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RESUMO

O condicionamento fisiolégico ¢ um tratamento pré-germinativo
utilizado em sementes de grandes culturas com o objetivo principal de acelerar e
uniformizar a germinacgdo de lotes. Ja se sabe que o condicionamento fisiologico
induz o reparo de membranas e macromoléculas, expressio de genes
responsivos a diferentes estresses, d4 mais robustez aos sistemas antioxidantes,
além de outras melhorias. O objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do
condicionamento fisioldgico na tolerancia ao déficit hidrico e nas caracteristicas
morfofisiologicas e citologicas de sementes de Solanum paniculatum. Para
realizacdo do condicionamento das sementes, as mesmas foram acondicionadas
em tubos contendo solu¢des de polietilenoglicol (PEG) 8000 nos potenciais de
0.0, -04, -0.8, -1.0, -1.2 ¢ -1.4 MPa e sementes ndo condicionadas como
controle (NC), sendo incubadas na temperatura de 15 °C durante 15 dias em luz
constante. A simulacdo de déficit hidrico foi realizada pelo uso de meio
germinativo contendo de solugdes de PEG 8000 nos potenciais de 0.0, -0.2, -0.4,
-0.6, -0.8 ¢ -1.0 MPa na temperatura de 25 °C e luz constante. Apos a conclusdo
deste teste, o tratamento de condicionamento com melhor desempenho em
déficit hidrico foi utilizado para realizagdo dos estudos das alteragdes
morfofisiologicas e histoquimicas das sementes antes e apos o condicionamento,
sendo utilizadas as seguintes técnicas: microscopia eletronica de varredura,
avaliagdo histoquimica e quantificagdo de agucares. Foi observado que o
condicionamento fisioldgico nos potenciais de 0.0 (hidrocondicionamento), -0.8,
-1.0, -1.2 E -1.4 MPa (osmocondicionamento), aumentaram a porcentagem final
de germinagdo em condi¢des de déficit hidrico de -0,4 MPa em relagdo as
sementes ndo condicionadas (NC). Todavia, a formagdo de plantulas normais
ocorreu nos tratamentos de -1.0 e -1.2 MPa. Considerando-se estes resultados, o
condicionamento a -1.0 MPa foi usado nos estudos de alteragoes

morfofisiologicas e citologicas, antes, durante e apds o condicionamento. Foi



observada redugdo significativa no conteido dos aglcares sacarose, rafinose,
frutose e estaquiose durante o condicionamento fisiologico. Apds o tratamento,
as principais alteragdes encontradas foram: formacdo de espagos vazios na
regido micropilar e aumento do espaco intercelular. Reducdo em numero e
tamanho de corpos lipidicos ¢ aumento no conteudo de amiloplastideos e

proteinas.
Palavras chave: Priming. Germinagdo. Estresse. PEG.
'Comité Orientador: Dr. Edvaldo Aparecido Amaral da Silva — UNESP

(Orientador); Dr. Antonio Claudio Davide — UFLA; Dr. José Marcio Rocha
Faria — UFLA; Dr. Anderson Cleiton José - UFLA



ABSTRACT

Priming is a pre-germinative treatment used in crop seeds with the aim
to accelerate and allow uniform germination. It is know that priming induces
membrane and macromolecules repair, expression of genes linked to different
stresses, enhanced the oxidant systems, among other improvements. Thus, the
aim in this work was to induce tolerance to water deficit and perform a
morphophysiological and cytological studies in Solanum paniculatum seeds.
During priming treatment the seeds were placed in tubes containing
polyethylene glycol (PEG) 8000 solutions with potential of 0.0, -0.4, -0.8. -1.0, -
1.2 and -1.4 MPa and no primed seeds (NC), incubated at 15°C during 15 days
under continuous light. The water deficit simulation was performed with in the
presence of a substratum containing PEG 8000 solutions at the potential of 0.0, -
0.2, -0.4, -0.6, -0.8 and -1.0 MPa at 25°C under continuous light. It was
observed that priming in the potentials of 0.0 (hydropriming), -0.8, -1.0, -1.2 and
-1.4 MPa (osmoprimig) increased the final germination percentage in water
deficit at -0.4 MPa as compared with control (NC). However, normal seedlings
were observed in the treatments with -1.0 and -1.2 MPa. Therefore, -1.0 MPa
was used for morphohysiological and cytological studies before, during and
after priming. Thus, we found a significant reduction in the sugar content of
sucrose, raffinose, stachyose and fructose during priming. After priming, the
main changes were: formation of empty areas in the micropylar region and
increased intercellular space. There were also reduction in number and size of

lipid bodies and increased content of protein and amyloplast.

Key words: Priming. Germination. Stress. PEG
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1 INTRODUCAO

No inicio da germinagdo até o crescimento da plantula os compostos
de reserva sao convertidos em metabolitos soluveis que podem ser mobilizados e
utilizados para dar suporte ao crescimento e¢ a respiragdo. Neste periodo, a
plantula deve iniciar a atividade fotossintética antes da exaustdo dos compostos
de reserva para garantir o sucesso da colonizagdo do ambiente (GRAHAM,
2008). As sementes possuem reservas armazenadas para desempenharem
basicamente duas fung¢des: manutengdo e desenvolvimento do embrido ¢
estabelecimento da plantula apés a germinacdo, funcionando como fonte de
energia para manutengdo do metabolismo ou fonte de matéria para sintese dos
tecidos vegetais da plantula. As reservas podem ser constituidas de carboidratos,
lipidios ou proteinas, variando grandemente dentro e entre espécies e familias
(BUCKERIDGE et al., 2004). De acordo com Marcos Filho (2005) as sementes
podem ser classificadas a partir de seu tipo de reserva predominante podendo ser
amilaceas (amido), aleuro-amilaceas (amido+tproteinas), oleaginosas (lipidios),
aleuro-oleaginosas (lipidios + proteinas) ou corneas (reservas celuldsicas).

Os carboidratos s@o a principal fonte de reserva das sementes, sdo eles
a sacarose ¢ os oligossacarideos da série rafindsica, o amido e os polissacarideos
de parede celular. Dentre estes carboidratos, o amido é o de mais larga
ocorréncia entre as espécies (BUCKERIDGE et al., 2004). Os carboidratos
contém hidrogénio e oxigénio na mesma propor¢do que a agua, apresentando
formula geral (CH,0)n, sendo também conhecidos como hidratos de carbono ou
glucidios. Sua fungdo principal é o fornecimento de energia para a retomada de

desenvolvimento do embrido durante a germinagdo. Os cereais e outras
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gramineas s3o especialmente ricos em carboidratos ¢ armazenam menores

quantidades de 6leo e de proteinas (MARCOS FILHO, 2005).

O amido constitui a mais importante reserva de nutricdo de todas as
plantas superiores ocorrendo principalmente em sementes, tubérculos, rizomas e
bulbos. Trata-se de substiancia metabolicamente inativa, armazenada em maiores
quantidades nas sementes, principalmente no endosperma de gramineas e no
embrido de algumas leguminosas. E formado a partir de acicares
(principalmente sacarose) translocados para a semente, sendo depositado em
organelas celulares derivadas de protoplastidios, denominadas amiloplastos
(MARCOS FILHO, 2005).

Os polissacarideos de reserva de parede celular sdo classificados, com
base em sua estrutura quimica, em trés grupos: os mananos, os xiloglucanos e os
galactanos; os mananos sdo, por sua vez, subdivididos em mananos puros,
glucomananos e galactomananos (BUCKERIDGE et al., 2000). Os mananos sao
cadeias polipeptidicas contendo mais de 90% de manose sem ramificacdes,
podendo os outros 10% contar algumas ramificacdes de glicose ou galactose.
Este composto ¢ insoluvel e precipita-se em 4agua (DEA et al. apud
BUCKERIDGE; SANTOS; TINE, 2000). Devido a sua baixa ramificagdo, os
mananos formam cristais na parede celular conferindo grande dureza ao
endosperma protegendo o embrido de danos mecénicos. Sdo encontrados
principalmente na familia Arecaceae, em sementes de café (WOLFRON;
LAVER; PATIN, 1961), em pimenta (WATKINS et al., 1985) e tomate
(GROOT et al., 1988). Em todas as espécies citadas foram confirmadas a acao
da endo-B-mananase induzidas por acido giberélico (GA) e inibida por acido
abscisico (ABA).

Os galactomananos sao polissacarideos compostos por cadeia linear de
residuos de manose unidas por ligagdes glicosidicas as ramificagdes de

galactose. Estruturalmente sdo semelhantes aos mananos e ocorrem
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principalmente em sementes de espécies pertencentes as familias Leguminosae,
Compositae e Convolvulaceac. A mobilizagdo dos galactomananos ocorre de
maneira semelhante a dos mananos, através de hidrolise envolvendo as enzimas
a-galactosidase, endo-f-mananase e a-manosidase. A sacarose ¢ o principal
produto desta degradacdao o que segundo Buckeridge et al. (2000), ¢ o agucar
que transportard os produtos da mobilizagdo até o embrido. Juntamente com a
degradacao dos galactomananos, ¢ observada produgdo de amido transitorio nos
cotilédones (BUCKERIDGE; DIETRICH, 1996).

Os oligossacarideos sdo carboidratos formados pela conexao de dois a
dez monossacarideos que se separam por hidrélise. Os mais importantes para os
seres vivos sdo os dissacarideos, formados por dois monossacarideos. Na
maioria deles a ligacdo quimica que une os dois monossacarideos ¢ chamada de
ligacdo glicosidica a qual é formada pela reagao entre um grupo hidroxila de um
dos agticares ¢ o carbono anomérico do outro agucar (MARCOS FILHO, 2005).
Os dissacarideos e oligossacarideos sdo comumente encontrados como reserva
menores no embrido e em tecidos de reserva extraembrionarios; constituem
importantes fontes de energia para a respiragdo durante a germinagdo € o
desenvolvimento inicial da plantula. A sacarose e os oligossacarideos da série
rafinodsica sdo rapidamente degradados a partir do inicio da germinag@o, por isso
sdo0 considerados compostos de reserva, porém, nas sementes ortodoxas fazem o
papel de estabilizante de membranas quando a semente se encontra em estado
seco (BUCKERIDGE et al., 2004).

Os lipidios sdo armazenados em organelas especificas denominadas
corpos lipidicos. Sdo depositados na forma de triglicerideos, onde trés acidos
graxos estdo ligados a um glicerol. Sdo considerados fontes de energia mais
eficientes que os carboidratos, exercendo a fun¢do de reserva e de constituinte
estrutural. A semente possui dois tipos de reservas lipidicas, os lipidios

saturados contém numero par de atomos de carbono e nao tem ligagoes duplas,
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no entanto, os mais comuns sdo os insaturados, constituidos de uma ou mais
ligagdes duplas nas cadeias de hidrocarbonetos, podendo assim tomar atomos de
hidrogénio de um composto saturado. Durante a germinacdo, a hidrdlise dos
triglicerideos forma glicerol e acidos graxos, parte destes, sdo transformadas em
agucares liberando energia para germinacao.

Além dos componentes de reserva, os lipidios tem importante fungao
estrutural fazendo parte das membranas celulares, incluindo das organelas. A
organizacdo das membranas afeta diretamente todo o metabolismo celular, como
a germinagdo das sementes, dorméncia, vigor, tolerdncia a dessecacdo e o
sucesso de técnicas pré-germinativas (MARCOS FILHO, 2005). Mello et al.
(2010) afirmam existir uma correlagdo entre o conteudo de lipidios e a
capacidade das sementes de tolerar o déficit hidrico, usando como base as
informagdes da concentragdo total de lipidios de sementes ortodoxas (mais alto)
e recalcitrantes (mais baixo ou nenhum). O tipo de lipideo também interfere
nesta tolerancia, sendo sementes com maior propor¢ao de acido linolénico mais
tolerantes que sementes que possuem principalmente acidos graxos saturados
(BERJAK; PAMMENTER, 2008).

Osbourne apud Buckeridge et al. (2004) desenvolveu um sistema em
que as proteinas sdo classificadas de acordo com sua solubilidade: albuminas —
soluveis em agua, globulinas — soltiveis em solugdo salina, prolaminas — soliveis
em alcool e glutelinas — soliiveis em solugdes basicas Atualmente, usa-se a
classificagdo quanto a sua funcdo: de reserva — armazenar nitrogénio, carbono e
enxofre; estruturais e metabodlicas — essenciais no crescimento e estrutura da
semente; ¢ de protecdo — que conferem resisténcia a patdgenos ou a estresses
ambientais.

Pereira et al. (2010) estudaram a mobilizagdo de reservas de sementes
de Cnidoscolus phyllacanthus, constataram que a principal reserva armazenada

eram lipidios, com presenca de alguns corpos proteicos nos cotilédones. A partir
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do inicio da germinagdo, foi verificado degradagdo dos lipidios e proteinas e
aparecimento de granulos de amido, evidenciando sua fungdo como composto de
reserva secundario. Tozzi e Takaki (2010) analisaram os aspectos histoquimicos
da mobilizagdo de reservas de sementes de Passiflora edulis. Seus resultados
mostraram a presenga de lipidios no endosperma que sdo utilizados como
reserva, diminuindo em niimero e tamanho na medida em que ocorreu o avango
do processo germinativo. Os corpos protéicos foram consumidos antes da
protrusdo radicular. Assim como Pereira et al. (2010), estes autores também
verificaram a sintese de amido temporario podendo ser proveniente da
mobilizacdo dos lipidios ou dos compostos da parede celular.

O conhecimento da composicdo quimica das sementes assim como
seus processos metabolicos ¢ fundamental para o estabelecimento de diretrizes
visando sua utilizacdo como fonte de alimento ou preservagdo das espécies. A
variagdo na composi¢do quimica das sementes esta diretamente relacionada a
sua qualidade e ao seu desempenho germinativo tanto em ambiente favoravel,
como em condi¢des adversas.

O processo germinativo abrange todos os eventos que se iniciam com a
embebi¢do de agua pelas sementes e terminam com o alongamento do eixo
embrionario (BEWLEY; BLACK, 1994). Ainda de acordo com estes autores, a
grande maioria das sementes apresenta um padrdo de embebicdo trifasico (3
fases).

A fase I consiste em uma rapida absor¢do de agua devido a reidratagdo
das matrizes protéicas, um processo puramente fisico, que leva ao aumento do
peso fresco da semente. Ocorre também reparo das mitocOndrias, sintese de
proteinas (mRNA pré existente) e reparo do DNA. Nesta fase, a entrada de agua
nas células das sementes secas resulta em perturbagdes temporarias na estrutura

das membranas, levando a perda de solutos e metabolitos de baixo peso
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molecular (BEWLEY; BLACK, 1994, CROWE; CROWE, 1992). Na fase II ha
estagnagdo do ganho de peso, porém a absor¢do de agua ainda acontece.

Nesta fase o metabolismo da semente encontra-se ativo, porém nao ha
expansdo nem divisao celular. Além dos eventos que ocorrem na fase I, a fase 11
¢ marcada pela sintese de novos mRNAs (em detrimento dos estimulos
ambientais) e mobilizacdo de reservas armazenadas durante a maturacdo das
sementes.

A fase III ¢ marcada pela protrusdo radicular, ha pronunciado aumento
no peso fresco da semente em decorréncia da absor¢ao de grande quantidade de
agua devido a expansao e divisao celular ( BEWLEY; BLACK, 1994).

Estdo presentes no embrido, mRNAs pré-formados associados ao
processo de maturagdo das sementes os quais serdo usados no inicio da
germinacdo (COMAI; HARADA, 1990). Os mensageiros que codificam
proteinas importantes durante a maturagdo ¢ subsequente secagem das sementes
(ex. Late Embryogenesis Abundant — LEAs) sdo rapidamente degradados ainda
na fase I da embebicdo (JIANG; KERMODE, 1994). Na medida em que o
processo germinativo avanga (fase II), novos mRNAs s3o transcritos para
manter o metabolismo celular normal, estando estes relacionados,
principalmente, a mobilizacdo das reservas armazenadas (BEWLEY; MARCUS,
1990) porém, ha também a producdo de mRNAs em respostas as condigdes
ambientais (GUAN et al., 2009).

Normalmente, a germinagdo termina a partir do momento em que as
células da radicula se expandem e rompem as estruturas ao seu redor, marcando
o inicio do desenvolvimento da plantula. Neste momento, pouca ou nenhuma
divisdo celular ¢ observada, atuando apenas a pressdo exercida pelo turgor
celular para que a expansdo acontega. Também ¢ necessario que as paredes
celulares das células do endosperma micropilar estejam enfraquecidas

(COSGROVE, 1997; PINTO et al., 2007). A expansao pode ser resultado de um
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maior potencial osmotico das células da radicula (em fun¢do do actmulo de
solutos durante a germinacdo), do enfraquecimento da parede celular (enzimas
como endo-B-manannase; XET) ou de ambas as situagdes (BRADFORD, 1995;
WU et al., 1994; TOOROP; VAN AELST; HILHORST et al., 1998; PINTO et
al., 2007).

Durante a germinacdo, as sementes estdo expostas a diferentes
variaveis ambientais, tais como alteracdes na temperatura, umidade, salinidade,
etc. Estas alteragdes podem ser sentidas pelas sementes na forma de um
disturbio ou estresse. O conceito de estresse em plantas foi definido por
Lichtenthaler (1996) como condi¢ao ou substincia desfavoravel que afeta ou
bloqueia o metabolismo, crescimento ou desenvolvimento da planta. Para
Larcher apud Gaspar et al. (2002), estresse se define pelas mudancas na
fisiologia que ocorrem quando as espécies sdo expostas a condigdes
desfavoraveis que ndo necessariamente representem riscos a sobrevivéncia, mas
induzem uma resposta de alarme. Apesar de atualmente haver grande interesse
em torno do conceito de estresse, pouca atencao tem sido dada para as sementes
(BEWLEY, 1997). O estresse pode ser induzido por fatores bidticos, como por
exemplo fungos, pragas, insetos; ou por fatores abidticos como temperatura,
agua, salinidade, metais pesados, etc. (LEVITT, 1972).

Nem sempre o estresse traz resultados deletérios para as sementes, de
acordo com Kranner et al. (2010), caso a intensidade ¢ a duracdo do estresse
sejam moderados podem induzir respostas de alarme nas sementes, preparando-
as para enfrentar uma condicdo desfavoravel durante a germinacdo e
estabelecimento das plantulas. Para classificar essa intensidade, Lazarus (1966)
dividiu em dois tipos: “eustress” e “distress”. As sementes expostas a um
“eustress” terdo suas fungdes melhoradas, ou seja, seu metabolismo estara

preparado para responder a uma situacao de risco mais rapidamente. Ja o termo
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“distress” se refere a um estresse persistente, que de tdo severo, leva a danos
irreversiveis e consequentemente a morte da semente.

Devido a grande variacdo na morfologia e fisiologia das sementes
existem estimulos que podem ser entendidos de diferentes maneiras. Por
exemplo, a secagem durante a maturagdo ¢ sentida como um “eustress” pelas
sementes ortodoxas, induzindo varios mecanismos que as preparardo para
sobreviverem em estado seco, como a sintese de osmoprotetores, proteinas LEA,
carboidratos, antioxidantes, etc (HOEKSTRA; GOLOVINA; BUITINK., 2001;
BUITINK; LEPRINCE, 2004). Entretanto, as sementes recalcitrantes sentem a
secagem como um “distress” que leva a um desarranjo estrutural de suas células,
perda de solutos, danos oxidativos, entre outros (BERJAK; PAMMENTER,
2008) causando a sua morte.

Os dois tipos de variagao ambiental mais criticos para a sobrevivéncia
e reproducdo das plantas s8o umidade e temperatura (ARAUS et al., 2002;
CHAVES FILHO; STACCIARINI-SERAPHIN, 2001) especialmente para
aquelas que vivem em ambientes sazonalmente secos, como no Cerrado, onde
extremos de temperatura ¢ umidade podem ser comuns (SCHWINNING et al.,
2004). O estresse hidrico acontece na natureza de maneira gradual e as plantas
tolerantes desenvolveram mecanismos para se adaptarem as condigdes de baixa
disponibilidade de agua no solo (CHAVES FILHO; STACCIARINI-
SERAPHIN, 2001).

De acordo com Kurmar (2005), a seca pode ser definida como o
periodo em que a falta de agua afeta o crescimento e produtividade das plantas.
Diferentemente dos demais tipos de estresse abiotico (alagamento, altas ou
baixas temperaturas, salinidade, etc), a seca ndo acontece periodicamente em
determinadas areas (com excecao dos climas aridos), sua ocorréncia depende da
variacdo climatica especifica de cada ano, do tipo de solo, fatores antrdopicos,

dentre outros. Ainda de acordo com o autor, aproximadamente, 84% das terras
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cultivaveis mundiais se encontram em areas sujeitas a secas esporadicas, e tendo
em vista o quadro atual de aquecimento global, estima-se que a precipitacdo
média anual diminuira em 15% , o que torna importante estudos acerca da
tolerancia a esse tipo de estresse.

Uma caracteristica importante que distingue as plantas dos demais
organismos multicelulares complexos ¢ que elas s3o sésseis, sendo assim, tem
que suportar as mudangas ambientais como salinidade, seca, frio etc. (ZHU,
2001). Espécies selvagens, tipicas de habitats com severos periodos de seca,
desenvolveram mecanismos ao longo dos anos para suportar ambientes cada vez
mais extremos. Selecionar estas espécies e explorar seus mecanismos pode levar
ao conhecimento de estratégias importantes e ao desenvolvimento de técnicas
aplicaveis no melhoramento de espécies que ndo possuem essas caracteristicas
(FAROOQ et al., 2009). Uma das técnicas utilizadas para estudos acerca de
inducdo de tolerincia ao déficit hidrico € o condicionamento fisioldgico,
apresentando resultados positivos com varias espécies (SOARES, 2009; KAUR;
GUPTA, 2002; KAIA et al., 2006; CASENAVE; TOSELI, 2007, PATANE;
CAVALLARO, 2008; FRAIZ, 2011).

O condicionamento fisiologico ou priming ¢ um tratamento pré-
germinativo aplicado em sementes com o objetivo de controlar a embebigdo de
agua (CHEN; ARORA; ARORA, 2010; MARCOS FILHO, 2005;
MCDONALD, 2000; BRADFORD, 1986). Dentre as vantagens desse
tratamento destacam-se: melhoria da uniformidade da germinag@o, superagdo de
dorméncia, e inducdo de tolerancia ao estresse hidrico em sementes e plantulas
(CHEN; ARORA; ARORA, 2010; FAROOQ et al., 2009; MARCOS FILHO,
2005; ZHU, 2002; MCDONALD, 2000). Existem varios tipos de
condicionamento, dentre eles, o hidrocondicionamento ¢ osmocondicionamento.

O hidrocondicionamento consiste no controle da quantidade final de

agua disponivel durante o processo germinativo. J& o osmocondicionamento ¢
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feito pela exposi¢do das sementes a solugdes de potencial osmético conhecido.
As principais substancias utilizadas sdo polietilenoglicol (PEG), manitol e sais
organicos, dentre outros. O polietilenoglicol é muito utilizado por ser inerte, ndo
¢ toxico e de facil manuseio. O condicionamento fisiologico deve durar tempo
suficiente para que a semente tenha seu metabolismo ativado sem que haja
protrusdo da radicula (Marcos Filho, 2005). Este tratamento pode aumentar a
tolerdncia a diversos tipos de estresse em sementes e plantulas, utilizando
diversos mecanismos como aumento da atividade de sistemas antioxidantes,
acumulo de osmoprotetores, reparo e sintese de membranas ¢ macromoléculas,
dentre outros. (CHEN; ARORA; ARORA, 2010; FAROOQ et al.,, 2009;
PANDITA; ANAND; NAGARAJAN, 2007; BAILLY et al., 2000).

Chiu et al. (1995) verificaram uma melhoria na germinagao apos o
condicionamento fisioldgico, possivelmente devido ao reparo das membranas
celulares no momento da embebi¢do. Dawidowicz-Grzegorzewska (1997)
concluiu que o condicionamento fisiologico permitiu uma uniformizagio
metabolica de sementes de cenoura provenientes de trés estadios de maturagio
diferentes. O autor verificou que as sementes menos desenvolvidas atingiram o
tamanho tipico das sementes desenvolvidas apos seis dias de tratamento.
Durante o matricondicionamento, varios eventos metabolicos pertinentes ao
processo germinativo foram ativados, como exce¢do daqueles relacionados a
protrusdo da radicula. Toorop et al. (1998) estudaram a relagdo entre o
enfraquecimento do endosperma e a atividade de endo-fB-mananase durante o
condicionamento fisioldégico e a germinagdo de Solanum lycopersicon. Foi
encontrada forte correlacdo entre diminuicdo da restrigdo mecanica imposta pelo
endosperma micropilar e aumento da atividade da enzimatica.

O osmocondicionamento ¢ feito através da exposicdo das sementes a
solucdes de potencial osmoético conhecido. As substancias mais usadas sdo

polietilenoglicol (PEG), manitol, sais organicos. O PEG é muito utilizado por ser
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uma substancia inerte (ndo sera absorvida pelas sementes) e de facil manuseio.
A solugdo deve apresentar potencial osmotico adequado para evitar a protrusdo
da radicula, porém ser capaz de estimular as atividades metabolicas que ocorrem
nas fases preparatorias do processo de germinag@o. Este método tem como
principal desvantagem a necessidade de aeracdo artificial, pois a solubilidade do
oxigénio ¢ inversamente proporcional a concentra¢do da solugdo de PEG
(BRADFORD, 1986; KHAN, 1992; MARCOS FILHO, 2005).

Em trabalho realizado por Soeda e colaboradores (2005) com sementes
de Brassica oleracea, foi constatada a expressdo de genes relacionados ao inicio
do processo germinativo (ativagdo de ciclo celular, mecanismo de tradugdo de
sinais, enzimas do metabolismo de carbono, histonas, fatores de transcricao,
dentre outros) confirmando que o condicionamento fisioldgico ativa mecanismos
germinativos, por isso, sementes submetidas a este tratamento germinam mais
rapido que sementes ndo tratadas. Ainda neste estudo, foram encontrados genes
relacionados a tolerancia ao déficit hidrico apés o priming, confirmando os
resultados de Gallardo et al.(2000) com sementes de Arabidopsis thaliana que
encontraram superexpressao de genes de proteinas LEA, dehidrinas, e enzimas
do sistema antioxidante.

Efeitos positivos do priming sdo evidentes sob condi¢des de estresse,
como ja foi demonstrado em alguns trabalhos (EIRA; MARCOS FILHO, 1990;
KAUR; GUPTA , 2002; KAIA et al., 2006; CASENAVE; TOSELI, 2007;
PATANE; CAVALLARO, 2008). Desta maneira, o condicionamento fisiologico
pode ser usado para conferir as sementes resisténcia ao estresse, melhorando seu
desempenho sob condi¢des adversas como, por exemplo, a baixa disponibilidade
de agua (BRADFORD, 1990; MARCOS FILHO, 2005). Assim, o objetivo neste
trabalho foi avaliar os efeitos do condicionamento fisiolégico na germinagdo de

sementes de S. paniculatum submetidas ao déficit hidrico.
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A Jurubeba (Solanum paniculatum L.) é uma espécie nativa do Brasil,
ocorrendo em todo o territorio nacional e outras partes da América do Sul. Ela
pertence a familia Solanaceae, muito importante na area agronomica e utilizada
na producdo de alimentos. Inicialmente, a jurubeba era considerada uma erva
daninha, porém atualmente seus frutos sdo amplamente utilizados na producao
de reservas, tempero, cachacga, dentre outros (LORENZI; MATOS, 2002;
GARCIA et al., 2008).

Esta espécie ¢ um arbusto, de aproximadamente 3 metros de altura,
apresentando espinhos por todo o caule e folhas. Suas flores sdo lilases e seus
frutos esféricos de cor verde clara (PANIZZA, 1997; GARCIA et al., 2008). Seu
poder medicinal também ¢é bem conhecido, Mesia-Vela et al. (2002)
encontraram inibidores de acidos gastricos em extratos aquosos de flores, folhas
e caules, que podem ser usados no tratamento de ulceras. Lorenzi, Matos (2002)
recomendam seu uso contra anemia e doengas no figado. A espécie ¢
recomendada como cicatrizante, para o tratamento de asma, bronquite, febre, etc
(SISTEMA UNICO DE SAUDE, 1999). A jurubeba ¢ uma planta colonizadora,
surgindo imediatamente apos uma perturbagdo que cause abertura de clareiras
(ARAUJO et al., 2001). E uma planta resistente a intempéries bidticas e
abidticas, vive em solos arenosos e ocupa areas colhidas, pomares e ao longo de
estradas e rodovias (LORENZI; MATOS, 2002).

Segundo Farooq et al. (2009), é necessario conhecer os mecanismos de
tolerancia de plantas selvagens resistentes ao déficit hidrico para que se possa
aprimorar os programas de melhoramento genético de plantas cultivadas.
Considerando estes fatores, as caracteristicas da espécie em estudo e a
importadncia econdmica de outras pertencentes a familia Solandcea (tomate,
batata, pimentdo, pimenta, berinjela, dentre outras) o objetivo neste trabalho foi

conhecer os efeitos do condicionamento fisiolégico na indu¢ao de tolerancia ao
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déficit hidrico e nas caracteristicas morfofisiologicas de sementes de Solanum

paniculatum L.

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Coleta e beneficiamento das sementes

Frutos maduros de Solanum paniculatum L. foram coletados de cinco
matrizes na regido de Lavras, MG (atitude 21° 14' S, longitude 45° 00' W Gr. e
918 m de altitude) no ano de 2009. Em seguida, foram levados ao Laboratério de
Sementes Florestais da Universidade Federal de Lavras (UFLA) onde foram
beneficiados. A polpa foi retirada manualmente e passada por peneira sob agua
corrente para a separacdo das sementes. As sementes foram secas em
temperatura ambiente até atingirem 8% de umidade e armazenadas em camara

fria a 4 °C até o inicio dos experimentos em fevereiro de 2011.

2.2 Determinagéo do grau de umidade

A determinacdo do grau de umidade das sementes foi realizada,
utilizando-se quatro amostras de 0,5 g de sementes cada, pelo método de estufa a
107 °C £2 por 17 horas. Os resultados estdo expressos em porcentagem média

de umidade (ISTA, 2007).

2.3 Teste de germinacéao

As sementes foram colocadas em placas de Petri de 9 cm de didmetro
sobre duas folhas de papel germitest umedecido com 5 mL de agua destilada e

incubadas na temperatura de 25 °C sob luz constante, utilizando-se quatro
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repetigoes de 25 sementes cada. A germinagdo foi avaliada diariamente durante
17 dias, usando como critério para sementes germinadas, radiculas com 1 mm de
comprimento. Foram consideradas plantulas normais aquelas que possuiam

radicula, hipocétilo e cotilédones intactos.

2.4 Condicionamento fisiol6gico

As sementes secas foram acondicionadas em tubos contendo 6 mL de
solugdo de PEG 8000 com potencial osmético de 0,0; -0,4; -0,8; -1,0; -1,2 ¢ -1,4
MPa e incubadas em germinador do tipo BOD na temperatura de 15 °C durante
15 dias. Para manter a aeracdo da solugdo, foi feito um pequeno orificio na
tampa dos tubos, e em seguida, os mesmos foram colocados em mixer
(Multifunctional mixer modelo MR-II, marca Biomixer) durante todo o periodo
de condicionamento. Apos este periodo as sementes foram lavadas em agua

corrente durante um minuto.

2.5 Germinagao em condigdes de déficit hidrico

Ap6s o condicionamento fisiologico, as sementes foram submetidas ao
teste de germinagdo em situagdo de déficit hidrico. Para isso, foram colocadas
duas folhas de papel germitest em placas de Petri de 9 cm de diametro,
umedecidas com 6 mL de solugdo de PEG 8000 nos potenciais osmoticos de 0,0;
-0,2; -0,4; -0,6; -0,8 e 1,0 MPa. Para manter constante o potencial osmotico do
meio germinativo, o substrato (papel germitest ¢ a solucdo de PEG) foi trocado
duas vezes na semana. Foram avaliados porcentagem de germinacdo (radiculas
com 1 mm), formacdo de plantulas normais e indice de velocidade de
germinacdo (IVG), durante 30 dias apds a semeadura. Apds a realizacdo deste

teste, foi escolhido apenas um tratamento para realizacdo dos testes a seguir
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usando como critério aquele que apresentou melhor desempenho em déficit

hidrico.

2.6 Caracterizacao morfoldgica das sementes

Foram observadas as caracteristicas de cor e forma das sementes, €
suas dimensdes (comprimento, largura e espessura). Para esta determinagdo
foram utilizadas 60 sementes. Para caracterizacdo do interior das sementes antes
e apos o condicionamento, foi feito corte longitudinal seguido de observagao em
lupa. As imagens foram obtidas a partir de cdmera digital (Marca Benqg, modelo

DC E1030).

2.7 AlteragGes do endosperma apds o condicionamento por microscopia

eletrénica de varredura

As amostras compostas de 5 sementes foram fixadas em Karnovsky
modificado (glutaraldeido 2,5%; formaldeido 2,5% e tampao cacodilato de s6dio
0,05 M, pH 7,2, CaCl, 0,001 M) por pelo menos 24 horas. Apos isso, foram
transferidas para uma solugdo de glicerol 30% por meia hora, sendo
posteriormente feita a lavagem em agua destilada (duas lavagens de 15 minutos).
Apos isto, as amostras foram congeladas em nitrogénio liquido com posterior
criofratura obtida pressionando uma lamina sobre a amostra congelada.

Preparados os cortes, as amostras foram desidratadas em série
crescente de acetona (25, 50, 75 e 100%), por 10 minutos em cada concentragdo,
sendo que as amostras foram mantidas na concentracdo de 100% por trés vezes.
As amostras, entdo desidratadas serdo transferidas a um aparelho de ponto

critico modelo (Bal-Tec).
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As amostras secas foram montadas em stubs, submetidas a um banho
de ouro e examinadas em microscopio eletronico de varredura (MEV) modelo

LEO EVO 40 XVP, sendo as imagens registradas em velocidade de 9v.

2.8 Identificacdo e quantificacao de agucares durante o condicionamento

A identificacdo e quantificagdo de acucares foram realizadas no
Laboratorio de Sementes Florestais da Universidade Federal de Vigosa (UFV),
dividido em duas etapas, a extragdo dos lipidios totais e de agucares. Foi
coletado 1g de amostra de sementes a cada trés dias durante os 15 dias de
osmocondicionamento. Apos a coleta, as sementes foram secas em estufa com
circulagdo de ar na temperatura de 45 °C por 24 horas. Em seguida, foram
maceradas e acondicionadas em cartuchos feitos & partir de papel germitest. Para
realizar a extracdo dos lipidios, foram adicionado 100 mL de Eter de Petrdleo ao
extrator Soxchslet, onde as amostras permaneceram durante 24 horas. Em
seguida, os cartuchos foram retirados do extrator e secos em estufa com
circulagdo de ar a 45 °C por 24 horas.

Para extragdo dos aguicares, o macerado seco foi colocado em tubos
adicionando-se 3 mL de etanol 80%. Em seguida, os tubos foram levados para
banho Maria na temperatura de 75 °C por 30 minutos, centrifugados a 10000
rpm por 5 minutos, ¢ o sobrenadante reservado em bécker. Este processo foi
repetido quatro vezes para extracdo total dos acucares. Apds a realizagdo deste
processo, os béckeres contendo as solugdes de etanol, foram levados para estufa
com circulacdo de ar, na temperatura de 45 °C por 24 horas. Apds a secagem, 0o
macerado foi eluido em 10 mL agua ultra pura enviado ao Laboratério BioAgro
da Universidade Federal de Vigosa para separacdo e quantificagdo de sacarose,
frutose, rafinose e estaquiose através de cromatografia liquida de alta eficiéncia

(HPLC-sigla em inglés).
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2.9 Caracterizacdo anatbmica e histoquimica ap6s o condicionamento

fisiologico

Foram separadas cinco sementes apos o condicionamento (C) e cinco
sementes ndo condicionadas (NC), foram cortadas manualmente no sentido
transversal e/ou longitudinal e em seguida coradas para observacdo da estrutura
geral e compostos celulares: lipidios, proteinas e amido, usando corantes
especificos. As imagens foram feitas em microscopio Otico com camera

acoplada, imediatamente apds a montagem das laminas.

2.9.1 Lipidios

Os cortes foram completamente imersos em soluc¢do de Sudan IV 10%
durante 10 minutos, lavados em etanol 70% e colocados em ldminas contendo

solucdo de agua glicerinada.

2.9.2 Proteinas

Para esta avaliagao foi usado o corante Comassie Blue, onde os cortes
foram imersos durante 10 minutos, lavados em agua destilada e colocados em

lamina contendo solugdo de agua glicerinada.

29.3 Amido

Para identificacdo de amido os cortes foram rapidamente imersos em
solugdo de lugol e em seguida, lavados em &agua destilada e montados em

laminas contendo agua glicerinada.
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2.10  Andélise estatistica

Os dados percentuais foram submetidos ao teste de normalidade de
Shapiro Wilk e se constatada auséncia de normalidade (p>0,05) os mesmos
foram convertidos ao arco seno da Vx/100. Dados normais (ou normalizados)
foram analisados através da analise de varidncia e quando constatada diferenga
entre os tratamentos pelo teste F, foi realizado teste de Tukey ao nivel de 5% de
probabilidade (dados qualitativos) ou analise de regressdo (dados quantitativos).
Dados ndo normalizados mesmo apds a conversdo foram analisados por meio de
modelos lineares generalizados (GLM) e quando constatado diferenga entre os

tratamentos pelo teste Chisq realizou-se o teste de Tukey e analise de regressao.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Teste de germinacéo

Apods 2 anos de armazenamento em camara fria, as sementes de S.
paniculatum apresentaram 8% de contetido de agua. O teste de germinagdo teve
duracdo de 17 dias com porcentagem final de germinagdo de 99% (Figura 1),
sendo que todas as sementes germinadas resultaram em plantulas normais, a
germinacdo das sementes iniciou ao sétimo dia apos a semeadura. Assim como
outras Solaniceas, S. paniculatum aparentemente, possui dorméncia devido ao
endosperma rigido, necessitando de seu enfraquecimento para que a germinagao
ocorra. Este fato foi observado por Pinto et al. (2007) com sementes de Solanum
lycocarpum St. Hil. e por Toorop, Van Aelst; Hilhorst (1998) com sementes de
Lycopersicon esculentum. Espécies de outras familias também passam por este
processo de enfraquecimento do endosperma, como sementes de Coffea arabica
(da SILVA et al.,, 2004), ¢ Genipa americana (QUEIROZ et al., 2012) O

enfraquecimento da parede celular das células do endosperma ocorre devido a
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acdo de algumas enzimas como endo-B-mananase, o e [-galactosidade, -

xilosidase, dentre outras (BUCKERIDGE et al., 2000).
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Figura 1: Germinagdo acumulada de sementes de Solanum paniculatum L. incubadas na
temperatura de 25 °C e luz constante.

3.2 Condicionamento fisioldgico e germinacao em déficit hidrico

Na figura 2 observa-se que todos os tratamentos proporcionaram o
mesmo comportamento das sementes quanto a porcentagem final de germinagao
em relagdo ao potencial osmoético do meio germinativo. Em agua (0,0 MPa) e no
meio germinativo de potencial -0,2 MPa a porcentagem final de germinagdo
atingiu os maiores valores (acima de 90%) tanto para as sementes condicionadas
quanto para as sementes NC. A partir dai, a medida que o potencial osmético do
meio germinativo diminuiu houve queda gradativa na porcentagem final de
germinagdo chegando a zero nos meios germinativos com potencial osmotico de

-0,8 ¢ -1,0 MPa. Apenas as sementes condicionadas no potencial de -1,4 MPa
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apresentaram comportamento diferente, ndo apresentando manuten¢do da
porcentagem final de germina¢do no meio germinativo de potencial -0,2 MPa. A
figura 3 apresenta porcentagem de plantulas normais de cada tratamento de
condicionamento em fungdo do potencial osmoético do meio germinativo, nota-se
que estes dados apresentam o mesmo comportamento dos dados de porcentagem
final de germinacao.

Os dados de indice de velocidade de germinagdo (IVG) das sementes
condicionadas ¢ nao condicionadas (NC) apresentaram queda gradativa a
medida que o potencial osmético do meio germinativo diminui estabilizando-se
em zero a partir do potencial de -0,8 MPa (Figura 4).

Esta queda na porcentagem final de germinagdo, de plantulas normais
e IVG em fun¢do da diminui¢do do potencial osmético do meio germinativo ja
foi constatada por outros autores. Souza et al. (2011) condicionaram sementes de
Physalis angulata (Solanacea) no potencial osmético de -1,2 MPa e as
submeteram ao estresse salino. Estes autores observaram diminuicdo da
porcentagem final de germinagdo e IVG na medida em que o potencial osmético
do meio germinativo (salino) se tornou mais negativo, tanto para as sementes
submetidas ao condicionamento quanto para as sementes do grupo controle.
Jeller et al. (2003) estudaram os efeitos do osmocondicionamento nos potenciais
de 0.0, -0.2, -0.4 ¢ -0.6 MPa em sementes de Cassia excelsa submetidas ao
déficit hidrico e observaram redugdo na germinabilidade das sementes em
funcdo da diminuic¢do do potencial do meio germinativo. Outros autores também
verificaram este comportamento ao submeter sementes condicionadas ou ndo ao
déficit hidrico como Soares (2009) em sementes de Eremanthus erytropapus,
Fraiz (2011) em sementes de Eucalyptus grandis, Patané e Cavallaro (2009) em
sementes de Sorgum bicolor, Kaya e Ocku (2006) em sementes de Helianthus

annuus e Chen, Arora e Arora (2010) em sementes de Spinacea oleracea.
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Figura 2. Porcentagem final de germinagdo de sementes condicionadas e ndo condicionadas (NC) de Solanum
paniculatum L. expostas a diferentes niveis de estresse hidrico. A) NC (sementes ndo condicionadas). B) 0,0

(hidricondicionamento). C) Condicionadas em -0,4 MPa. D) Condicionadas em
em -1,0 MPa. F) Condicionadas em -1,2 MPa. G) Condicionadas em -1,4 MPa.
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Figura 3. Porcentagem plantulas normais de sementes condicionadas e ndo condicionadas (NC) de
Solanum paniculatum L. expostas a diferentes niveis de estresse hidrico. A) NC (sementes ndo
condicionadas). B) 0,0 (hidricondicionamento). C) Condicionadas em -0,4 MPa. D) Condicionadas
em -0,8 MPa. E) Condicionadas em -1,0 MPa. F) Condicionadas em -1,2 MPa. G) Condicionadas

em -1,4 MPa.
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Figura 4. indice de velocidade de germinagdo de sementes condicionadas e ndo condicionadas (NC) de
Solanum paniculatum L. expostas a diferentes niveis de estresse hidrico. A) NC (sementes ndo condicionadas).
B) 0,0 (hidricondicionamento). C) Condicionadas em -0,4 MPa. D) Condicionadas em -0,8 MPa. E)
Condicionadas em -1,0 MPa. F) Condicionadas em -1,2 MPa. G) Condicionadas em -1,4 MPa.
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Figura 5. Porcentagem final de germinagio (A) e de plantulas normais (B) de sementes
condicionadas e ndo condicionadas (NC) de Solanum paniculatum L. expostas a
diferentes niveis de estresse hidrico.

Ao avaliar o desempenho germinativo das sementes em situagdo de
déficit hidrico (figura 5-A) observa-se que em estresse hidrico leve (-0,2 MPa) o
comportamento das sementes ¢ semelhante (condicionadas e NC), ndo havendo
perda de germinagdo. A diferenca no desempenho dos tratamentos inicia-se a
partir do momento em que o potencial do meio germinativo diminui,
caracterizando uma situagdo de estresse hidrico moderado (-0,4 ¢ -0,6 MPa). No
meio germinativo com potencial osmotico de -0,4 MPa nota-se que todos os
tratamentos de condicionamento apresentaram porcentagem final de germinagéo
superiores aos das sementes NC. Os tratamentos de hidrocondicionamento (0.0
MPa), -0.8, -1.0, -1.2 ¢ -1.4 MPa apresentaram germinagdo estatisticamente
superior que as sementes NC e condicionadas a -0,4 MPa (Anexo 1).

Apesar da maioria dos tratamentos terem se mostrado eficientes em
aumentar a porcentagem final de germinacdo das sementes em estresse hidrico
moderado (-0,4 MPa), para formacao de plantulas normais isto ndo ocorreu. De
todos os condicionamento testados, apenas os tratamentos de -1,0 ¢ 1,2 MPa
apresentaram formacao de plantulas normais significativamente superior em

relagdo ao demais tratamentos e ao controle (Figura 5-B ¢ Anexo 2). Em estresse
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hidrico severo (-0,8 e -1,0 MPa) ndo houve germinagdo, ¢ portanto nem
formacdo de plantulas normais. Tendo em vista estes resultados, o tratamento de
condicionamento de -1,0 MPa a 15 °C durante 15 dias com 12 horas de
fotoperiodo foi utilizado para as avaliagdes morfofisioldgicas, citologicas e
bioquimicas que acontecem antes, durante e apos o condicionamento fisiologico
de sementes.

As médias de IVG apresentaram diferenga significativa ao comparar as
sementes NC com as condicionadas (Anexo 3). O fato de as sementes
condicionadas apresentarem maior atividade metabdlica devido a sua alta
umidade antes da semeadura colabora com o aumento da velocidade de
germinagdo ao compara-las as sementes NC, que apresentavam umidade em
torno de 8%.

Os possiveis efeitos benéficos do condicionamento fisiologico que
levaram as sementes de Solanum paniculatum a tolerar déficit hidrico, podem
estar associados expressdo de determinados genes. Alguns eventos estdo
presentes durante o priming, dentre eles a sintese e reparo de DNA e proteinas,
como por exemplo, a indugdo de genes ligados a sintese de catalase, enzima que
participa do combate ao estresse oxidativo diminuindo os danos celulares. A
expressdo de genes relacionados as proteinas com atividade de chaperonas
também foram observados apos o condiconamento de sementes de Arabidopsis
thaliana, estas proteinas participam da manutengdo estrutural, e
consequentemente funcional, de outras proteinas importantes para manutencao
do processo germinativo (GALLARDO et al., 2001).

Cortez-Baheza et al. (2008), verificaram o aumento da expressdo de
proteinas LEA em funcdo do tratamento com acido giberélico (GA) com
condicionamento em PEG em sementes de Capsicum annuum, estas proteinas
estdo relacionadas a aquisi¢do de tolerdncia a dessecacdo em sementes

ortodoxas, porém, sua funcao ainda nao estad bem definida (WISE, 2003).
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Soeda et al. (2005) verificaram um declinio nos niveis de RNA do
grupo das proteinas LEA durante a germina¢do de sementes de Brassica
oleraceae em agua, evento ocorrido em menor escala durante o
osmocondicionamento. Estes autores ainda verificaram que sementes
osmocondicionadas apresentaram diminui¢do do conteido de RNA relacionado
a genes que conferem dorméncia as sementes, favorecendo a sua germinacao.
Outra caracteristica importante induzida pelo condicionamento fisiolégico ¢ a
melhoria dos sistemas antioxidantes.

Rouhi et al. (2011) estudando sementes de Trifolium alexandrinum
apos o condicionamento fisioldgico, encontraram incremento significativo de
importantes enzimas (SOD, catalase e peroxidase) atuantes nos sistemas
antioxidantes das células.

Outros autores também reportaram melhoria nestes sistemas apos o
condicionamento dentre eles Chen, Arora ¢ Arora (2010) em sementes de
Spinacea oleracea; Bailly et al. (2000) em sementes de Helianthus annuus e El-
Arabi e Hegazi (2004) em sementes de Lycopersicon esculentum. Assim, espera-
se que estes resultados levem, no futuro, a identicacdo de genes associados com
tolerancia a déficit hidrico. Estes genes poderao ser utilizados no aprimoramento
da qualidade de sementes de espécies de importancia econdmica, pertencente a

familia Solanaceae.

3.3 Caracterizagdo morfologica das sementes

As sementes de S. paniculatum sdo ovaladas e achatadas, possuem
tegumento amarelo claro, endosperma rigido e embrido classificado como tipo
VI (encurvado) (Figura 6) de acordo com Nonogaki (2006). Seu endosperma ¢
rigido, o que ja foi constatado em outras espécies da familia Solanaceae (PINTO

et al., 2007; TOOROP; VAN AELST; HILHORST et al., 1998). As sementes
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apresentam média de comprimento, largura e espessura de 2.48, 1.93 ¢ 0.58 mm
com desvio padrdo de 0.14, 0.13 e 0.04, respectivamente. O peso de mil

sementes ¢ de aproximadamente 1,62 g.

Figura 6. Sementes de Solanum paniculatum L. A) Sementes secas B) Corte
longitudinal de semente corada com Azul de Toluidina destacando as seguintes
estruturas: cotilédones (cot), endosperma lateral (el), hipocétilo (hip), radicula (rad),
endosperma micropilar (cap) e tegumento (teg). Barra da figura 1? indica 5 mm, barra da
figura 1B indica 1 mm.

Observou-se a formacdo de espago livre na regido micropilar do
endosperma ap6s o condicionamento fisioldogico em todas as sementes levadas
ao microscopio de luz (Figura 7). Em estudo sobre as mudangas no endosperma
de sementes de L. esculentum submetidas ao condicionamento fisiologico, Liu et
al. (1993) verificaram que apds o tratamento os espacgos livres no endosperma
aumentaram significativamente em diferentes partes das sementes, normalmente
ao redor da radicula e cotilédones. Dawidowicz-Grzegorzewska (1996) também
verificou consumo de reservas no endosperma micropilar apos o
matricondicionamento em sementes de cenoura. Esta ocorréncia pode estar
relacionada a aceleragdo da germinagdo, mobilizando reservas e facilitando a
embebicdo (ARGERICK; BRADFORD apud LIU et al., 1993; DAWIDOWICZ-
GRZEGORZEWSKA, 1996; GALLARDO et al., 2001).
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Figura 7: Sementes de Solanum paniculatum L. antes (A) e ap6s o condicionamento
fisiologico a -1,0 MPa incubadas a 15 °C durante 15 dias sob luz constante (B). Em
destaque na imagem os cotilédones (cot), tegumento (teg), radicula (rad), endosperma
micropilar (cap), hipocdtilo (hip) e espago formado apds o condicionamento fisiologico
(e). Barras indicam 1 mm.

Ao observar as sementes em microscopio eletronico de varredura,
verificou-se que ap6s o condicionamento fisioldgico as reservas lipidicas se
encontram com aspecto degradado (Figura 8). Isto se deve ao fato que durante o
condicionamento houve mobilizagdo de compostos armazenados e seus produtos
provavelmente usados nos mecanismos de reparo de danos celulares e no
fornecimento de energia para continuagdo do processo germinativo
(HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973; KHAN, 1992). Durante a
mobilizacdo, os corpos lipidicos sofrem pequenas alteragdes em seu tamanho a
medida que a degradagdo ocorre (BEWLEY;BLACK, 1994) essa reducdo de
tamanho pode ser observada na figura 8. Ainda é possivel observar o aumento
em numero de amiloplastideos na regido micropilar, este evento € caracteristico

de sementes com alto conteido de lipidios, uma vez que através da
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gliconeogénese ha metabolizagdo e acimulo de amido transitério em alguns
tecidos da célula (BUCKERIDGE et al., 2004).

Também se notou que as paredes celulares perderam seu formato
poligonal e adquiriram um aspecto mais arredondado (Figura 8), este
afrouxamento levou a formacdo de espagos intercelulares, provavelmente as
células estdo se contraindo devido a mobilizagao das reservas da parede celular.
Em algumas Solanaceas, o galactomanano ¢é o principal composto de parede
celular, dentre elas, Solanum lycocarpum (DAVIDE; SILVA, 2008) e Solanum
lycopersicon (BUCKERIDGE et al., 2000). Em paralelo com a degradagdo do
galactomanano, o amido transitorio ¢é produzido nos cotilédones
(BUCKERIDGE; DIETRICH, 1996), neste trabalho foi observado apds o
condicionamento fisioldgico, o acimulo de amido no endosperma micropilar
(Figura 8 e 12) e proximo aos cotilédones (Figura 5). Para que haja degradacao
do galactomanano ¢é necessario a acdo de algumas enzimas hidroliticas como a-
galactosidase e endo-f-mananase (BUCKERIDGE et al., 2000). Toorop, Van
Aclst e Hilhorst (1998) avaliaram os efeitos do condicionamento fisioldgico na
germinagdo de sementes de L. esculentum e encontraram relacdo entre o
enfraquecimento do endosperma e atividade da enzima endo-f-mananase, sendo
que a medida em que a atividade enzimatica aumenta, o endosperma se torna
mais fraco facilitando a protrusdo radicular. A atividade enzimaética foi
aumentada significativamente pelo tratamento com condicionamento fisiologico,
e os autores verificaram através de microscopia eletronica de varredura que as
paredes celulares apresentaram grande porosidade quando comparadas as
sementes que nao passaram pelo condicionamento fisioldgico. Essa porosidade
pode estar relacionada a degradagdo das paredes celulares encontradas no
presente estudo (Figura 8). O galactomanano, além de fornecer protegdo
mecanica ao embrido devido a sua dureza (BUCKERIDGE et al., 2000), também

ajuda na manutencdo da umidade em torno do eixo apo6s o inicio da germinagao
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efeito conhecido como tampao de agua (REID; BEWLEY apud BUCKERIDGE
et al, 2000). Anese et al. (2011) estabeleceram um protocolo de
condicionamento fisiolégico para sementes de Solanum lycocarpum e
verificaram a ag3o da enzima endo-f-mananase contribuiu para a diminuigdo da

restricdo mecanica do endosperma das sementes, favorecendo a sua germinagao.

—

Figura 8. Imagem de microscopia eletronica de varredura do endosperma micropilar de sementes de Solanum
paniculatum L. antes (A) e ap6s (B) o condicionamento fisiologico a -1,0 MPa incubadas a 15 °C durante 15
dias sob luz constante. Legenda: (am) amiloplastideos, (ae) auséncia de espago intercelular, (lip) lipidios, (par)
parede celular frouxa, (fe) formagdo de espaco intercelular. Barras indicam 10 pm.
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3.4 Quantificacdo de aclcares durante o condicionamento fisioldgico

O condicionamento fisioldogico permite o inicio do processo
germinativo das sementes sem que haja protrusdo radicular, sendo a mobilizacao
de reservas uma das primeiras atividades observadas (KHAN, 1992). A figura 9
apresenta a concentragdo de oligossacarideos (sacarose, frutose, rafinose e
estaquiose) durante o condicionamento fisioldogico das sementes de S.
paniculatum. Todos os oligossacarideos avaliados apresentam redugdo linear em
seu contetido, com excegdo da estaquiose. Este oligossacarideo apresentou dois
platds, primeiro mantendo a sua concentragdo inicial seguido de queda brusca no
contetdo, e outra estabilizagdo em uma concentragdo muito baixa.

Dentre os oligossacarideos quantificados a sacarose ¢ o que se
encontra em maior quantidade nas sementes, seguido pela frutose, rafinose e
estaquiose. Borges et al. (2002) avaliaram os efeitos do condicionamento
fisiologico em sementes de Platymiscium pubescens e encontraram a sacarose
como maior componente de reserva, também observaram redugdo significativa
no seu contetdo durante o tratamento, o mesmo foi observado para a estaquiose.
A rafinose apresentou rapida redugdo, desaparecendo totalmente antes do
término do osmocondicionamento. A diminui¢do destes acucares pode ser
explicada pela atividade metabolica ativada em fung¢do do condicionamento
fisiolégico, ndo apenas iniciando o processo germinativo, mas também ativando
processos de reparo e protecdo induzidos pelo estresse causado pelo tratamento

com PEG.
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Figura 9. Concentragdo de oligossacarideos em sementes de sementes de Solanum
paniculatum L. durante o condicionamento fisiologico a -1,0 MPa incubadas a 15 °C
durante 15 dias sob luz constante. A) concentragdo de sacarose. B) frutose. C) rafinose e
D) estaquiose.

3.5 AvaliagGes histoquimicas

Na figura 10 observa-se que antes do condicionamento (sementes NC)
ndo houve detecgdo de corpos proteicos. Apds o tratamento estes corpusculos
foram detectados por toda a semente (endosperma e embrido), com maior
intensidade no endosperma lateral ao redor dos cotilédones. E de conhecimento
comum que o condicionamento induz a sintese de proteinas como consequéncia
do inicio do processo germinativo (KHAN, 1992; MCDONALD, 2000), porém
diversos autores identificaram a expressao de determinadas proteinas
relacionadas exclusivamente ao condicionamento fisiologico. Smith & Cobb

(1991) verificaram o aumento do conteido de proteinas soltiveis em sementes
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osmocondicionadas de Capsicum annuum. Anuradha-Varier e Malavika (2010)
apos realizagdo de experimentos com diversas espécies, afirmam que existem
produtos da degradacdo de globulinas e cruciferinas apenas nas sementes que
passaram pelo osmocondicionamento. Gallardo et al. (2001) e Soeda et al.
(2005) também encontraram RNA de proteinas induzidas apenas pelo
condicionamento fisiologico, além de maior conteido de RNA de proteinas
ativadas durante a germinacdo, quando comparado com as sementes que nao

passaram pelo condicionamento fisioldgico.
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Figura 10. Corte longitudinal de sementes de S. paniculatum L. coradas em solugdo de Comassie blue para
detecc@o de proteinas (pontos corados em azul). A) Semente NC e B) Apos o condicionamento a -1,0 MPa
incubadas a 15 °C durante 15 dias sob luz constante. Aumento de 10x em microscopio Optico de luz. Barras de

0,5 mm. cot (cotilédones), el (endosperma lateral), teg (tegumento), rad (radicula).
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Observa-se na figura 11-A a auséncia de granulos de amido no
embrido e endosperma das sementes de S. paniculatum antes do
condicionamento fisiologico. Apods o tratamento houve intenso acumulo destes
granulos na regidao do endosperma micropilar (Figura 11 B), ¢ de maneira menos
intensa no endosperma lateral. Na maioria das vezes o amido esta ausente em
sementes que possuem a hemicelulose (ex. galactomanano) como composto de
reserva (DAVIDE; SILVA, 2008). Dawidowicz-Grzegorzewska (1996) avaliou
as alteracdes causadas pelo condicionamento fisioldogico em sementes de
cenoura e verificou o acimulo de amido temporario durante os primeiros dias de
tratamento, sendo que a partir do momento em que as sementes foram colocadas
para germinar esse amido foi rapidamente consumido. Tin¢ apud Buckeridge et
al. (2000), afirma que durante a mobilizacdo dos compostos de reservas de
parede celular ha grande acimulo de agucares livres e parte deles se encontra na
forma de amido transitério, que serd degradado para estabelecimento da
plantula, assim, supde-se que o condicionamento fisiologico ativou o programa
germinativo nas sementes de S. paniculatum, o que tornard a germinagdo mais
rapida e uniforme, além de favorecer o desenvolvimento do embrido e seu
desempenho em condi¢des adversas (MARCOS FILHO, 2005; MCDONALD,
2000; KHAN, 1992).
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Figura 11. Cortes longitudinais de sementes de S. paniculatum L. corados em solugdo de lugol para detecgdo
de amido. A) Sementes NC. B) Sementes ap6s o condicionamento fisiolégico a -1,0 MPa incubadas a 15 °C
durante 15 dias sob luz constante. Setas indicam granulos de amido. Barras indicam 0,25 mm. rad (radicula),

cap (endosperma micropilar), teg (tegumento).
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Apds o condicionamento fisiologico (Figura 12 B) nota-se diminuigo
do contetdo de lipidios no interior das células, fato ndo estritamente relacionado
ao tratamento, ¢ sim, ao inicio do processo germinativo. Diversos autores
verificaram o consumo de reservas lipidicas durante a germinagdo de sementes,
dentre eles Suda e Giordini (2000) em sementes de Euphorbia heterophylla L.,
Mansfield e Briarty (1996) em sementes de Arabidopsis thaliana e Tozzi e
Takaki (2011) em sementes de Passiflora edulis. A degradagio destas reservas
leva a producdo de Acetil Co-A, usado na sintese de sacarose pela
gliconeogénese e pode ser armazenada na forma de amido quando seus niveis no
citosol se encontram altos (BUCKERIDGE et al.,, 2004; GRAHAM, 2008;
MANSFIELD; BRIARTY, 1996). Essa pode ser a explicagdo para a detecgdo de
granulos de amido em sementes de S. paniculatum submetidas ao
condicionamento fisiologico (figura 11 B), resultado semelhante foi encontrado
por Tozzi e Takaki (2011) durante o estudo da mobilizacdo de reservas de
sementes de Passiflora edullis. Dawidowicz-Grzegorzeweska (1996) observou
diminuigdo no numero de corpos lipidicos durante o condicionamento ¢ a
associou ao aparecimento de granulos de amido nos cotilédones, porém, este
padrdo ndo foi observado no endosperma das sementes de cenoura, ndo
apresentando mudangas no ntimero, morfologia e caracteristicas estruturais dos
corpos lipidicos durante o condicionamento. Os produtos da hidrélise dos corpos
lipidicos podem ser usados na sintese de novos corpos lipidicos ou outras
estruturas, ou convertidos a sacarose e usados como energia (BEWLEY;

BLACK, 1994).
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Figura 12. Cortes transversais de sementes de S. paniculatum L. corados em solugéo Sudan IV para detec¢do
de lipidios (coloragéo vermelha). A) Sementes NC . B) Sementes submetidas ao condicionamento fisiologico a
-1,0 MPa incubadas a 15 °C durante 15 dias sob luz constante. Barras indicam 0,12 mm. Setas indicam
degradagdo parcial de lipidios dentro das células.
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4 CONCLUSOES

O déficit hidrico moderado e severo causou reducdo significativa na
germinagao de sementes de S. paniculatum.

O condicionamento fisiologico a -1,0 ¢ -1,2 MPa a 15 °C durante 15
dias foi eficiente em induzir tolerancia ao déficit hidrico moderado (-0,4 MPa)
em sementes de Solanum paniculatum L.

Durante o condicionamento fisiologico a -1,0 MPa a 15°C durante 15
dias, foi constatada redugdo significativa na concentra¢do de sacarose, rafinose,
frutose e estaquiose.

Ap6s o condicionamento fisioldgico a -1,0 MPa a 15°C durante 15 dias
foi observada a formacgao de espagos vazios na regido do endosperma micropilar
além de mudangas na conformagdo de suas paredes celulares e formagdo de
espago intercelular. Houve também reducdo em ntimero e tamanho dos corpos
lipidicos, acimulo de proteinas ¢ amido transitério em sementes de S.

paniculatum.
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Anexo 1. Tabela de comparacdo de médias para porcentagem final de

germinagdo em déficit hidrico de sementes de Solanum paniculatum L.

submetidas ao condicionamento fisiologico.

PG

0,0
0,2
04
0,6
0,8
1,0
p
cv

Potenciais de condicionamento (MPa)

NC
99 a
97 ab
26 b
10a
0 a
0 a
<0,0001
40,43

0,0
100 a
97 ab
68 a
26 a
1 a
0 a
<0,0001
24,48

04
97a
95 ab
62 ab
44 a
0 a
0 a
<0,0001
27,62

0,8
9% a
93 ab
69 a
11a
0 a
0 a
<0,0001
35,65

1,0
100 a
100 a
86 a
17 a
0 a
0 a
<0,0001
38,38

1,2
96 a
98 a
93a
13a
Oa
Oa
<0,0001
40,83

14
99a
87 b
75a
24 a
0 a
0 a
<0,0001
29,10

0,25
0,018
0,0002
0,08

cv
5,59
491
17,7
16,03

Letras iguais em uma mesma linha indicam auséncia de diferencas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo de 6,65. PG —

potencial do meio germinativo (MPa).
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Anexo 2. Tabela para comparagdo de médias de porcentagem final de plantulas
normais em déficit hidrico de sementes de Solanum paniculatum L. submetidas

ao condicionamento fisioldgico.

PG Potencial de condicionamento (MPa)

NC 0,0 04 0,8 1,0 1,2 14 p cv
0,0 9la 100a 95a 94a 98a 95a 99a 0,2 5,53
0,2 95a 94a 95a 9la 97a 97a 87a 0,14 5,7
0,4 20d 66ab 51bed 55abc 85a 92a 34cd * 17,7
0,6 Oa 7a 6a 4a 8a Oa Oa 0,06 66,8
0,8 Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 1 0
1,0 Oa Oa Oa Oa Oa Oa Oa 1 0

p <0,0001  <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001 <0,0001

cv 61,8 35,14 34,05 44,7 47,77 49,08 42,99

Letras iguais em uma mesma linha indicam auséncia de diferencas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo de 8,03. * indica
p<0,0001. PG — potencial do meio germinativo (MPa)
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Anexo 3.Tabela para comparagdo de médias de indice de velocidade de

germinagdo em déficit hidrico de sementes de Solanum paniculatum L.

submetidas ao condicionamento fisiologico.

PG

0,0
0,2
0,4
0,6
0,8
1,0
p
cv

Potencial de condicionamento (MPa)

NC
191d
1,80 d
0,27 ¢
0,13
0Oa
0Oa
<0,0001
59,79

0,0 04 0,8
4,57b 4,78 b 3,62¢
342b 2,53bed 1,92 cd
1,35b 0,91 be 0,90 b

0,73 0,66 0,17

Oa 0Oa 0Oa

0a Oa 0Oa
<0,0001  <0,0001  <0,0001
40,7 40,5 53,15

1,0
348 ¢
2,69 be
1,19b
0,22
0Oa
0a
<0,0001
40,45

1,2
9,09 a
52la
254a
0,29
0Oa
Oa
<0,0001
40,5

14
8,75a
553a
225a
0,16
Oa
Oa
<0,0001
42,99

cv
7,23
14,85
19,09
63

Letras iguais em uma mesma linha indicam auséncia de diferencas entre os tratamentos
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. Coeficiente de variagdo de 53,2. * indica
p<0,0001. PG — potencial do meio germinativo (MPa)



