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RESUMO

BARROS, Tiago Teixeira Viana, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de
2017. Osmocondicionamento e tolerancia ao estresse térmico na germinacao de
sementes de girassoDrientadora: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

A técnica de condicionamento osmético € empregada visando diminuir o periodo entre a
semeadura e a emergéncia de plantulas em campo, bem como favorecer o desempenho
das sementes frente as condicdes de estresse. Nesse contexto, o objetivo do estudo foi
avaliar a tolerancia ao estresse térmico durante a germinacdo de sementes de girassol
osmocondicionadas com diferentes niveis de vigor. Para isso, foram utilizados trés lotes
de sementes de girassol do cultivar Helio 250. Inicialmente, as sementes foram
avaliadas pelos testes de germinacdo e de vigor para caracterizacdo dos lotes. Em
seguida, foram osmocondicionadas com PEG 6000 a -2,0 MPa, a 15 °C por 8 h e
submetidas aos testes de qualidade fisiolégica e atividade enzimatica em trés
temperaturasl5 °C (sub 6tima), 25 °C (6tima) e 35 °C (supra 6tima). Pelos testes de
qualidade fisiologica, os lotes 1, 2 e 3 foram classificados em trés niveis diferentes de
vigor, sendo alto, médio e baixo vigor, respectivamente. O condicionamento osmotico
favoreceu o desempenho das sementes do lote de menor vigor quanto a germinagao e
emergéncia de plantulas em todas as temperaturas avaliadas. Houve efeito positivo na
velocidade de germinacdo das sementes dos lotes de médio e baixo vigor, avaliada pela
primeira contagem de germinacéo e indice de velocidade de emergéncia, em todas as
temperaturas. O comprimento de plantulas ndo foi afetado pelo condicionamento
osmatico, ao passo que houve efeito positivo na massa seca de plantulas em todas as
temperaturas nos lotes de melhor qualidade fisiol6gica. De maneira geral, as atividades
das enzimas antioxidantes (SOD, CAT, POX e APX) aumentaram com O
condicionamento osmatico, efeito observado principalmente nas sementes de menor
vigor, nas temperaturas sub e supra 6tima. O condicionamento osmaético das sementes
de girassol foi eficiente para melhorar o desempenho do lote de menor vigor sob
temperatura sub e supra 6tima, favorecendo o aumento da atividade das enzimas do

sistema antioxidante.



ABSTRACT

BARROS, Tiago Teixeira Viana Barros, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July,
2017.0smopriming and tolerance to thermal stress on germination of sunflower
seedsAdviser: Denise Cunha Fernandes dos Santos Dias.

Priming technique is used to reduce the period between sowing and emergence of
seedlings in field, as well improve the performance of seeds under stress conditions.
The objective of the study was to evaluate the thermal stress tolerance during the
germination of osmoprimed sunflower seeds with different level of vigor. Three lots of
sunflower seeds of Helio 250 cultivar were used. Firstly, seeds were evaluated by
germination and vigor tests to characterize lots. Then, they were primed with PEG 6000
-2,0 MPa at 15 °C for 8 h and submitted to physiological quality tests and enzymatic
acivity evaluations under three temperatures: 15 °C (sub optimal), 25 °C (optimum
and 35 °C (supra optimal). Based on the physiological quality tests, lots 1, 2 and 3 were
classified into three different levels of vigor, such as high, medium and low vigor,
respectively. Priming improved the germination and seedling emergence of the lower
vigor seeds at all evaluated temperatures. There was a positive effect on seed
germination and speed of the germination for medium and low vigor seed lots,
evaluated by the first count germination and emergence speed index at all temperatures.
Seedling length was not affected by priming while there was a positive effect of priming
on seedling dry weight at all temperatures in the lots of higher physiological quality. In
general, activity of antioxidative enzymes (SOD, CAT, POX and APX) increased with
priming and this effect was observed mainly in seeds of lower vigor, in sub and supra
optimal temperatures. Priming of sunflower seeds was efficient to improve the
performance of the lower vigor lot under sub and supra optimal temperature, promoting

increases in the activity of antioxidant system enzymes.
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1. INTRODUCAO

O girassol Melianthus annuud..) € uma dicotiledénea anual pertencente a
familia Asteraceagoriginaria do continente Americano. Devido & sua capacidade de
adaptacao, a cultura do girassol encontra-se presente em todos 0s continentes, nas mais
diversas regides, tais como tropicais, subtropicais e temperadas (Castro e Farias, 2005;
Leite et al., 2005). O girassol € um importante componente da inddstria alimenticia, seu
consumo na alimentagdo humana se d& principalmente por meio do 6leo, devido a alta
concentracdo de acidos graxos insaturados (acido linoleico) presente em suas sementes.
Na alimentacdo animal € utilizado na forma de farelo ou silagem (Brighenti et al.,
2003). Outra particularidade importante se deve as diferentes aplicacdes do seu 0leo,
sendo empregado nas industrias agroenergéticas, farmacéuticas, de cosméticos, de tintas
e de limpeza (Silva et al., 2013).

No Brasil, a principal regido produtora de girassol se concentra no Centro-Oeste
durante a entressafra das culturas de soja e milho, mas seu cultivo se estende em todo
territério nacional (Conab, 2014). Na safra 2014/2015, a producdo nacional foi da
ordem de 208 mil toneladas (Conab, 2015). Alguns fatores que colocam em evidéncia o
cultivo desta oleaginosa sao relacionados a sua ampla capacidade de adaptacéo
edafoclimatica, baixa sensibilidade a altitude e fotoperiodo, maior tolerancia a seca em
comparacao ao sorgo e milho, além de ser uma cultura que melhora a qualidade do solo
devido a ciclagem de nutrientes (Nobre et al., 2010). Por essas razdes, a cultura do
girassol encontra-se em franco processo de expansao no territério nacional (Uchoa et
al., 2011), o que gera a necessidade de utilizar insumos de alta qualidade, a fim de suprir
as necessidades e expectativas crescentes do mercado.

Neste sentido, as sementes sdo de fundamental importancia, o que gera um
desafio constante para os produtores de sementes. Os principais desafios associados a
producdo de sementes de girassol sdo relacionados a alta umidade das sementes no
momento da colheita, dorméncia pos-colheita das sementes (Borghetti et al., 2002),
maturacao desuniforme dentro da inflorescéncia (Rondanini et al., 2007), entre outros.
Neste contexto, a maturacdo desuniforme das sementes € bastante relevante, pois seus
efeitos sdo observados tanto na fase de estabelecimento das plantulas em campo,
conforme verificado por Mwale et al. (2003), quanto na fase de armazenamento, pois

sementes imaturas perdem a viabilidade mais rapidamente (Floriano, 2004).



Outro fator determinante que afeta o estabelecimento e rendimento da cultura em
campo refere-se as condi¢cdes ambientais. Dentre elas, destaca-se a temperatura, pois
durante a fase de germinacdo pode afetar processos bioquimicos e fisiolégicos nas
sementes comprometendo o estabelecimento da cultura em campo. De acordo com
Kumar e Bhatla (2006), a temperatura afeta a germinacédo e pode induzir a dorméncia
das sementes, principalmente por alterar a velocidade de absorcao de agua e modificar a
velocidade das reacgBes quimicas que irdo acionar o desdobramento, transporte de
reservas e a ressintese de substancias para a plantula (Pacheco Junior, 2010).

Em virtude das caracteristicas intrinsecas do girassol e das intempéries
ambientais as quais a cultura esta sujeita na fase de estabelecimento em campo,
justifica-se 0 uso de tratamentos que acelerem a emergéncia das plantulas, favorecendo
0 seu estabelecimento rapido e uniforme.

Neste enfoquen técnica de condicionamento osmotico ou ‘priming’ (Heydecker
et al., 1973) pode ser interessante para melhorar o desempenho das sementes em campo.
Esta técnica se baseia na hidratac@o controlada das sementes, suficiente para promover a
atividade metabdlica das fases inicias do processo de germinacao (fases | e Il), sem
atingir, contudo, a fase lll, caracterizada pelo alongamento celular e protrusédo da raiz
priméria (Bewley et al., 2013). Para tanto, sdo empregados agentes osméticos que
reduzem o potencial hidrico da solucao e limitam a absorcao de 4gua pelas sementes.

Vérios fatores podem afetar o sucesso da técnica, dentre eles destacam-se: o
agente osmotico e a concentragdo da solucdo osmoética, as condi¢cdes durante a
hidratacdo, secagem das sementes apoOs a hidratacdo e a qualidade inicial dos lotes
(Kikuti e Marcos Filho, 2009; Nascimento, 2004; Gomes et al., 2012).

Diversos agentes osmaticos podem ser empregados, como sais inorganicos, a
exemplo do nitrato de potassio (KMQOsulfato de magnésio (Mg3Dcloreto de sddio
(NaCl), cloreto de magnésio (Mgrbu compostos organicos, como manitol, glicerol e
polietileno glicol (PEG) (Tavili et al., 2011; Saha et al., 2010; Amooaghaie, 2011;
Nawaz et al., 2011). Dentre eles, o mais utilizado é o PEG, pois como destaca Marcos
Filho (2005), se trata de um polimero osmoticamente ativo, quimicamente inerte e de
elevado peso molecular, ou seja, ndo penetra nas células das sementes. Como
desvantagem, o PEG pode afetar a disponibilidade de oxigénio para as sementes, a
depender da concentragcdo, devido sua alta viscosidade, o que acarreta a baixa difusédo



do oxigénio na solucéo. Deste modo, alguns autores recomendam a aeracao da solucéo
osmotica durante o processo (Balbinot e Lopes, 2006; Pereira et al., 2009).

O potencial osmético da solugdo osmotica € ajustado de maneira a permitir a
ocorréncia de todos 0s processos preparatorios da germinacdo, mas impedir o
alongamento celular e, consequentemente, a protrusdo da radicula (Ibrahim, 2015;
Pinto-Marijuan e Munne-Bosch, 2013). Desta forma, ao final do condicionamento todas
as sementes se encontrariam na mesma fase da curva de embebicéo, sem atingir a fase
de emisséo da radicula (fase IlI).

A temperatura durante o condicionamento osmatico pode igualmente interferir
no éxito da técnica como destacam Oliveira et al. (2010). Nascimento (2005) considera
que temperaturas inferiores as consideradas 6timas para o teste de germinacdo sao
preferenciais, uma vez que reduzem o metabolismo da semente impedindo a protusao da
radicula durante o processo de condicionamento; ja temperaturas superiores afetam a
técnica de maneira negativa, pois causam a reducdo do periodo de hidratacao,
comprometendo a fase pré-metabdlica.

AplOs o condicionamento, as sementes podem ser secas até o0 seu grau de
umidade inicial, o que permite a vantagem de manuseio e/ou armazenamento por
periodos curtos sem perder a viabilidade (Nascimento, 2005). Entretanto, ha
controvérsias relacionadas ao efeito da secagem logo apés o condicionamento osmatico.
Para Butler et al. (2009) e Caseiro e Marcos Filho (2005), a secagem reverteu os efeitos
benéficos relatados nas sementes osmocondicionadas; ao passo que, em outros
trabalhos, os resultados foram favoraveis (Gomes et al.,, 2012; Reis et al., 2013). A
secagem pode ocorrer de maneira natural ou artificial. A primeira, geralmente € feita em
temperatura e umidade relativa ambiente com as sementes em contato direto com o ar,
perdendo agua lentamente para o meio até que ocorra o equilibrio. Na secagem
artificial, o ar que se insufla nha massa de sementes é aquecido, com o objetivo de
garantir uma secagem mais rapida (Oliva et al., 2012). Bailly et al. (2000) relataram
efeito positivo na germinacdo de sementes de girassol submetidas a diferentes periodos
de secagem apdés osmocondicionadas com PEG 8000. A secagem apdés o
condicionamento osmoético atua interrompendo 0s processos metabdlicos que
resultariam na emissdo da radicula, deste modo ao serem fornecidas as condicOes
favoraveis a germinagéo, ela ocorreria de forma mais rapida e uniforme (Bewley et al.,
2013).



O sucesso do tratamento depende também da qualidade inicial das sementes ou
nivel de deterioracédo do lote (Bittencourt et al., 2005; Armondes et al., 2016). Segundo
Armondes et al. (2016), efeitos positivos do condicionamento osmético na germinacao e
vigor das sementes de repolho foram mais evidentes em lotes de menor qualidade
fisiolégica quando comparado aos lotes vigorosos. Resultados semelhantes ja haviam
sido obtidos por Nascimento e Aragéo (2004) e Pereira et al. (2008) em sementes de
mel&o e cenoura, respectivamente.

Dentre os beneficios promovidos pelo osmocondicionamento, destacam-se a
velocidade e uniformidade de emergéncia de plantulas (Arin et al., 2011; Queiroga et
al., 2011; Gomes et al.,, 2012) e, em alguns casos, também se observa ganhos na
germinacao, sobretudo, em condicbes adversas, tais como temperatura sub e supra
Otima, déficit hidrico e salino (Mohammadi e Amiri, 2010; Tavili et al., 2011). Esses
resultados tém sido associados a sintese proteica e do reparo do sistema de membranas
(Kubala et al., 2015), conferidos pela absor¢cdo controlada e gradual de agua pelas
sementes (Varier et al., 2010).

Outro beneficio proporcionado pelo condicionamento esta relacionado a
eficiéncia do sistema antioxidante das sementes. Diversos autores reportam incrementos
significativos na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
peroxidase do ascorbato (APX) em virtude do osmocondicionamento (Chen e Arora,
2011; Kibinza et al., 2011; Sun et al., 2011; Bailly et al., 2000; Mouradi et al., 2016).

Inicialmente, esta técnica foi desenvolvida principalmente para sementes de
menor tamanho como hortalicas e flores, devido a facilidade de aplicacdo do tratamento
em um menor volume de sementes. Entretanto, estudos relatam efeitos benéficos desse
tratamento na germinacdo de sementes e no desenvolvimento inicial de plantulas de
diversas culturas, como observado por Zheng et al. (2016) em arroz, Amooaghaie e
Nikzad (2013) em alfafa, Shaheen et al. (2016) em algodé&o, Oliveira e Gomes-Filho
(2010) em sorgo, Rabbani et al. (2013) em girassol, Murungu et al. (2005) em milho,
Oliveira et al. (2008) em milho doce.

Em sementes de girassol, Mwale et al. (2003) observaram favorecimento da
germinacdo e emergéncia de plantulas utilizando solucdo de PEG 8000 a -0,6 MPa.
Barros e Rossetto (2009) também obtiveram aumento significativo nos valores meédios
de germinacéo aplicando PEG 6000 a -2,0 MPa em sementes sob condi¢cdes sub e supra

O0tima de temperatura. Bajehbaj (2010) relatou aumento da sintese de prolina em
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sementes de girassol osmocondicionadas com NaCl, sob condicdo de estresse salino.
Kaya et al. (2006) verificaram incrementos significativos nos valores de germinacao e
tempo médio de germinacdo em sementes osmocondicionadas em solugcéo sde KNO
(500 ppm). Kibinza et al. (2011) relataram aumento da atividade da catalase em
sementes tratadas com PEG 8000 a -2,0 MPa quando submetidas ao envelhecimento
acelerado por 7 dias. Outros estudos também indicam resultados positivos do
condicionamento utilizando agua pura e fitormonios, tais como Maiti et al. (2006) com
hidratacdo das sementes em agua por periodos de 15 e 20 horas e Wahid et al. (2008)
com solucdes de acido giberélico (& acido salicilico, em que observaram ganhos

na germinagéo e velocidade de germinagéo.

Diante do cenario de alteracdes climaticas mundiais que estdo proporcionando
um aumento continuo da temperatura, torna-se importante caracterizar a capacidade
germinativa das sementes das espécies agricolas sob condicbes de estresse térmico.
Especialmente, a cultura do girassol por estar distribuida nas mais diversas regiées do
pais, encontra-se sujeita a amplas variacdes de temperatura no intervalo da semeadura a
germinacdo. O estudo de técnicas que minimizem tais efeitos constitui um importante
foco de pesquisa. Assim sendo, o objetivo do trabalho foi analisar a tolerancia ao
estresse térmico durante a germinacdo de sementes de girassol osmocondicionadas com

diferentes niveis de vigor.

2. MATERIAL E METODOS

O estudo foi conduzido nos Laboratério de Sementes do Departamento de
Fitotecnia e no Laboratério de Andlise de Sementes Florestais do Departamento de
Engenharia Florestal da Universidade Federal de Vicosa (Vicosa, MG). Foram
utilizados trés lotes de sementes de girassol com diferentes niveis de vigor do cultivar

Helio 250, colhidos na safra de 2015, fornecidos pela empresa HELIAGRO.

2.1. Caracterizagao da qualidade inicial dos lotes

As sementes de cada lote foram avaliadas quanto a qualidade fisiologica por

meio dos seguintes testes:



2.1.1 Grau de umidade

A determinacéo do grau de umidade (base umida) foi efetuada de acordo com as
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), utilizando-se o método da estufa a
105 °C £ 3 °C por 24 horas, com quatro repeticdes de 25 sementes por lote, sendo os

resultados expressos em percentagem.

2.1.2 Germinagéao

Foi conduzido com quatro repeticbes de 50 sementes de cada lote, segundo a
metodologia descrita nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). A
semeadura foi feita em papel toalha umedecido com volume de agua equivalente a 2,5
vezes 0 peso do papel seco. Em seguida, foram confeccionados rolos que foram
mantidos em germinador a 25 °C. As avaliacbes foram realizadas no quatro e décimo

dia ap6s a semeadura e 0s resultados expressos em porcentagem de plantulas normais.

2.1.3 Primeira contagem de germinacgao

Foi conduzido juntamente com o teste de germinacdo consistindo na
porcentagem de plantulas normais observadas no quarto dia apos a semeadura
(BRASIL, 2009).

2.1.4 Emergéncia de plantulas

Foi realizado em germinador a 25 °C, em bandejas contendo areia previamente
peneirada e autoclavada. As bandejas foram preenchidas com 3,0 kg de areia umedecida
a 60% da capacidade de retencdo e a semeadura foi feita a uma profundidade de 1 cm.
Foram semeadas quatro repeticbes de 50 sementes por lote. As avaliacbes foram
realizadas diariamente até a estabilizacdo do estande. Para tanto, foram consideradas
como emergidas as plantulas normais que apresentavam os cotilédones acima do nivel

substrato.

2.1.5 indice de velocidade de emergéncia

O indice de velocidade de emergéncia de plantulas foi calculado a partir dos
dados obtidos nas contagens diarias efetuadas no teste de emergéncia (2.1.4), conforme

proposto por Maguire (1962):



_EL E2 L En
IVE_M-I_E_'_ +Nn

Em que:

IVE = Indice de velocidade de emergéncia (plantulas/dia);

Ei, E2, En = Numero de pléantulas normais computadas na primeira contagem, na
segunda contagem e na ultima contagem;

N1, N2, Nn = NUmero de dias da semeadura da primeira contagem, a segunda contagem

e a ultima contagem.

2.1.6 Envelhecimento acelerado

Para o teste de envelhecimento acelerado, 250 sementes de cada lote foram
distribuidas sobre tela acoplada em caixas do tipo "Gerbox" contendo, ao fundo, 40 mL
de agua destilada. Foram utilizadas duas caixas contendo 125 sementes cada. As caixas
foram tampadas e mantidas em B.O.D a 41 °C por 48 horas. ApoOs este periodo, as
sementes foram submetidas ao teste de germinacdo conforme descrito anteriormente. A
porcentagem de plantulas normais foi avaliada no quarto dia apds a semeadura.

Apos a caracterizacdo da qualidade inicial, as sementes de cada lote foram

submetidas ao condicionamento osmético.

2.2 Condicionamento osmoético

Foi realizado em solucdo aerada de polietileno glicol 6000 (PEG 6000) com
potencial osmético ajustado a -2,0 MPa, na concentracéo de 4h@griforme Michel
e Kaufman (1973), a 15 °C, durante oito horas (Chojnowski et al., 1997). Para tanto, as
sementes foram colocadas em balbes de Erlenmeyers (capacidade 500 mL) contendo
350 mL da solucao osmética, que foram vedados com rolha de borracha e supridos com
aeracao constante por meio de uma bomba de ar. Todo o sistema foi mantido em B.O.D
durante todo processo. Ao final do condicionamento, as sementes foram retiradas,
lavadas em agua corrente para remocéao dos residuos da solucdo e secas em condi¢cées
de ambiente de laboratério até atingirem o teor de &gua inicial que foi de 7,4% em
média. Sementes ndo condicionadas foram utilizadas como controle.

Em seguida, as sementes osmocondicionadas ou ndo de cada lote foram
avaliadas quanto a qualidade fisioldgica e atividade do sistema antioxidante em trés
niveis de temperatura constantes: 15 °C (sub 6tima), 25 °C (6tima) e 35 °C (supra

6tima), conforme descrito a seguir:



2.2.1 Germinacéao

As sementes foram colocadas para germinar conforme o método descrito acima
para o teste de germinacao, utilizando-se as temperaturas de 15, 25 e 35 °C. Os

resultados foram expressos em porcentagem de plantulas normais.

2.2.2 Primeira contagem de germinacgao

Foi realizado em conjunto ao teste de germinagdo, como descrito acima,

utilizando-se as temperaturas de 15, 25 e 35 °C.

2.2.3 Comprimento de plantulas

Foram semeadas quatro repeticbes de dez sementes de forma linear e
equidistante em linha tracada no terco superior do papel para germinacdo umedecido.
Em seguida, foram confeccionados rolos que foram acondicionados em germinador nas
temperaturas de 15, 25 e 35 °C. No décimo dia ap0s a semeadura, foram feitas as
medi¢cdes do comprimento das plantulas normais. Os resultados foram expressos em

cm.plantula.

2.2.4 Massa seca de plantulas

Foi determinada em seguida as avaliacdes de comprimento de plantula descrita
no item 2.2.3. As plantulas foram acondicionadas em sacos de papel e secas em estufa
de ar forcado a 72 °C até atingirem peso constante. Posteriormente, foram efetuadas
pesagens das plantulas normais e os resultados foram expressos em ¢.plantula

2.2.5 Emergéncia de plantulas
Foi conduzido conforme descrito no item 2.1.4, em germinadores nas
temperaturas de 15, 25 e 35 °C.

2.2.6 indice de velocidade de emergéncia

Foi realizado em conjunto ao teste de emergéncia nas condi¢des descritas no
item 2.1.4, por meio de contagens diamsplantulas normais emergidas, conforme

citado no item 2.1.5.



2.2.7 Determinacao da atividade das enzimas do sistema antioxidativo

Para as avaliagbes das atividades enzimaticas, cerca de 50 sementes
osmocondicionadas ou ndo (controle) de cada lote foram inicialmente pesadas (Pi) e
colocadas para embeber em papel toalha umedecido com agua, sendo mantidas sob as
temperaturas estudadas de 15, 25 e 35 °C, em incubadora tipo B.O.D, para definicdo do
tempo necessario para atingirem a fase Il da embebicdo (Bewley et al., 2013), e
alcancarem grau de umidade suficiente para ativacdo da atividade enzimatica. Para
tanto, foram feitas pesagens sucessivas das sementes em intervalos regulares de tempo
até se obter o peso requerido (PR) para atingir o grau de umidade desejado, cerca de

35%, adotando-se a seguinte formula:

PR—(100 GUI GUd) Pi
= 100 X

Em que:

PR = peso requerido no grau de umidade desejado (g);
GUi = grau de umidade inicial (%);

GUd = grau de umidade desejado (%);

Pi = peso inicial das sementes (g).

O tempo médio de embebicédo das sementes na temperatura sub 6tima (15 °C) foi
de 48 h, na temperatura controle ou 6tima (25 °C) correspondeu a 24 h e na temperatura
supra 6tima (35 °C) foi de aproximadamente 12 h.

Foram avaliadas as atividades das enzimas do sistema de defesa antioxidativo:
superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e ascorbato peroxidase
(APX).

2.2.7.1 Determinacao de proteinas

Os teores de proteinas dos extratos enzimaticos foram determinados pelo método
de Bradford (1976), utilizando BSA como padrdo. Cercal@@ pL do extrato
enzimatico foi adicionado a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitacdo. Apos
20 minutos, foi realizada a leitura da absorbancia da amostra em espectrofotdmetro a
595 nm.



2.2.7.2 Obtencéo do extrato enzimatico para determinacéo da atividade de enzimas
antioxidantes

Para a obtencdo dos extratos enzimaticos brutos para as determinacdes da
atividade da superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e da
peroxidase do ascorbato (APX), os embrides de cada lote foram congelados em
nitrogénio liquido, apds o periodo de embebicdo nas temperaturas propostas, conforme
descrito no item 2.2.7, e mantidas em freezer a temperatura de -80 °C. Posteriormente,
foram macerados cerca de 0,3 g de embrido de girassol. Foram entdo adicionados 2 mL
de meio de extracdo, tampado fosfato de potassio (0,1M, pH 6,8) &cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1mM, fluoreto de fenilmetilsulfénico (PMSF) 1
mM e polivinilpirrolidona (PVPP) 1% (p/v) (Peixoto et al., 1999). Em seguida, foram
feitas duas centrifugacdes a 15.000 xg por 15 minutos, a 4 °C para retirada da camada
de 6leo do sobrenadante.

2.2.7.3 Determinacao da atividade da enzima superéxido dismutase (SOD)

Para avaliacédo da atividade da SOD, o protocolo proposto por Del Longo et al.
(1993) foi ajustado para as sementes de girassol, por meio da adi¢do de 30 pL do extrato
enzimatico bruto a 2,97 mL do meio de reacédo constituido de tampéo fosfato de sddio
(50 mM, pH 7,8), contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro tetrazolio (NBT) 75uM,
EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 pM. A reagéo foi conduzida a 25 °C por cinco minutos
em camera de reacao iluminada com lampadas fluorescentes de 15 W. O branco foi
obtido nas mesmas condicfes, porém na auséncia de luz. Assim, a fotorreducédo do NBT
foi determinada pela medicdo da absorbancia a 560 nm (Giannopolitis e Ries, 1977).
Uma unidade de SOD foi definida como a quantidade da enzima capaz de inibir 50% da
fotoinibicdo do NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971

2.2.7.4 Determinacao da atividade da enzima catalase (CAT)

A atividade da catalase foi determinada de acordo com o protocolo proposto por
Havir e Mchale (1987), por meio da adicdo de 30 puL do extrato enzimético bruto em
2,97 mL do meio de reacdo constituido de tampéao fosfato de potassio (50 mM, pH 7,0 e
H-O., 12,5 mM). A atividade enzimética foi obtida com base na leitura em
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 240 nm durante o primeiro minuto da

reacao, a 25 °C, em seguida calculada utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de
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36 Mlcm? (Anderson et al., 1995). Os resultados foram expressos emnmimiohg”
de proteina.

2.2.7.5 Determinacao da atividade das peroxidases (POX)

A atividade das peroxidases foi determinada pela adi¢gdo de 50 uL do extrato
enziméatico bruto a 2,95 mL de meio de reacao constituido de tampéo fosfato de potassio
(25 mM, pH 6,8), pirogalol 20 mM e peroxido de hidrogénio 20 mM (Kar e Mishra,
1976). Durante o primeiro minuto de reacao foi observado o aumento da absorbancia
no comprimento de onda de 420 nm a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 mighi! (Chance e Maehley,

1955) e expressa em pmol.minmg? de proteina.

2.2.7.6 Determinacao da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da a®rbato peroxidase foi obtida por meio da adi¢do de 50 pL do
extrato enzimatico bruto em 2,95 mL do meio de reacao constituido de tampéao fosfato
de potéassio (50 mM, pH 7,8), acido ascoérbico 0,25 mM, EDTA 0,1 mMG2 B,3
mM. Foi observado o decréscimo da absorbancia a 290 nm durante o primeiroaninuto
25 °C. A atividade enzimatica foi calculada conforme o coeficiente de extingcdo molar
2,8 mMlcm! (Nakano e Asada, 1981), e o resultado expresso em ruiméhg?

proteina.

2.3 Anélise estatistica

O experimento foi instalado em delineamento inteiramente casualisado, com
quatro repeticdes, em esquema fatorial 2x3, (sementes osmocondicionadas e nao x trés
temperaturas sub, 6tima e supra 6tima) para cada lote. Os dados foram submetidos a
andlise de variancia e a comparacao de médias foram realizadas pelo teste de Tukey
(p>0,05).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracterizagao dos lotes de sementes de girassol

A caracterizagdo inicial da qualidade fisiolégica das sementes dos trés lotes
utilizados no experimento encontra-se na Tabela 1. Nao houve diferenca significativa no

grau de umidade das sementes (GU), caracteristica esta importante, pois a uniformidade
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do grau de umidade das sementes € essencial para a padronizacdo das avaliacdes,
favorecendo a obtencéo de resultados consistentes (Kryzanowski et al., 1999). O teste
de germinacdo (GER) demonstrou diferencga significativa entre os trés lotes, de modo
que o lote 1 apresentou os maiores valores médios com 92% de germinacédo, seguido
pelo lote 2 com 76% e a menor porcentagem foi verificada para o lote 3, com 71% de
germinacdo. Da mesma maneira como foi observado no teste de GER, foi possivel
separar os trés lotes entre si pelos testes de vigor de primeira contagem de germinacéo
(PCG), emergéncia de plantulas (EME) e envelhecimento acelerado (EAC), sendo que
para todos esses testes os melhores resultados foram observados para o lote 1, seguido
pelo lote 2 e as piores performances foram verificadas no lote 3. Apenas para o teste de
indice de velocidade de emergéncia (IVE) ndo houve diferenca significativa entre os
lotes 2 e 3, sendo ambos superados pelo lote 1. De maneira geral, considerando o0s
resultados obtidos, pode-se categorizar os lotes 1, 2 e 3 como sendo de alta, média e

baixa qualidade fisiol6gica, respectivamente.

Tabela 1.Caracterizacgéao inicial da qualidade fisiologica das sementes dos trés lotes de
girassol, cultivar Helio 250: Grau de umidade (GU), germinacdo (GER),
primeira contagem de germinacdo (PCG), emergéncia (EME), indice de

velocidade de emergéncia (IVE) e envelhecimento acelerado (EAC).

Lote GU % GER % PCG % EME % IVE EAC %
1 7,10 a 92 a 83 a 89 a 10,5a 80 a
2 7,08 a 76 b 73 b 75b 9,6 b 65b
3 7,09 a 71c 46 c 70c 91b 59c
CV (%) 0,48 2,18 3,35 2,20 3,58 2,32

Médias seguidas pela mesma letra na coluna nao diferem entre si pelo testeydpIWKE).

3.2 Efeito do condicionamento osmotico na qualidade fisiolégica de sementes de
girassol sob diferentes temperaturas

Pela Figura 1, observa-se que ndo houve efeito do condicionamento osmético na
germinacdo das sementes dos lotes 1 e 2, 0 que pode ser atribuido a sua qualidade
fisiol6gica inicial, alto e médio vigor, respectivamente. Em todas as temperaturas
testadas nao houve diferenca entre a germinagcdo das sementes destes lotes
condicionadas e n&o condicionadas. No entanto, o condicionamento favoreceu a

germinacao das sementes do lote de menor qualidade fisioldgica (lote 3). Para este lote,
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o condicionamento promoveu aumento na germinacdo em todas as condi¢cfes térmicas
avaliadas, sendo que o efeito mais pronunciado ocorreu na temperatura supra 6tima (35
°C), com incremento médio de 35% (18 pontos percentuais) no valor da germinacao,
que era de 51% e aumentou para 69%. Assim, o lote 3, inicialmente com 71% de
germinacdo na temperatura de 25 °C, atingiu 79% de germinacdo apos o
condicionamento osmotico (Figura 1), valor este superior ao padrdo minimo de

germinacao estabelecido para a comercializacdo das sementes de girassol que é de 70%
(MAPA, 2013).

Tote 1 Lote 2
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Figura 1. Germinagdo de sementes de trés lotes de girassol ‘Helio 250 condicionadas
(C/Cond.) ou ndo (S/Cond.), sob diferentes temperaturas. Letras minusculas
comparam o0s tratamentos dentro de cada temperatura e letras mailsculas
comparam os tratamentos entre as temperaturas. Médias seguidas de mesma letra
nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05

Alguns autores relatam que o sucesso do condicionamento osmotico depende,

dentre outros fatores, da qualidade inicial dos lotes (Nascimento e Aragao, 2002; Silva
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et al., 2007; Farooq et al., 2009; Pereira et al., 2008; Armondes et al., 2016) e que, de

maneira geral, em sementes de alto vigor as respostas ao condicionamento sao
limitadas, conforme observado pelos resultados de germinacéo das sementes dos lotes 1
e 2. Por essa razao, o tratamento tem sido comumente designado na literatura como um
revigoramento de sementes (Silva et al., 2016).

O efeito benéfico do osmocondicionamento favorecendo a germinacdo de
sementes de menor qualidade fisiologica foi evidenciado por diversos autores, como
Avila et al. (2008) em sementes de canola, Mwale et al. (2003) e Barros e Rossetto
(2009) em sementes de girassol, Yuan-Yuan et al. (2010) em sementes de arroz,
Armondes et al. (2016) em sementes de repolho. Bailly et al. (2000) ao condicionarem
sementes de girassol com solucées de PEG 6000 e PEGa8(D MPa, também
observaram incrementos na porcentagem de germinacdo de sementes envelhecidas
artificialmente por diferentes periodos. Resultado semelhante foi descrito por Rabbani
et al. (2013) em sementes de girassol. Esse incremento no potencial germinativo tem
sido correlacionado a ativagdo de mecanismos de reparos macromoleculares e do
sistema de membranas, favorecendo as atividades enziméticas (Artola et al., 2003;
Posmyk e Janas, 2007). Para Marcos Filho (2005), o controle da embebicdo promovido
pelo osmocondicionamento possibilita que as sementes menos vigorosas tenham tempo
suficiente para reparacdo e/ou, reorganizacdo das membranas, visando alcancar o
estadio de atividade metabdlica semelhante as mais vigorosas. Razdo pela qual se
justifica a aplicacdo desta técnica na cultura do girassol, a fim de minimizar os efeitos
da maturagéo desuniforme das sementes ao longo do processo produtivo.

Com relagcdo ao comportamento das sementes nas diferentes temperaturas
(Figura 1), verificase para as sementes ndo condicionadas dos lotes 1 e 2 maior
germinacdo na temperatura otima (25 °C) em relacdo as temperaturas sub e supra
Otimas. Apds o condicionamento, verificou-se que a germinacao nas temperaturas de 25
°C e 15 °C néo diferiram entre si, sendo, em geral, superior a obtida a 35 °C. J4 para as
sementes do lote de menor vigor (lote 3) sem condicionamento, houve diferenca entre a
germinacdo obtida nas trés temperaturas, com maior valor a 25 °C e menor valor a 35
°C. Quando condicionadas, as sementes deste lote tiveram germinacdo a 25 °C
significativamente superior a obtida nas temperaturas sub e supra 6timas.

Este fato foi evidenciado nas sementes ndo condicionadas do lote menos

vigoroso (lote 3), em que houve um decréscimo da porcentagem de germinagdo, em
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torno de 39% ao se comparar o efeito da temperatura 6tima em relacdo a supra otima.
Comparando-se os resultados obtidos nestas temperaturas, (25 e 35 °C), para as
sementes osmocondicionadas deste mesmo lote, verifica-se que esta reducdo na
germinacdo foi menos intensa, em torno de 14%. Resultados semelhantes foram
descritos por Corbineau et al. (2002) e Albuquerque e Carvalho (2003), quanto a
reducdo da porcentagem de germinacdo em sementes de girassol expostas a altas
temperaturas.
N&do houve efeito do condicionamento osmoético na primeira contagem de

germinacao das sementes do lote de melhor qualidade fisioldgica (lote 1) tanto a 15, 25
e 35 °C, conforme a Figura 2. Verificou-se efeito positivo do condicionamento para as

sementes dos lotes 2 e 3 em todas as temperaturas testadas.
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Figura 2. Primeira contagem de germinagdo de trés lotes de girassol ‘Helio 250’
condicionadas (C/Cond.) ou ndo (S/Cond.), sob diferentes temperaturas. Letras
minusculas comparam os tratamentos dentro de cada temperatura e letras
mailsculas comparam o0s tratamentos entre as temperaturas. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).
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Segundo Nakagawa (1999), sementes que apresentam maior porcentagem de
plantulas normais na primeira contagem sS&0 mais vigorosas por apresentarem maior
velocidade de germinagdo. Deste modo, pode-se afirmar que o condicionamento
osmotico foi eficiente para acelerar a germinacao das sementes dos lotes 2 e 3, 0s quais
foram classificados como sendo de média e baixa qualidade fisiologica nos testes de
avaliacdo da qualidade inicial (Tabela 1). Rabbani et al. (2013), relataram efeitos
semelhantes do osmocondicionamento na germinagao e na velocidade de germinacao
em sementes de girassol ‘BRS-GIRA 19’. O efeito benéfico do condicionamento
osmoético favorecendo, sobretudo, variaveis relativas a velocidade de germinacéo e
emergéncia, sdo descritos como a principal vantagem desta técnica (Varier et al., 2010;
Arif et al., 2014), fato que também foi verificado no presente estudo (Figura 2).

A melhoria da qualidade fisiolégica das sementes osmocondicionadas €
relacionada ao fato de que, durante o tratamento, ocorre a ativacdo de eventos pré-
germinativos permitindo que o metabolismo das sementes alcance o final da Fase Il da
embebicado, descrita por Bewley et al. (2013). Alguns trabalhos na literatura relatam que
0 aumento observado no vigor das sementes osmocondicionadas ocorre em razdo da
eficiéncia do tratamento em reparar a organizacdo estrutural da membrana plasmatica
durante a embebicdo (Hsu et al., 2003; Chiu et al., 2006).

Considerando que a primeira contagem de germinagcdo € uma variavel associada
a velocidade de germinacao, a temperatura teve efeito significativo no desempenho das
sementes de todos os lotes (Figura 2). Apenas para as sementes ndo condicionadas do
lote 1 (maior vigor), ndo houve diferenga significativa entre os valores obtidos a 25 e 35
°C, os quais foram superiores aos observados a 15 °C. Para as sementes condicionadas
deste lote e também para as condicionadas e ndo condicionadas dos lotes 2 e 3, houve
diferenca significativa entre as trés temperaturas quanto a velocidade de germinacéo,
com maior velocidade a 25 °C e menor velocidade a 15 °C. Assim, de maneira geral, 0s
valores de primeira contagem de germinagcdo obtidos nas temperaturas sub e supra
Otima, para todos os lotes, foram inferiores aos observados na temperatura de 25 °C.
Bewley et al. (2013) relatam que baixas temperaturas reduzem a dindmica de absor¢ao
de agua, retardando a velocidade do processo germinativo e, conseguentemente, a
formacdo de plantulas normais. Para sementes de girassol, o teste de primeira contagem
de germinacéao é realizado no quarto dia apos a semeadura, 0 que remete a um periodo

relativamente curto para manifestacdo de resultados quantitativos mais expressivos,

16



especialmente, a 15 °C. Todavia, em se tratando de um teste que fornece informacoes
sobre o vigor, o conjunto de resultados obtidos nas diferentes temperaturas é importante
para se atestar a eficiéncia do tratamento. Observa-se, para o lote 2 (Figura 2), que na
temperatura sub 6tima, a germinacdo das sementes na primeira contagem passou de
19% (ndo condicionadas) para 40% (condicionadas), com um aumento significativo de
21 pontos percentuais.

A semelhanca do que foi encontrado para a primeira contagem de germinacio
(Figura 2), os resultados do indice de velocidade de emergéncia (IVE) seguiram

tendéncia semelhante (Figura 3).
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Figura 3. indice de velocidade de emergéncia (IVE) de plantulas de trés lotes de girassol
‘Helio 250’ condicionadas (C/Cond.) ou nao (S/Cond.), sob diferentes
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Houve efeito positivo do osmocondicionamento nas sementes dos lotes 2 e 3 em
todas as temperaturas avaliadas. O resultado mais expressivo foi observado para o lote
de vigor intermediério (lote 2), na temperatura supra 6tima, com incremento na ordem
de 33% na velocidade de emergéncia, o que corresponde a reducdo de 2,8 dias entre a
semeadura e a emergéncia de plantulas. Conforme mencionado para o teste de primeira
contagem de germinacdo, temperaturas sub ou supra 6timas podem alterar a dinamica
do processo de germinagao das sementes e a velocidade de emergéncia das plantulas em
campo, isto se deve principalmente as alteracdes na duracdo da Fase Il, durante o
processo de embebicdo de agua pelas sementes (Nascimento, 2000).

Com relacdo as temperaturas de germinacdo (Figura 3), observa-se que para o
lote de maior vigor (lote 1), ndo houve diferenga significativa entre os valores obtidos a
25 e 35 °C, tanto para sementes condicionadas como ndo condicionadas, o que também
foi constatado para as sementes condicionadas do lote 2. Ja para os lotes 2 e 3, de
qualidade intermediaria e baixa, respectivamente, as trés temperaturas avaliadas
diferiram entre si, com maiores valores de IVE a 25 °C e menores a 15 °C. Segundo
Carvalho e Nakagawa (2012), o principal efeito de temperaturas sub e supra 6timas
durante a germinacdo de sementes de menor vigor esta relacionado ao atraso da
emergéncia das plantulas, como observado no presente estudo para os lotes 2 e 3
(Figura 3). Entretanto, os beneficios provenientes do osmocondicionamento com PEG a
-2,0 MPa foram suficientes para minimizar tais efeitos em ambos os lotes.

Diversos estudos demonstram efeito positivo do condicionamento osmaotico na
velocidade de germinacdo das sementes e emergéncia das plantulas em campo, tanto
para olericolas quanto para grandes culturas (Sedghi et al., 2010; Demir e Yasar, 2012;
Pandita et al., 2010; Arif et al.,, 2014; Hussain et al., 2017). Haider et al. (2016)
ressaltam a eficiéncia desta técnica sobretudo em condices ambientais adversas. A
embebicéo controlada promovida pelo condicionamento osmético induz mecanismos de
protecdo e reparo nas sementes favorecendo a aclimatizacdo, o que permite as sementes
tolerarem condicGes adversas (Kubala et al., 2015). Para Marcos Filho e Kikuti (2008),
em situagBes adversas, maiores valores de velocidade de emergéncia sdo vantajosos,
pois acarretam em menor periodo de exposicdo das sementes frente as intempéries
ambientais, principalmente nas fases criticas de germinacao e emergéncia.

Em conformidade ao exposto no presente trabalho, outros autores relataram

efeitos semelhantes, como Carvalho et al. (2000) em sementes de sorgo (PEG a -1,2
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MPa) e Giudice (1998) em sementes de soja (PEG 6000 a -0,8 MPa). Na cultura do
girassol, Bailly et al. (1998; 2000) e Barros e Rossetto (2009) também descreveram
acréscimos na velocidade de emergéncia das plantulas provenientes de sementes
osmocondicionadas com PEG a -2,0 MPa.

Para os resultados de emergéncia de plantulas (Figura 4), verificou-se efeito
positivo do condicionamento osmaético apenas para o lote de menor vigor (lote 3).
Houve aumento da emergéncia em todas as temperaturas estudadas, sendo o resultado
mais expressivo observado na temperatura supra oOtima, com aumento de 40% de

plantulas emergidas, ou seja, 19 pontos percentuais, passando de 47% para 66%.
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Figura 4. Emergéncia de plantulas de trés lotes de girassol ‘Helio 250’ condicionadas
(C/Cond.) ou ndo (S/Cond.), sob diferentes temperaturas. Letras minasculas
comparam os tratamentos dentro de cada temperatura e letras mailsculas
comparam os tratamentos entre as temperaturas. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Na literatura verifica-se que os beneficios do condicionamento osmoético na

emergéncia de plantulas dependem da qualidade inicial dos lotes. Silva et al. (2016),

19



avaliando os efeitos do condicionamento osmotico com PEG -1,0 e -1,2 MPa em
sementes de soja de diferentes niveis de vigor, verificaram aumento da emergéncia de
plantulas para os lotes de médio vigor e que esses resultados favoraveis se reproduziram
nos parametros de produtividade avaliados (altura de insercdo da primeira vagem,
namero de vagens/planta, nimero de sementes/planta, nimero de sementes/vagem). Em
sementes de canola, Avila et al. (2008) obtiveram resultados positivos apenas nos lotes
de baixo vigor. Especificamente com sementes de girassol, Mwale et al. (2003)
afirmaram que a utilizacdo da solucdo de PEG 8000 a -0,6 MPa aumentou a emergéncia
de plantulas em 10%. Da mesma forma, Hussain et al. (2006) observaram aumento
médio de 80% na emergéncia de plantulas provenientes em sementes
osmocondicionadas com diferentes agentes osmoticos em relacao ao controle.

Os resultados de emergéncia de plantulas (Figura 4) foram semelhantes aos
obtidos no teste de germinacao (Figura 1) para os trés lotes, ou seja, os efeitos positivos
do condicionamento osmotico foram observados apenas para o lote de menor qualidade
fisiologica (lote 3) tanto na temperatura ideal (25 °C) como na sub e supra 6tima (15 e
35 °C, respectivamente). Esse fato € particularmente importante, pois em condicGes
ideais € esperado que o potencial germinativo estimado das sementes se reproduza em
campo. Sabe-se, todavia, que as condicbes ambientais exercem influéncia sobre a
manifestacdo do potencial fisiolégico das sementes e, portanto, quando a semeadura é
realizada sob condicdes desfavoraveis, a emergéncia de plantulas geralmente é inferior a
germinacdo em laboratorio (Miguel e Marcos Filhos, 2002). Assim sendo, os resultados
obtidos reforcam os beneficios da aplicacdo da técnica de osmocondicionamento em
condicdes de temperatura sub e supra 6tima em lotes de sementes de girassal de meno
qualidade fisiologica.

Nado houve efeito do osmocondicionamento no comprimento de plantulas
independente do lote e da temperatura estudada (Figura 5).

Para a varidvel matéria seca (Figura 6), observou-se efeito positivo do
condicionamento osmatico nas sementes dos lotes 2 e 3 em todas as temperaturas. Cabe
ressalvar, que os resultados de comprimento e matéria seca de plantulas foram balizados
apenas para as plantulas caracterizadas como normais, conforme descrito na
metodologia. Assim sendo, esses resultados devem-se as plantulas mais vigorosas, apos
o décimo dia da semeadura, uma vez que o foco da pesquisa foi avaliar a tolerancia das

sementes na germinagao.
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Figura 5. Comprimento de plantula de trés lotes de girassol ‘Helio 250 condicionadas
(C/Cond.) ou ndo (S/Cond.), sob diferentes temperaturas. Letras minusculas
comparam os tratamentos dentro de cada temperatura e letras maiusculas
comparam os tratamentos entre as temperaturas. Médias seguidas de mesma letra

nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Os maiores acréscimos de matéria seca de plantula foram verificados no lote de
médio vigor (lote 2), em que houve incremento médio em torno de 12% nas
temperaturas 15 e 25 °C, ao passo que na temperatura supra 6tima o aumento foi de 6%.
No lote mais vigoroso (lote 1), os acréscimos na matéria seca foram menos expressivos,
sendo o maior incremento verificado na temperatura sub 6tima, com um valor médio de
9%.

De maneira geral, plantulas com menor contetdo de matéria seca apresentam-se
menos vigorosas, sendo, portanto, menos tolerantes e/ou resistentes as condicOes
adversas de campo. Assim sendo, 0s incrementos obtidos pelo osmocondicionamento

nas sementes de girassol foram suficientes para superar os efeitos deletérios das
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temperaturas sub e supra 6tima no desenvolvimento das plantulas para os lotes 1 e 2.
Rashid et al. (2002) relataram efeito semelhante na matéria seca de plantula em
condicdo sub e supra étima de temperatura em sementes osmocondicionadas de milho.
Vinhal-Freitas et al. (2011) observaram aumento no comprimento e massa seca de
plantulas de soja osmocondicionadas em PEG a -0,2 MPa. Na cultura do girassol
também foram observados resultados positivos do condicionamento osmético na

matéria seca de plantulas (Kaya et al., 2006; Madany e Khalil, 2017).
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nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

Segundo Trigo et al. (1999), o fato das sementes osmocondicionadas
apresentarem plantulas com maior acimulo de matéria seca pode estar relacionado aos

processos metabdlicos que ocorrem durante o condicionamento. Estes processos
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induzem a uma prolongada capacidade de sintese de proteinas, promovendo um balanco
metabdlico favoravel, que resulta no acimulo de biomassa.

Em sintese, verifica-se que, de modo geral, o condicionamento osmotico das
sementes de girassol em solucédo de PEG 6000 a -2,0 MPa foi eficiente para melhorar o
desempenho das sementes de menor qualidade fisiologica (lote 3) conforme pode ser
comprovado pelos resultados de germinagéo (Figura 1), emergéncia de plantulas (Figura
4) tanto na temperatura ideal (25 °C) quanto nas temperaturas sub e supra 6timas (15 e
25 °C, respectivamente). Observou-se ainda que 0 condicionamento osmaotico das
sementes dos lotes 2 (médio vigor) e 3 (baixo vigor) contribuiu para aumentar a
velocidade de germinagdo das sementes, avaliada tanto pela primeira contagem de
germinacado (Figura 2) como pelo indice de velocidade de emergéncia (Figura 3), em
praticamente todas as temperaturas testadas. O comprimento de plantulas néo foi
afetado pelo condicionamento (Figura 5), enquanto a massa seca de plantulas (Figura 6)

aumentou com o condicionamento das sementes do lote 1 e 2 nas trés temperaturas.

3.3 Efeito do condicionamento osmoético na atividade enzimatica de sementes de
girassol sob diferentes temperaturas

Nao houve efeito significativo do condicionamento osmético na atividade da
enzima superoxido dismutase (SOD) nas sementes dos lotes de alto (lote 1) e médio
vigor (lote 2). Por outro lado, foi observado aumento da atividade desta enzima nas
sementes condicionadas do lote 3, nas temperaturas 25 e 35 °C (Figura 7).

A enzima superoxido dismutase (SOD) destaca-se por ser a primeira enzima que
atua na defesa do organismo contra as espécies reativas de oxigénio (EROs) (Antunes-
Neto et al., 2005). Segundo Zelko et al. (2002), a SOD é considerada enzima-chave na
regulacdo de concentracdes intracelulares de radicais superoxidos e peréxidos a niveis
nao toxicos para as células. O principal papel desta enzima é transformar o superéxido
em peréxido de hidrogénio, cujo composto é menos reativo (Gill e Tuteja, 2010).
Quando as enzimas antioxidantes ndo atuam de forma eficiente na eliminacdo das EROs
geradas, a peroxidacao lipidica se torna mais evidente, sendo este o principal sintoma
atribuido ao dano oxidativo, frequentemente utilizada como um indicador de danos as

membranas celulares (Maia, 2012).
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Figura 7. Valores médios da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) em
sementes de trés lotes de girassol, em diferentes temperaturas, com e sem
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O aumento da atividade da SOD em sementes osmocondicionadas foi constatado
por diversos autores (Eisvand et al., 2010; Amooaghaie, 2011; Umair et al., 2012), que
atribuem o reparo das membranas como responsavel por evocar a atividade do sistema
antioxidante enzimatico. E relatado ainda, que o aumento da atividade desta enzima é
reconhecido por conferir tolerAncia ao estresse oxidativo (Jaleel et al., 2007; Mittler,
2002). Esse efeito pode ser observado nas sementes de girassol do lote 3, em que o
condicionamento osmaotico com PEG a -2,0 MPa favoreceu o desempenho das sementes
sob condic¢des sub (15 °C) e supra 6tima (35 °C) de temperatura tendo reflexos positivos
nas porcentagens de germinacdo (Figura 1) e emergéncia (Figura 4) e velocidade de

germinacgao (Figura 2 e 3).
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Ao se comparar o efeito das temperaturas (Figura 7) dentro de cada tratamento
de condicionamento, observou-se que apenas para as sementes ndo condicionadas do
lote 1 ndo houve diferenga entre as temperaturas. As sementes osmocondicionadas deste
lote quando colocadas para germinar a 25 °C e 35 °C néo diferiram quanto a atividade
da SOD, que foi superior a observada nas sementes sob temperatura de 15 °C, o que
também ocorreu para as sementes do lote 2 sem condicionamento. Nas sementes
osmocondicionadas deste lote, verificou-se maior atividade da SOD na temperatura de
35 °C e menor atividade a 15 °C, o que também ocorreu para as sementes condicionadas
do lote 3 (menor vigor). J4 as sementes ndo condicionadas deste lote, a maior atividade
da SOD ocorreu a 15 °C e a menor, a 35 °C.

Assim, de modo geral, pode-se observar que as sementes osmocondicionadas
apresentaram maior atividade da SOD na condicdo supra 6tima, indicando inducdo no
aumento da atividade desta enzima, a fim de remover possiveis danos por acumulo das
EROs na temperatura de 35 °C (Figura 7). Kumar et al. (2012), trabalhando com
gendtipos de milho e arroz, também relataram aumento da atividade da SOD em
condicdo supra 6tima (40 °C).

A catalase (CAT) é encontrada principalmente nos glioxissomos, local de
origem do HO2 como subproduto da B-oxidacdo dos &cidos graxos e fotorrespiracéo
(Gill e Tuteja, 2010). A CAT é efetiva, principalmente em concentracdes relativamente
altas de HO., por isso € considerada indispensavel para a desintoxicacdo de EROs,
qguando os niveis de2B. sdo maiores (Ye et al., 2012), especialmente em condi¢bes de
estresse, como observado nas sementes de girassol expostas as temperaturas sub e supra
otima (Figura 8). A inibicdo da CAT, por outro lado, leva ao aumento das espécies
reativas de oxigénio, proporcionando um estresse oxidativo, que pode afetar o
desenvolvimento das plantulas ou até mesmo provocar a morte celular (Silva et al.,
2007).
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Figura 8. Valores médios da atividade da enzima catalase (CAT), em diferentes
temperaturas, em sementes de trés lotes de girassol com e sem condicionamento.
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mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

O condicionamento osmotico favoreceu a atividade da CAT para o lote 1 (alto
vigor) na situacdo sub 6tima; ja para o lote 2 (médio vigor), esse efeito foi observado na
temperatura supra étima. Em contrapartida, para as sementes do lote 3, de menor vigor,
foi verificado aumento da atividade da catalase nas duas temperaturas estressantes, 15 e
35 °C (Figura 2). Como se sabe, ambas enzimas (SOD e CAT) estédo envolvidas em um
mecanismo de protecdo responsavel pela eliminacdo de produtos téxicos as células
mantendo-os em niveis controlados. Assim, para manter o equilibrio das espécies
reativas de oxigénios a nivel intracelular é necessario que estas enzimas atuem de forma
conjunta e integrada (Mittler, 2002).

Assim sendo, os efeitos benéficos observados, especialmente para o lote de

menor vigor, podem estar relacionados aos estimulos promovidos pelo
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osmocondicionamento na atividade enzimatica, tendo reflexos no desempenho das
sementes frente as condi¢cdes sub e supra 6timas de temperatura. Bailly et al. (2002)
relataram aumento da atividade da enzima catalase em sementes de girassol cv
‘Fantasol’ osmocondicionadas com PEG a -2,0 MPa. Segundo esses autores, 0S
beneficios observados na germinacdo e desenvolvimento das plantulas de girassol estao
relacionados aos estimulos promovidos pelo osmocondicionamento nessas enzimas,
uma vez ha uma estreita relacdo no balanco entre a atividade enzimatica antioxidante e
o conteudo de peroxido de hidrogénio intracelular.

Ainda na Figura 8, comparando-se as temperaturas, observa-se que nas sementes
osmocondicionadas do lote 1 a maior atividade da CAT foi obtida na temperatura de 35
°C e a menor atividade na temperatura controle (25 °C), enquanto que as sementes nao
condicionadas, a maior atividade ocorreu a 35 °C e a menor a 15 °C. J4 para o lote 2,
nao houve diferenca entre as temperaturas avaliadas quanto a atividade da CAT tanto
para as sementes condicionadas como para as nao condicionadas, o que também ocorreu
nas sementes ndo condicionadas do lote de menor vigor (lote 3). Para as sementes
condicionadas deste lote, no entanto, a maior atividade da CAT foi observada na
temperatura supra 6tima (35 °C) em relacdo as demais temperaturas.

Reducdes na atividade da catalase podem tornar as sementes mais sensiveis aos
efeitos dos radicais livres sobre acidos graxos insaturados de membrana e aos produtos
derivados da peroxidacao de lipideos secundarios (Gomes et al., 2000). Entretanto, os
estimulos promovidos pelo condicionamento osmético nas sementes foram suficientes
para atenuar os danos provocados pelas espécies reativas de oxigénio nas sementes de
girassol em condicao sub e supra étima de temperatura. Segundo Bailly et al. (1998), na
cultura do girassol, a taxa de germinacdo das sementes esta intimamente correlacionada
com a atividade da catalase. Fato observado no presente estudo para as sementes
osmocondicionadas do lote 3, de menor vigor, na condi¢édo supra 6tima (35 °C), a qual a
maior atividade da catalase foi coincidente aos maiores incrementos obtidos na
porcentagem de germinacdo (Figura 1) e, também para o indice de velocidade de
emergéncia (Figura 3).

O condicionamento osmético promoveu aumento na atividade da peroxidase
(POX) em todos os trés lotes na condicdo sub Otima, ou seja, a 15 °C (Figura 9). No
outro extremo, a 35 °C, o condicionamento osmotico promoveu aumento na atividade

da POX nas sementes dos lotes 2 e 3. Na temperatura controle (25 °C), o efeito benéfico
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do osmocondicionamento na atividade da POX foi observado nos lotes de alto (lote 1) e

médio vigor (lote 2).
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Figura 9. Valores médios da atividade da enzima peroxidase (POX), em diferentes
temperaturas, em sementes de trés lotes de girassol com e sem condicionamento.
Letras mindsculas comparam os tratamentos dentro de cada temperatura e letras
maiusculas comparam o0s tratamentos entre as temperaturas. Médias seguidas de

mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

As peroxidases desempenham um papel critico no metabolismo das plantas e na
oxidagdo por peroxidos, como aceptores de hidrogénio, sendo importante nos
mecanismos de defesa. Em sementes, a reducdo da atividade desta enzima pode torna-
las mais sensiveis aos efeitos dg @vs radicais livres sobre acidos graxos insaturados
de membranas e a formacéo de peroxido nas células, indicando baixa viabilidade e vigor
das sementes (Demirkaya et al., 2010; Prodanovic et al., 2012).

Comparando-se as temperaturas (Figura 9), a maior atividade da POX ocorreu
na temperatura controle (25 °C), tanto nas sementes ndo condicionadas como nas

condicionadas dos lotes 1 e 2, sendo superior as demais temperaturas. No lote 3, ndo
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houve diferenca entre as temperaturas quanto a atividade da POX nas sementes
osmocondicionadas, ao passo que nas sementes nao condicionadas tal atividade foi
maior na temperatura controle quando comparada a temperatura sub 6tima (15 °C). O
aumento promovido pelo condicionamento osmatico na atividade da POX nas sementes
do lote 3 foi capaz de mitigar as diferencas estatisticas observadas para as sgfaente
condicionadas ao longo das temperaturas testadas. Farooq et al. (2017) verificaram
correlagéo positiva entre a atividade do sistema antioxidante (CAT, POX e APX) e a
matéria seca de plantulas em sementes de gréo-de-bico osmocondicionadas eom NaCl
a -1,25 MPa, em condicdo sub oOtima e 6tima de temperatura. No presente estudo,
verificou-se incrementos na matéria seca de plantulas em todas as temperaturas
avaliadas nos lotes 1 e 2 (Figura 5), os quais também apresentaram efeito positivo na
atividade enziméatica da POX, estimulados pelo condicionamento osmaético com PEG a -
2,0 MPa. De maneira geral, os resultados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes nos lotes de médio e baixo vigor, nas temperaturas sub e supra 6tima
promovidos pelo condicionamento osmético com PEG a -2,0 MPa em sementes de
girassol sdo importantes, pois evidenciam a capacidade de tolerancia aos efeitos
deletérios do estresse oxidativo causados pelo estresse térmico.

Aumentos na atividade da POX estimulados pelo condicionamento osmotico em
situacdo de estresse foram relatados por diversos autores. O condicionamento osmotico
com manitol (4%) em sementes de alfafa foi eficiente para suprimir os efeitos negativos
causados pelo estresse salino, promovendo incrementos na atividade da POX, CAT e
SOD e, como consequéncia, favorecendo a porcentagem de germinagdo e comprimento
de plantula (Amooaghaie, 2011). Em situacdo de estresse hidrico, as plantulas de
girassol condicionadas com &cido ascorbico e Nagiesentaram maiores valores de
atividade do sistema antioxidante (CAT e POX) e, da mesma forma, maiores
incrementos no comprimento das plantulas (Madany e Khalil, 2017). Beckers e Conrath
(2007) sugerem que o condicionamento osmaotico desencadeia uma série de processos
de ativacdo de mecanismos de defesa celular em resposta as condi¢cdes adversas.
Segundo os mesmos autores, as células acumulam compostos de sinalizagdo que séo
utilizados apenas sob condi¢des de estresse.

A enzima ascorbato peroxidase (APX) desempenha papel-chave no ciclo
ascorbato-glutationa e na eliminagdo dgHnos cloroplastos e citosol das células

vegetais (Grob et al., 2013). Esta enzima desempenha papel importante na biossintese
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da parede celular, bem como nas funcbes de crescimento, diferenciacdo e
desenvolvimento das células, além de estarem envolvidas nas respostas ao estresse
(Bewley et al., 2013). Para Cavalcanti et al. (2007), a APX atua como regulador das
atividades fisioldgicas das plantas, sendo sua atividade altamente influenciada pelas

condicOes externas, como pode ser observado na Figura 10.
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Figura 10. Valores médios da atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX), em
diferentes temperaturas, em sementes de trés lotes de girassol com e sem
condicionamento. Letras mindsculas comparam os tratamentos dentro de cada
temperatura e letras mailsculas comparam 0s tratamentos entre as temperaturas.
Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
(p<0,05).

Ao se avaliar o efeito da temperatura na atividade enzimatica da APX (Figura
10), verificou-se que néo houve diferenca significativa ao longo das temperaturas para
as sementes nao condicionadas dos lotes de alto e médio vigor, lote 1 e 2,

respectivamente. Para as sementes ndo condicionadas do lote 3, a maior atividade foi
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observada na temperatura controle (25 °C) e as menores nas temperaturas sub e supra
O0tima, ndo havendo diferenca significativa entre elas. Ja nas sementes
osmocondicionadas, para os trés lotes, houve comportamento semelhante, com maior
atividade da APX nas temperaturas de 25 °C e 35 °C e menor atividade a 15 °C.

Em situacdo de estresse térmico, houve aumento da atividade da CAT e APX
durante a germinacao de sementes de trigo na temperatura controle (20 °C) (Yao et al.,
2012). Sun et al. (2010), avaliando o efeito de temperaturas supra e sub 6tima no
desempenho de sementes de tabaco, reportaram aumento da atividade da APX nas
condicOes estressantes (15 e 35 °C).

Quanto ao efeito do condicionamento osmético, verificou-se resultados
semelhantes para os lotes 1 e 2, ocorrendo aumento da atividade da APX nas
temperaturas Otima e supra 6tima em relacdo a sub 6tima. Por outro lado, para o lote de
menor vigor (lote 3) observou-se aumento na atividade da APX nas temperaturas sub e
supra Otima nas sementes condicionadas em relacdo as ndo condicionadas (Figura 10).
Resultados semelhantes foram descritos por Chen e Arora (2011), ao avaliarem o efeito
do condicionamento osmoético com PEG a -0,6 MPa em sementes de espinafre,
relataram aumentos na atividade das enzimas do sistema antioxidante (CAT, APX e
SOD) e incrementos na porcentagem de germinacdo. O condicionamento osmotico com
CaCb a-1,25 MPa induziu a tolerancia das plantulas de grao-de-bico sob condi¢ao sub
O0tima de temperatura (Farooq et al., 2017). Esses autores atribuiram esse fato as
melhorias promovidas pelo condicionamento osmético no metabolismo antioxidante
(CAT e APX), protegendo a planta contra os danos oxidativos do estresse térmico. O
condicionamento osmaético com PEG a -15 bars em sementes de trigo sob déficit hidrico
promoveu incrementos na atividade da CAT e APX (Ansari e Sharif-Zadesh, 2012). Os
autores correlacionaram esses resultados aos beneficios obtidos nas porcentagens de
germinacao e primeira contagem de germinagao.

Os efeitos positivos promovidos pelo condicionamento osmaético observados na
atividade da APX para o lote de menor vigor estdo em consonancia aos descritos para a
enzima catalase (Figura 8). Essa observacao € interessante, pois estas enzimas atuam em
cooperacao em eventos de dismutacdo do peroxido de hidrogénio, otimizando a reducao
dos efeitos deletérios dos EROs gerados em condi¢cdo de estresse (Moller et al. 2007).
Cabe ressaltar que esta regulacdo enzimatica pode ser perdida caso o estresse seja muito

severo, provocando aumento da producao de radicais livres que podem levar a uma
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cascata de eventos que se inicia com a peroxidacdo de lipidios, avancando para a
degradacéo de membranas e morte celular (Greggains et al., 2000). Assim sendo, nas
condicbes em que as sementes foram submetidas no presente estudo, o condicionamento

osmoético com PEG a -2,0 MPa foi eficiente em suprimir tais efeitos.

4. CONCLUSAO

O condicionamento osmético das sementes de girassol com solucdo de PEG
6000 a -2,0 MPa foi eficiente para melhorar o desempenho do lote de menor vigor sob
temperatura sub e supra 6tima, favorecendo o aumento da atividade das enzimas do

sistema antioxidante.
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