciona beneficios
bioquimicos como, aumento na expressio das proteinas LEAs (late
embryogenesis abundant), (SOEDA et al., 2005), aumenta a atividade do
sistema antioxidante (CHEN; ARORA, 2011; KIBINZA et al., 2011), bem como
aumenta a quantidade de adenosina trifosfato (ATP) e na razdo ATP / ADP
(adenosina difosfato) (CORBINEAU et al., 2000), estimular a divisdo celular até
a desenvolvimento (fase G2), (CASTRO et al., 2000), além de mudangas no

metabolismo de reservas e na homeostase celular (FAROOQ et al., 2010). Esses
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beneficios possibilitam um melhor vigor fisiologico, refletindo através dos
aumentos na velocidade de germinacdo, uniformidade e no vigor das plantulas,
além de ampliar as variedades de ambientes possiveis para a germinagdo e
crescimento inicial (VARIER; VARI; DADLANI, 2010).

A possibilidade de germinacdo e crescimento inicial em condigdes
adversas sugere uma maior tolerdncia aos estresses abidticos. Nesse contexto,
Amini (2011) trabalhando com sementes de centeio, encontraram resultados
significativos com o aumento a tolerdncia ao déficit hidrico em Capsicum
annuum L. Yadav, Kumari ¢ Ahmed (2011) observaram aumento da tolerancia
ao frio e ao estresse salino e, em tomate, Nawaz et al. (2012) constataram
aumento no vigor das sementes de tomate sob condi¢des de estresse salino. Em
adicdo, o estresse abiodtico esta diretamente relacionado com alteragdes no
metabolismo de carboidratos. Os quais tém a funcdo de estabilizar as proteinas e
complexos proteicos, além de manter a estabilidade da membrana e o potencial
osmotico celular mais baixo que o meio externo para manter o balanco hidrico
(BOHNERT; SHEN 1999; GUPTA; KAUR, 2005).

Objetivou-se estudar a influéncia dos agentes condicionantes PEG,
KNO; ou ambos, na concentracdo de alguns carboidratos e na tolerdncia a

diferentes condi¢cdes ambientais.
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2 MATERIAL E METODOS

Sementes de tomate (Lycopersicon esculentum Mill.) cv Santa Clara
foram condicionadas em solug¢des de polietileno glicol 6000 (PEG) e nitrato de
potassio (KNOs) por 2, 4 e 6 dias. As solugdes dos agentes osmoticos (v/v)
foram: 100%PEG 2; 4 e 6 dias; 100% KNO; por 2; 4 ¢ 6 dias; e combinagdes de
50% PEG + 50%KNO; por 2; 4 ¢ 6 dias. Todas as solu¢des apresentaram um W's
de - -1,1 MPa, equivalente a uma concentracdo de 0,05M PEG e 0,22M KNO;,
As sementes foram incubadas sob luz e aerag¢do constante, temperatura de 15 °C,
com 15 mL de solugdo por grama de semente. Os calculos de potencial osmotico
foram obtidos através da equagdo de Michel e Kaufmann (1973) para PEG6000
e equacdo de Van’Thoff (HILLEL, 1971) para o KNO;. A testemunha ndo foi
condicionada. Apos condicionamento, as sementes foram lavadas em agua
corrente para remover a solugdo osmocondicionadora da superficie, sendo a
secagem realizada em uma sala com temperatura de 25 °C e umidade relativa de
50% por um periodo de vinte e quatro horas, quando as sementes atingiram um
grau de umidade entre 5-7%.

O indice de velocidade germinagdo foi com base em trés repeticdes de
50 sementes colocadas sob substrato de papel. Umedecidas com agua destilada
ou determinadas solugdes dependendo do estresse, equivalente a 2,5 vezes o
peso do papel seco e mantido a temperatura de 20-30 °C (temperatura ideal) e
fotoperiodo de 12 horas conforme Brasil (2009).

A contagem da germinagdo foi realizada diariamente para os calculos
dos indices de velocidade de germinagdo (IVG) de acordo com Maguire (1962).
A porcentagem final de germinacdo e de plantulas normais foi realizada apds a
estabilizacdo, das mesmas. A média da massa seca foi em relacdo a plantula
inteira, resultados apresentados em (mg), obtida por cinco repetigdes de uma

plantula, apos 15 dias de plantio.
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Para avaliar a germinag@o em temperatura ideal (TI), as sementes foram
colocadas em placas de Petri®, sobre 3 folhas de papel Germitest® umedecido
com agua destilada mantidas em B.O.D., conforme Brasil (2009). Para a
germinagdo a baixa temperatura (TB) com exce¢do da temperatura, que foi de
15°C, as mesmas condigdes do TI foram mantidas. No entanto, para a
germinagdo sob estresses salino (ES) e hidrico (EH), primeiramente foi feito um
pré-teste com sementes, sem qualquer tratamento para determinar em qual
potencial ocorreu uma diminui¢do acentuada na germinagdo. Potencial esse, que
foi utilizado nos estudos da germinacdo, em ambos os casos, utilizando o
potencial de -0,6MPa. Assim, o papel foi umedecido com as solu¢des de NaCl
para simular estresse salino e de PEG para simular estresse hidrico, e
posteriormente, acrescentou apenas agua destilada. As outras condigdes para a
germinagdo foram as mesmas da TI.

Os extratos para as analises de amido, agucares redutores (AR), aguicares
nao redutores (NR) e acucares soluveis totais (AST), foram obtidos através da
maceracdo de 200 mg de sementes em 5 mL de tampao fosfato de potassio (100
mM; pH 7,0) e submetidas a banho-maria a 40 °C por 30 minutos, centrifugadas
a 10 000 rpm por 10 minutos. Apos a coleta do sobrenadante, o precipitado foi
ressuspensao em 5 mL de tampao fosfato de potassio (100 mM; pH 7,0) sendo o
sobrenadante novamente coletado e somado ao primeiro. O precipitado foi
utilizado para quantificar os aglicares soliveis totais e aglicar nao redutor, pelo
método da antrona, segundo Yemm e Willis (1954) e o agucar redutor pelo
método de Miller (1959).

O pellet foi utilizado para determinar o teor de amido, sendo o mesmo
ressuspenso em 8 mL de tampdo acetato de potassio (200 mM; pH 4,8) e
incubado em banho-maria a 40°C por 15 minutos. Na sequéncia, foi adicionado
2 mL da enzima amiloglucosidase (1 mg/mL em tampao acetato de potassio), e

levado para incubagdo novamente em banho-maria a 40°C por 120 minutos,



56

sendo centrifugacdo na sequéncia a 10000 rpm por 20 minutos (RICKARD;
BEHN, 1987), o teor foi determinado pelo método da antrona.

O delineamento experimental dos ensaios foi em DIC (Delineamento
Inteiramente Casualizado), seguindo o esquema fatorial (3x3) +1, sendo: 3
solucdes osmoticas (100% PEG, 50%PEG+50%KNO; e 100% KNOs); 3 tempos
de incubacdo (2, 4, 6 dias) mais a testemunha (sementes ndo condicionadas). A
analise estatistica foi realizada utilizando-se o programa estatistico Sisvar
(FERREIRA, 1999) e as médias comparadas pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade de erro (P<0,05).
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3 RESULTADO E DISCUSSAO

Em sementes condicionadas com 100%PEG, independente do periodo
de tratamento e em 50%PEG+50%KNO; 4 dias, foram observadas as menores
concentragdes de acucares redutores (AR), (cerca de 13%) em relagdo a
testemunha, enquanto que o restante nao diferiram da testemunha (Tabela 1).
Contudo, as sementes que foram condicionadas em 100%PEG 4 dias, 100%
KNO; 6 dias, além do testemunha, apresentaram as maiores concentragdes de
acucares ndo redutores (NR), enquanto para as condicionadas em 100% PEG 6
dias apresentaram as menores (cerca de 25%) em relacdo a testemunha (Tabela
1). Em sementes de tomate, Nawaz et al. (2011) observaram maior quantidade
de acticares AR, NR e AST nas sementes condicionadas com KNO; em relagdo
a testemunha, atribuindo tais resultados ao aumento da atividade da alfa-amilase.
Todavia, neste estudo, esse tipo de relagdo ndao mostrou-se clara. A maior
concentragdo de AST foi observada na testemunha acima de 17% em relagdo aos
demais (Tabela 1). A reducdo dos AST nas sementes condicionadas pode ser
devido a mobiliza¢do desses carboidratos para a demanda metabdlica durante o
processo germinativo (CORTE et al., 2006), uma vez que, foi observado para a
testemunha o menor indice de velocidade de germinagdo (IVG), como pode-se
observar (Tabela 5). Quanto ao amido, observou acréscimo de aproximadamente
35% nas sementes condicionadas com 50%PEG+50%KNO; 6 dias em relagao a
testemunha (Tabela 1). Resultados semelhantes foram encontrados por
Magalhies, Borges € Berger (2010) trabalharam com sementes de Schizolobium
parahyba (Vell.) e Corte et al. (2006) trabalharam com sementes de Caesalpinia
peltophoroides (Benth.) nos quais, ambos observaram redugdo dos AST nas
sementes condicionadas. Porém Magalhdes, Borges e Berger (2010) registraram
uma redug@o no teor de amido ao longo da germinagdo; enquanto Corte et al.
(2006) observaram pouca variacdo no conteudo deste composto ao longo da

germinacao.
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Tabela 1 Quantidate de agticar redutor (AR), agticar ndo reduor, (NR), acucar
soluvel total (AST), e amido em diferentes condicionamentos ou sem
condicionamento, resultado em grama/grama de matéria seca de
semente — UFLA —2013.

Tratamentos AR NR AST AMIDO
Testemunha 0.039 a 0.50 a 0.092 a 0.078 b
100%PEG/4 d 0.033b 0.49 a 0.068 b 0.082 b
50%PEG+50%KNO5/4 d 0.030 b 0.43b 0.077b 0.086 b
100%KNO;/4 d 0.039 a 0.43b 0.075b 0.084 b
100%PEG/6 d 0.034b 0.37c 0.072 b 0.085b
50%PEG+50%KNO5/6 d 0.042 a 0.44b 0.074 b 0.102 a
100%KNO;/6 d 0.043 a 0.46 a 0.069 b 0.091b
cv % 16,78 7,98 13,04 8,66

As médias seguidas das mesmas letras nas linhas e colunas ndo diferem entre si, pelo
teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Nas variaveis fisiolégicas avaliadas para o estresse hidrico, o
condicionamento com 100% KNO; 4 dias aumento o IVG em 62%, a %G em
21% e a %P em 25% relagdo a testemunha. Além disso, o condicionamento
100%PEG 4 dias foi o que promoveu menores vantagens. (Tabela 2). De uma
forma geral, o condicionamento aumentou o vigor fisioldégico. Amini (2011)
trabalhando com sementes de centeio sob estresse hidrico, condicionadas em
PEG, observou aumento tanto no comprimento da parte aérea e raiz como na
velocidade de germinagdo. Os beneficios segundo Amini (2011) foram
provenientes do aumento da atividade da invertase e amilase, que resultou em
uma maior concentragdo de soluto celular, logo ocorreu diminui¢do do potencial

celular interno, o que manteve o balango hidrico.
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Tabela 2 Analises fisiologicas de sementes de tomate condicionadas submetidas
ao estresse hidrico a -0,6 MPa — UFLA —2013.

Tratamentos IVG %G %P M. M.
Testemunha 7.09d 71b 60Db 3,52a
100%PEG/4 d 8.52d 77b 76 b 4,37 a
50%PEG+50%KNOs/4 d 14.56 ¢ 83b 8la 5,12 a
100%KNO;/4 d 19.18 a 89 a 79 a 4,57 a
100%PEG/6 d 16.03 b 8lb 79 a 4,57 a
50%PEG+50%KNO;/6 d 13.72 ¢ 88b 80 a 530a
100%KNO;/6 d 13.48 ¢ 83b 77 a 4,64 a
cv% 9,19 4,09 12,97 16,57

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. indice de velocidade germinacdo (IVG), indice de
velocidade formagdo de plantulas (IVP); porcentagem germinagdo (%G), porcentagem
de plantula normal (%P), média massa de plantula (M. M.) em mg.

Em relacdo ao estresse salino, houve apenas diferenga quanto as
medidas das massas, onde foi observado que os condicionamentos em
50%PEG+50%KNO; 4 dias, 100%PEG 6 dias e 100%KNO; 6 dias
apresentaram médias em torno de 18% menores em relacdo a testemunha
(Tabela 3). Nawaz et al. (2012) trabalharam com sementes de tomate
condicionadas em areia e cloreto de sddio, em condi¢des de estresse salino,
observaram aumento no IVG, %G e no vigor das plantulas, justificando essa
resposta ao melhor funcionamento do sistema antioxidante. Porém a utilizagao
de cloreto de sodio por Nawaz et al. (2012) no condicionamento, possivelmente
induziu diferentes respostas metabolicas em relagdo ao presente estudo, as quais,

permitiu uma maior tolerancia ao estresse salino.
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Tabela 3 Analises fisiologicas de sementes de tomate condicionadas submetidas
ao estresse salino a -0,6 MPa — UFLA —2013.

Tratamentos IVG %G %P M. M.
Testemunha 6.87 a 78 a 67 a 6,29 a
100%PEG/4 d 7.00 a 75 a 73 a 6,34 a
50%PEG+50%KNOs/4 d 7.95a 76 a 74 a 4,56 b
100%KNO;/4 d 897 a 74 a 68 a 5,58 a
100%PEG/6 d 10.04 a 88 a 84 a 521b
50%PEG+50%KNO;/6 d 7.57a 80 a 78 a 6,17 a
100%KNO;/6 d 8.6l a 70 a 64 a 4,14 b
cv 18,13 10,62 13,22 12,45

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Indice de velocidade germinagdo (IVG),
porcentagem germinacdo (%Q@), porcentagem de plantula normal (%P), média massa de
plantula (M. M.) em mg.

Com relagdo as analises fisioldgicas observadas para o estresse a baixa
temperatura, os menores valores de IVG foram observados na testemunha e
quando condicionado em PEG 4 e 6 dias. Enquanto, os demais
condicionamentos, conferiram aumentos no IVG de no minimo 20% em relagdo
a testemunha (Tabela 4). Resultados semelhantes foram encontrados por
Nascimento (2005) trabalhando com sementes de tomate, onde observou
maiores valores de IVG em sementes condicionadas com KNO;, quando
comparado com a testemunha. No entanto, houve uma tendéncia de aumento, em
todas as analises realizadas, para as sementes condicionadas em relacdo ao
controle. Amooaghaie, Nikzad e Shareghi (2010) trabalharam com tomate em
condicionamento com PEG, em condi¢des de baixa temperatura, atribuiu o

aumento na velocidade emergéncia, e na média de emergéncia, relataram ainda
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alteragcdes na quantidade de proteina soluvel e de fosforo, o que resultou, em

uma melhor estabilidade e integridade da membrana.

Tabela 4 Andlises fisiologicas de sementes de tomate condicionadas submetidas
ao estresse a baixa temperatura a 15 °C — UFLA —2013.

Tratamentos IvG %G %P M. M.
Testemunha 394b 8l a 78 a 3,39a
100%PEG/4 d 4.84b 82a 80 a 5,64 a
50%PEG+50%KNOs/4d 5.81a 88 a 80 a 5,09 a
100%KNO/4 d 497 a 89 a 86 a 3,85a
100%PEG/6 d 434b 8la 76 a 3,12a
50%PEG+50%KNOs;/6 d  5.13 a 83 a 80 a 4,08 a
100%KNO;/6 d 5.62a 88 a 85a 349a
cv 8,95 7,44 8,94 26,93

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Indice de velocidade germinagio (IVG),
porcentagem germinacdo (%Q), porcentagem de plantula normal (%P), média massa de
plantula (M. M.) em mg.

Ja em condicdes ideais, a testemunha apresentou o menor IVG. Além
disso, os condicionamento 100%KNO; 6 dias e 50%PEG+50%KNO; 4 dias
foram os que proporcionaram os maiores IVG cerca de 43% maior que a
testemunha (Tabela 5). Para as outras andlises ndo houve diferengas. Farooq et
al. (2005) trabalharam com sementes de tomate condicionadas em PEG e KNO;,
encontraram resultados semelhantes, onde o IVG foi maior para as
condicionadas em 100%KNO;, seguida pelo 100%PEG e, por ultimo, a
testemunha. Porém Farooq et al. (2005) encontraram aumento no crescimento,
porém no presente estudo, as médias de altura ndo diferiram da testemunha. No
entanto, a diferenga pode ser em relacdo ao uso de sementes de pior qualidade,

uma vez que, a média de porcentagem de germinag@o no estudo de Farooq et al.
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(2005) foi de 50% menor do que no presente estudo. Pois segundo Varier, Vari e
Dadlani (2010) os efeitos do condicionamento sdo mais acentuados em lotes de

sementes de pior qualidade.

Tabela 5 Andlises fisiologicas de sementes de tomate condicionadas submetidas
a condigoes ideais — UFLA —2013.

Tratamentos VG %G %P M. M.
Testemunha 12,07 ¢ 87 a 85a 341 a
100%PEG/4 d 17.00 b 86 a 84 a 491 a
50%PEG+50%KNOs/4 d 21.70 a 87 a 85a 4,52 a
1009%KNO5/4 d 17.86 b 87 a 8la 4,53 a
100%PEG/6 d 15.22b 8la 78 a 4,09 a
50%PEG+50%KNO5/6 d 16.40b 84 a 80 a 4,26 a
100%KNO5/6 d 2134 a 86 a 84 a 5,11a
cv 8,72 5,59 6,32 15,70

As médias seguidas das mesmas letras nas colunas ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knott a 5% de probabilidade. Indice de velocidade germinagdo (IVG),
porcentagem germinagao (%GQ), porcentagem de plantula normal (%P), média massa de
plantula (M. M.) em mg.

De um modo geral, o condicionamento proporcionou aumento no IVG
em condi¢des ideais e para o estresse hidrico ¢ a baixa temperatura. Apenas ao
estresse salino o condicionamento ndo se mostrou eficiente. Nao foi observada
uma relacdo clara favoravel entre os carboidratos e repostas fisioldgicas ao
estresse. Somente em condigdes ideais, onde se observou menores concentragdes
de AST nas sementes com maiores IVG. A técnica do condicionamento
osmodtico ¢ muito promissora no sentido de aumentar a tolerincia do
desenvolvimento inicial das sementes, porém mais estudos serdo necessarios no
sentido de encontrar o melhor meio de incubacdo para cada espécie e para cada

tipo de estresse.
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4 CONCLUSAO

O condicionamento 100%KNO; 4 dias é o mais indicados para aumentar
o IVG, %G e %P em estresse hidrico. O condicionamento ndo se mostrou
eficiente em estresse salino. Apenas o condicionamento em 100% PEG 4 ¢ 6
dias ndo se mostrou eficiente em aumentar o IVG a baixa temperatura. Em
condi¢des ideais, independente do condicionamento houve aumento no IVG. Por
fim, houve diminui¢do da concentragdo de agucar soluvel total em sementes

condicionadas de tomate.
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