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RESUMO

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, margo
2021. Osmocondicionamento com selénio em sementes de tomate
submetidas ao déficit hidrico. Orientador: Laércio Junio da Silva.
Coorientadores: Daniel Teixeira Pinheiro e Rafael Macedo de Oliveira.

O tomate (Solanum lycopersicum L.) é considerado sensivel ao déficit hidrico e
ainda n&o ha disponiveis cultivares comerciais com niveis satisfatérios de
tolerancia a seca. Dessa forma, o uso de gendtipos e elementos quimicos
como o selénio (Se), que possam expressar maior tolerdncia a estresses
abioticos vém sendo estudados. Assim, os objetivos com o presente trabalho
foram: (l) avaliar o desempenho de sementes de duas linhagens de tomate
osmocondicionadas com solu¢cao de Se e submetidas ao déficit hidrico durante
a germinacgao; (Il) determinar o binbmio concentracdo de Se e tempo de
osmocondicionamento mais adequado para ser utilizado nas sementes de
tomate e (lll) avaliar a qualidade fisica, fisiolégica e atividade enzimatica de
sementes de duas linhagens de tomate osmocondicionadas com Se e
posteriormente submetidas ao déficit hidrico durante a germinagdo. No
Experimento |, sementes de duas linhagens de tomate LA 3475 e LA 4050,
com menor e maior tolerdncia ao déficit hidrico durante o processo de
germinagao, respectivamente, foram submetidas ao osmocondicionamento
com NaSeO4, na concentragédo de 60 uyM, em solugdo de PEG 6000 a -1,0
MPa durante 24, 48 e 72 horas. O controle consistiu em sementes nao
osmocondicionadas. Posteriormente, as sementes foram submetidas a
germinagao sob déficit hidrico a -0,3 Mpa. No tratamento sem déficit hidrico foi
utilizado agua destilada (0,0 MPa). No Experimento Il, sementes das duas
linhagens foram submetidas ao osmocondicionamento com Na>SeOs, nas
concentragdes de 0,0; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 yM em solucédo de PEG 6000 a -
1,0 MPa durante 24 e 48 h. Em seguida, foi avaliado o potencial de germinacao
das sementes. No Experimento Ill, as sementes foram submetidas ao
osmocondicionamento com solu¢cdo Na2SeO4, na concentragédo de 12,5 yM, em
solugao PEG 6000 a -1,0 MPa durante 24 h. O controle consistiu em sementes
nao osmocondicionadas (0 h). Logo apds, as sementes provenientes dos
diferentes tratamentos foram submetidas ao déficit hidrico (PEG -0,3 MPa)
durante a germinagao, conforme metodologia adotada no Experimento |. Nos



dois primeiros experimentos, foram avaliadas a germinagdo (protruséo
radicular) e porcentagem de plantulas normais, na primeira e ultima contagem
do teste de germinacdo e o indice de velocidade de germinagdo. No
experimento lll, além da qualidade fisiolégica, foram realizadas analise da
qualidade fisica das sementes e da atividade enzimatica em plantulas. Foi
também realizada andlise multivariada de componentes principais (PCA) para
todas as caracteristicas avaliadas e correlagdo de Pearson (r), calculada com
os dados obtidos em todas as avaliagbes para as duas linhagens. Nos trés
experimentos, o déficit hidrico reduziu a germinagdo, a velocidade e a
uniformidade de germinacéo das sementes. No Experimento |, a concentracéo
de 60 uM de Se utilizada no osmocondicionamento n&o foi benéfica para as
sementes de ambas as linhagens. No Experimento II, 0 osmocondicionamento
das sementes com 12,5 uM de Se por 24 h proporcionou maior porcentagem
de germinacgéo para ambas as linhagens. No Experimento Ill, em condi¢cado de
déficit hidrico, o osmocondicionamento das sementes com Se néo
proporcionou beneficios para a germinagao das sementes em relagdo aquelas
osmocondicionadas sem Se. Em sintese, sementes osmocondicionadas com
PEG a -1,0 MPa apresentaram melhoria na qualidade fisiolégica e em atributos
fisicos. Em condi¢des de déficit hidrico, o osmocondicionamento com Se na
concentragdo de 12 uM por 24 h ndo melhora o desempenho fisiolégico e

atividade enzimatica de sementes das linhagens de tomate LA3475 e LA 4050.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L.. Estresse Abidtico. Linhagens de

Introgressao. Condicionamento Osmotico. Qualidade de Sementes.



ABSTRACT

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2021. Osmopriming with selenium in tomato seeds under water deficit.
Adviser: Laércio Junio da Silva. Co-advisers: Daniel Teixeira Pinheiro and
Rafael Macedo de Oliveira.

Tomato (Solanum lycopersicum L.) is considered sensitive to water deficit and
there are not yet available commercial cultivars with satisfactory levels of
drought tolerance. Thus, the use of genotypes and chemical elements such as
selenium (Se) has been studied to improve tolerance to abiotic stresses.
Therefore, the present study aimed: (l) to evaluate the performance of tomato
seeds from two lineages osmoprimed with Se solution and submitted to water
deficit during the germination; (ll) to determine the most appropriate
combination of Se concentration and osmopriming time for tomato seeds; and
(1) evaluate the physical and physiological quality and the enzymatic activity of
tomato seeds from two lineages osmoprimed with Se and submitted to water
deficit during the germination. In experiment |, tomato seeds from two lineages
(LA 3475 and LA 4050), which had lower and higher tolerance to water deficit
during the germination, respectively, were osmoprimed using Na>SeOs at a
concentration of 60 uM in a PEG 6000 solution at -1.0 MPa for 24, 48, and 72
hours. Non-primed seeds were taken as the control. After that, seeds were
placed to germinate under water deficit at -0.3 MPa. The treatment with no
water deficit stress used distilled water (0,0 MPa). In experiment Il, seeds of
both lineages were osmoprimed using Na:SeO,4 at a concentration of 0.0, 12.5,
25.0, 37.5, and 50 uyM in a PEG 6000 solution at -1.0 MPa for 24 and 48 hours.
Then, the germination potential of seeds was evaluated. In experiment lll,
seeds were osmoprimed using Na>SeQO4 solution at a concentration of 12.5 yM
in a PEG 6000 solution at -1.0 MPa for 24 h. Non-primed (0 h) seeds were
taken as the control. Then, seeds from different treatments were submitted to
water deficit (PEG -0.3 MPa) during the germination, according to the
methodology of experiment I. In both experiments | and Il, germination (radicle
protrusion) and percentage of normal seedlings in the first and last count of
germination test, and germination speed index were evaluated. In experiment
lll, besides the physiological quality, the analysis of the physical quality of seeds
and the enzymatic activity of seedlings was evaluated. In addition, the Principal



Components Analysis (PCA) was performed using all parameters evaluated and
Person correlation (r) was calculated using data from all evaluations of both
lineages. In experiment |, the concentration of 60 uyM Se used in the
osmopriming was not beneficial for both seeds lineages. In experiment Il,
osmoprimed seeds with 12.5 yM Se for 24 h provided a higher germination
percentage for both lineages. In experiment Ill, under water deficit conditions,
osmopriming with Se did not provide benefits for seed germination compared to
osmopriming without Se. In summary, seeds osmoprimed with PEG 6000 at -
1.0 MPa ameliorated physiological quality and physical attributes. Under water
deficit conditions, osmopriming with Se at a concentration of 12 uM did not
improve the physiological performance and enzymatic activity of tomato seeds
from lineages LA3475 and LA 4050.

Keywords: Solanum lycopersicum L.. Abiotic Stress. Introgression Lineages.

Osmopriming. Seed Quality.
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INTRODUGAO GERAL

A agua é um dos fatores mais importantes para a germinagao de
sementes. E por meio da sua absorcdo que a semente inicia o processo de
germinacgao, primeiramente por meio da reidratagdo dos tecidos, que culmina
no aumento da atividade metabdlica da semente, como a respiracao, levando
ao fornecimento de energia e nutrientes, responsaveis pelo crescimento do
eixo embrionario e consequente protrusao da raiz primaria (Bewley et al., 2013;
Ataide, Borges e Leite Filho, 2016).

Potenciais hidricos muito baixos no inicio da embebi¢do podem
acarretar em problemas durante todo o processo germinativo (Bansal, Bhati e
Sen, 1980). Dentre os efeitos da baixa disponilidade hidrica, estdo a redugéo
na velocidade de hidratagdo dos tecidos e de difusdo do oxigénio,
retardamento do inicio da atividade enzimatica, redugdo do crescimento
meristematico, problemas no alongamento celular, na sintese de parede e na
emissao da radicula (Hadas, 1976; Girotto et al., 2012; Silva et al., 2016).
Todos esses fatores contribuem para a redugédo na porcentagem de sementes
germinadas e no estande final desuniforme com maior numero de plantulas
anormais e danificadas (Demir et al., 2006).

O estresse por seca também pode provocar mudancas estruturais na
membrana celular devido a desnaturagdo de proteinas. A redugado do volume
celular podera acarretar na jungdo de componentes citoplasmaticos,
aumentando a viscosidade do citoplasma, podendo resultar em interagbes
indesejaveis capazes de causar a degradacao de proteinas e fusdo de
membrana (Hoekstra, Golovina e Buitink, 2001).

O tomateiro (Solanum lycopersicum L.) € uma cultura altamente exigente
em agua durante todo o ciclo (Alvarenga e Coelho, 2013) e, quando em
condicdes de déficit hidrico, acarreta prejuizos no crescimento,
desenvolvimento e produtividade (Bray, 2004). Por isso, a obtencdo de
cultivares tolerantes a essa condigdo torna-se alternativa de baixo custo no
manejo da cultura e eficiente para locais onde se tem problemas de distribuicao
de agua, uma vez que a sua falta afeta negativamente a producgao agricola e a

seguranca alimentar (Girotto et al., 2012; Berenguer, 2015; Esan et al., 2018).
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Até o momento ndo ha disponivel gendtipos comerciais de tomateiro
com boas caracteristicas agronémicas aliadas a niveis satisfatorios de
toleréncia a seca (Maciel et al., 2017). Uma das alternativas para o aumento da
tolerdncia ao déficit hidrico em novas cultivares € o cruzamento de linhagens
ou espécies selvagens com cultivares comerciais (Morales, 2012). Dentre as
espécies selvagens que se desenvolvem em ambientes aridos, destaca-se
Solanum pennellii que, em relagdo a S. lycopersicum, possui maior eficiéncia
do uso da agua (Easlon e Richards, 2009). S. pennellii possui frequéncia
estomatica 29% menor, suas folhas sdo 54% mais espessas, com espagos
aéreos equivalentes a 31% do volume relativo ao total do volume de tecido
foliar comparado com S. lycopersicum. Além disso, possui 13% menos clorofila
e 11% menos atividade da ribulose-1,5-bifosfato carboxilase oxigenase
(Rubisco) por unidade de area foliar quando comparado com o tomate
comercial (Kebede et al., 1994).

A espécie selvagem tem uma sequéncia gendmica completa e possui
colegdo de linhagens de introgressdo segmentar (ILs), composta por 76 ILs
sendo que cada uma carrega apenas um segmento introgressivo homozigoto,
bem caracterizado (Eshed e Zamir, 1995; Liu e Zamir, 1999; Chitwood et al.,
2013). Estes segmentos cobrem todo o genoma do doador S. pennellii (LA 716)
no fundo genético de Solanum lycopersicum (cultivar M82), sensivel ao déficit
hidrico (Eshed e Zamir, 1995). Cruzamentos de ILs de S. pennelli com S.
lycopersicum vém sendo utilizados para definicdo de l6cus de caracteristicas
quantitativas (QTLs), tais como rendimento, composi¢céo quimica, producao de
biomassa, adaptagdo morfoldgica, tolerancia a estresse abidtico e elevado
vigor hibrido (Arumuganathan e Earle, 1991; Lippman, Semel e Zamir, 2007;
Kamenetzky et al., 2010).

A fim de simular o estresse hidrico in vitro, o uso de solu¢des osmaticas
em sementes e plantulas tem sido utilizado com eficiéncia em pesquisas com o
intuito de selecionar gendtipos e cultivares tolerantes a seca (Hamidi e
Safarnejad, 2010; Kumar e Padmanabh, 2015; Borba et al., 2017; Machado et
al., 2017; Maciel et al., 2017). Dentre as substancias utilizadas, destaca-se o
polietilenoglicol (PEG), que possui caracteristicas favoraveis, como nao ser
toéxico, ndo penetrar nas células e nao ser degradado por possuir alto peso

molecular, permitindo embebicao lenta e controlada nas sementes (Hasegawa
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et al., 1985; Villela, Doni Filho e Sequeira, 1991). Pessoa (2018) indentificou
linhagens de introgressao (ILs) derivadas de S. pennellii mais tolerantes ao
déficit hidrico (simulado com solu¢do de PEG) durante a germinagao. Dentre as
selecionadas, a IL 1-4-18 (LA 4050) foi classificada como candidata para novos
estudos para poder valida-la como tolerante a essa caracteristica.

Além de linhagens de introgressdo que possam expressar tolerancia a
estresses abidticos, a utilizacdo de elementos quimicos também esta sendo
empregada destacando-se o Selénio (Se). Apesar de ndo ser considerado um
elemento essencial para as plantas (Diao et al., 2014), o Se atua promovendo o
crescimento vegetal, por exemplo, aumentando o teor de clorofila nas folhas
(Dong et al., 2012), além de induzir resisténcia a condigbes estressantes,
sejam abidticas, como déficit hidrico (Hasanuzzaman e Fujita, 2011; Nawaz et
al., 2013), estresse térmico (Balal et al., 2016), estresse salino (AbulSoud e
Abd Elrahman, 2016), contaminagdo por metais pesados (Li et al., 2016),
dentre outros; ou bidticas, como ataque de pragas e doencgas (Pilon-Smits et
al., 2009; El Mehdawi e Pilon-Smits, 2012).

A disponibilidade de Se na natureza para os vegetais € via solo, sendo
encontrado naturalmente nas formas organicas, selenometionina (SeMet) e
selenocisteina (SeCis), elementar (Se®) e inorganicas, selenato (SeQ4?),
selenito (SeO3?) e seleneto (Se?) (Jezek et al., 2012; Fordyce, 2013; Kaur et
al., 2014). As plantas acumulam mais as formas selenato (SeO4?) e selenito
(Se0s?) (White et al., 2007). O Se pode ser fornecido as plantas por diferentes
formas. Dentre elas, tem-se a biofortificagdo por meio de fertilizantes quimicos
artificiais (Cartes, Gianfreda e Mora, 2005), pulverizagao foliar (Boldrin et al.,
2013; Nawaz et al., 2016) e osmocondicionamento ou priming (Khaliq et al.,
2015; Moulick et al., 2016), que consiste na hidratagao controlada de sementes
sob baixo potencial hidrico ativando as fases iniciais da germinagcdo sem,
contudo, permitir a emissao da radicula. O osmocondicionamento favorece o
estabelecimento mais rapido e uniforme de plantulas no campo (Di Girolamo e
Barbanti, 2012; Bewley et al., 2013; Paparella et al., 2015).

O osmocondicionamento em sementes € uma técnica simples, facil e de
baixo custo, sendo alternativa para o fornecimento de Se as -culturas
agronOmicas (Ahmad et al., 2015). Na literatura, sdo escassos os trabalhos

com a aplicagao de Se via osmocondicionamento em sementes de tomate e de
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outras hortali¢cas (Oliveira, 2016; Prado et al., 2017; Puccinelli et al., 2017). Em
sementes de arroz (Khaliq et al., 2015; Moulick et al., 2016) e trigo (Nawaz et
al., 2013), por exemplo, mais trabalhos s&o encontrados.

O papel protetor do Se contra estresses em plantas e sementes parece
estar associado a sua capacidade de diminuir a peroxidacao de lipideos (Pilon-
Smits et al., 2009), por meio do sistema antioxidante (Djanaguiraman, Prasad e
Seppanen, 2010). O Se € o centro catalitico de selenoproteinas, como a
glutationa peroxidase (GPX) e tiorredoxinas redutases (TR), além da catalase
(CAT) e superoxido dismutase (SOD) (Rayman, 2000; Pilon-Smits et al., 2009;
Nawaz et al., 2016) reduzindo, em especial, os ions Oz e/ou H20> (Feng, Wei
e Tu, 2013). Porém, concentragcdes elevadas de Se em plantas agem
antagonicamente, provocando estresse oxidativo nas mesmas (Mroczek-
Zdyrska e Wojcik, 2012; Schiavon et al., 2012).

Desta forma, o objetivo com o presente trabalho foi ajustar metodologia
de osmocondicionamento de sementes de tomate utilizando-se solucao de Se;
e investigar os efeitos deste tratamento em caracteristicas fisicas, fisiologicas e

bioquimicas das sementes.
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CAPITULO 1

Efeito do osmocondicionamento com selénio na germinagéao e vigor de
sementes de tomate contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico

RESUMO

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, marco
2021. Efeito do osmocondicionamento com selénio na germinagao e vigor
de sementes de tomate contrastantes quanto a tolerancia ao déficit
hidrico. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Daniel Teixeira
Pinheiro e Rafael Macedo de Oliveira.

O primeiro e 0 mais importante efeito da seca para as sementes é o prejuizo a
germinacao e a desuniformidade no estabelecimento de plantulas no campo.
Assim, 0 uso de gendtipos e elementos quimicos que possam contribuir para o
aumento da tolerancia das plantas a estresses abidticos vém se tornando
objeto de estudos para diversas espécies agricolas. O selénio (Se) pode induzir
resisténcia ao déficit hidrico em sementes e plantas. Assim, os objetivos com o
presente trabalho foram: () avaliar o desempenho de sementes de duas
linhagens de tomate osmocondicionadas com solugdo de Se e submetidas ao
déficit hidrico; e (Il) determinar o binbmio concentragao de selénio e tempo de
osmocondicionamento mais adequado para ser aplicado nas sementes de
tomate. No Experimento |, sementes de tomate Solanum lycopersicum das
linhagens LA 3475 e LA 4050, com menor e maior tolerancia ao déficit hidrico,
respectivamente, foram submetidas ao osmocondicionamento com Na>SeOg,
nas concentragbes de 0,0 e 60 uM em solucdo de PEG 6000 a -1,0 MPa
durante 24, 48 e 72 horas. O controle consistiu em sementes né&o
osmocondicionadas (0 h). Apds secas, as sementes foram submetidas ao teste
de germinagao sob déficit hidrico a -0,3 MPa. No controle ndo houve déficit
hidrico (0,0 MPa). No Experimento Il, sementes das duas linhagens foram
submetidas ao osmocondicionamento com Na>SeO4 nas concentragdes de 0,0;
12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 yM em solucédo de PEG 6000 a -1,0 MPa durante 24 e
48 h. A metodologia do osmocondicionamento foi a mesma utilizada no
Experimento |I. No segundo experimento, as sementes foram colocadas para

germinar em condicdes ideais do teste de germinacado. Nos dois experimentos,
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foram avaliadas a germinagao (protrusao radicular) e porcentagem de plantulas
normais, na primeira e ultima contagem do teste de germinagao, além do indice
de velocidade de germinagédo. No experimento |, para as sementes das duas
linhagens, o déficit hidrico reduziu a germinagao, a porcentagem de plantulas
normais e a velocidade de germinagcdo das sementes. Em geral, o
osmocondicionamento com Se ndo induziu tolerdncia as sementes ao déficit
hidrico. No experimento Il, o osmocondicionamento sem selénio ou na
concentracdo de 12,5 uM por 24 h proporcionou melhores respostas para as
sementes de ambas linhagens. Assim, o binbmio osmocondicionamento com
concentracdo de 12,5 yM de Se e tempo de 24 h de condicionamento tem
potencial para ser utilizado em sementes de tomate provindas de linhagens

com diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Solanum lycopersicum L.. Priming. M82. Elemento Benéfico.
Seca.
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CHAPTER 1

Effect of osmopriming with selenium on germination and vigor of
contrasting tomato seeds regarding water deficit tolerance

ABSTRACT

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2021. Effect of osmopriming with selenium on germination and vigor of
contrasting tomato seeds regarding water deficit tolerance. Adviser:
Laércio Junio da Silva. Co-advisers: Daniel Teixeira Pinheiro and Rafael
Macedo de Oliveira.

The first and most important effect of drought on seeds is the damage to
germination and the lack of uniformity in seedling establishment in the field.
Therefore, using genotypes and chemical elements can contribute to increase
the tolerance of plants to abiotic stresses, which have become a study subject
for different agricultural species. Selenium (Se) can induce resistance to water
stress in seeds and plants. Thus, this study aimed: (I) to evaluate the
performance of tomato seeds from two lineages osmoprimed with Se solution
and submitted to water deficit; and (ll) to determine the most appropriate
combination of Se concentration and osmopriming time for tomato seeds. In
experiment |, tomato seeds (Solanum lycopersicum L.) from lineages LA 3475
and LA 4050, which had lower and higher tolerance to water deficit,
respectively, were osmoprimed with Na>SeO4 at concentrations of 0.0 and 60
MM in a PEG 6000 solution at -1.0 MPa for 24, 48, and 72 hours. Non-
osmoprimed seeds were taken as the control (0 h). Dried seeds were placed to
germinate under water deficit at -0.3 MPa. The control seeds had no water
deficit (0.0 MPa). In experiment Il, seeds from both lineages were osmoprimed
with Na>SeO4 at concentrations of 0.0, 12.5, 25.0, 37.5, and 50 uyM in a PEG
6000 solution at -1.0 MPa for 24 and 48 h. The osmopriming methodology used
was the same as in experiment |. In experiment Il, seeds were placed to
germinate in optimum conditions for the germination test. Germination (radicle
protrusion), percentage of normal seedlings in the first and last count of the

germination test, and the germination speed index were evaluated in both
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experiments. In experiment |, the water deficit reduced the germination,
percentage of normal seedlings, and seed germination speed in both lineages.
Overall, the osmopriming with Se did not induce tolerance in seeds under water
deficit. In experiment Il, the osmopriming without Se or at a concentration of
12.5 uM for 24 h provided better responses for seeds from both lineages.
Therefore, the combination of Se concentration (12.5 yM) and osmopriming
time (24 h) has the potential to be used in tomato seeds from two lineages with

different levels of tolerance to water deficit.

Keywords: Solanum lycopersicum L.. Priming. M82. Beneficial Element.
Drought.
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INTRODUGAO

O primeiro e 0 mais importante efeito da seca na fase de implantagao
de uma cultura é o prejuizo a germinagdo das sementes e a desuniformidade
no estabelecimento de plantulas no campo (Harris, Tripathi e Joshi, 2002). A
disponibilidade de &gua para as sementes, quando em quantidades
inadequadas, afeta negativamente o processo de embebicdo e,
consequentemente, de germinagdo (Machado et al., 2017; Oliveira, Cruz e
Martins, 2019). A embebigdo é influenciada por diversos fatores, tais como
permeabilidade e composi¢cao do tegumento, disponibilidade hidrica no meio,
area de contato substrato semente, pressao hidrostatica, temperatura e
caracteristicas fisiolégicas da semente (Bela et al., 2009).

Mudangas no uso e consumo de agua pela agricultura em todo o
mundo sdo uma realidade, ndo sendo limitante apenas em regides aridas e
semiaridas, mas até mesmo em locais com abundéancia de recursos hidricos,
porém, com alta exigéncia hidrica (Telles e Costa, 2010). O tomateiro (Solanum
lycopersicum L.) € uma cultura de grande importancia econémica, sendo a
segunda hortalica mais cultivada no mundo (Moreira et al., 2013) e demanda
grande volume de agua durante o ciclo (Alvarenga e Coelho, 2013), fazendo
com que sua produgao em condigdes de déficit hidrico seja prejudicada.

Assim, uma alternativa para a obtencdo de genoétipos de tomate
tolerantes a seca é por meio do cruzamento de linhagens ou espécies
selvagens com cultivares comerciais (Morales, 2012). Dentre as espécies
selvagens, a Solanum pennellii € uma boa opg¢ao por ser mais eficiente no uso
da agua (Easlon e Richards, 2009). Neste contexto, regides do genoma de S.
lycopersicum podem ser substituidas por segmentos de S. pennellii, sendo
possivel a obtengao de desempenho agronémico superior (Gur e Zamir, 2004).

Dessa forma, com o intuito de selecionar gendtipos e cultivares
tolerantes a seca, tém sido utilizadas solugdes osmoticas para simular déficit
hidrico in vitro (Hamidi e Safarnejad, 2010; Kumar e Padmanabh, 2015; Borba
et al., 2017; Machado et al., 2017; Maciel et al., 2017). Além de linhagens de
introgressdo que possam expressar tolerdncia a estresses abidticos, a
utilizacado de elementos quimicos também vem sendo empregada, destacando-

se o selénio (Se). O Se é um elemento n&o essencial para as plantas (Diao et
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al., 2014), capaz de induzir resisténcia a condigbes estressantes (Pilon-Smits et
al., 2009; Hasanuzzaman e Fuijita, 2011; El Mehdawi e Pilon-Smits, 2012;
Nawaz et al., 2013; AbulSoud e Abd Elrahman, 2016; Balal et al., 2016; Li et
al., 2016). Uma maneira de fornecer Se para induzir respostas a plantas € por
meio do osmocondicionamento de sementes (Khaliq et al., 2015; Moulick et al.,
2016). Porém, para sementes de tomate ha falta de trabalhos que utilizaram o
osmocondicionamento com selénio a fim de obter respostas a tolerancia em
condi¢des estressantes. Carvalho (2016) investigou o efeito do priming com Se
sobre as caracteristicas fisiologicas e metabdlicas de plantas de tomateiro sob
déficit hidrico e verificou alteragdes no crescimento das mesmas nao
associados a alteracbes fotossintéticas, fotoquimicas, ou do sistema
antioxidativo e néo foi investigado os efeitos nas sementes.

Diante do exposto, os objetivos do presente trabalho foram: (I) avaliar o
desempenho de sementes de duas linhagens de tomate osmocondicionadas
com solugéo de Se e submetidas ao déficit hidrico induzido por polietilenoglicol
(PEG); e (ll) determinar o bindmio concentracdo de Se e tempo de
osmocondicionamento mais adequado para ser aplicado em sementes de

tomate.

MATERIAL E METODOS

Dois experimentos foram realizados no Laboratério de Pesquisa de
Sementes do Departamento de Agronomia, da Universidade Federal de Vigosa,
campus Vigosa, Minas Gerais, visando a adequagdo da concentragcao e do

tempo de osmocondicionamento com solugéo de Se em sementes de tomate.

Experimento |

As sementes de tomate Solanum lycopersicum cultivar M82 (acesso LA
3475) e IL 1-4-18 (acesso LA 4050) foram submetidas ao
osmocondicionamento com solu¢do de selenato de sédio (Na>SeOs - Sigma-
Aldrich), na concentracdo de 60 yM ou sem selénio (0,0 uM), em solugao de
polietilenoglicol (PEG 6000) a -1,0 MPa durante 0, 24, 48 e 72 horas. O

controle consistiu em sementes ndo osmocondicionadas (0 h).
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As sementes foram mantidas na solugdo com ou sem Se, em
Erlenmeyer com capacidade de 1000 mL, juntamente com PEG 6000 a -1,0
MPa (Villela, Doni Filho e Sequeira, 1991) sob temperatura de 15 °C, para que
nao ocorresse a protrusao radicular, em camara tipo B.O.D. Os Erlenmeyers
foram vedados e submetidos a aeracao forgada por meio de uma bomba de ar,
na presenca de luz, ambos constantes.

Apobs os periodos de osmocondicionamento, as sementes foram lavadas
em agua corrente e secas sob temperatura ambiente (25 £ 2 °C) até que a
umidade se estabilizasse. Feito isto, as sementes provenientes dos diferentes
tratamentos foram submetidas ao teste de germinagdo sob condicéo de déficit
hidrico induzido por PEG 6000 na concentragdo de -0,3 MPa (Jangid e
Dwivedi, 2015; Borba et al., 2017; Maciel et al., 2017), preparado segundo
Villela, Doni Filho e Sequeira (1991). Na condi¢ao controle, foi utilizado apenas
agua destilada (0,0 MPa).

Foram utilizadas quatro repeticoes de 25 sementes por tratamento,
dispostas em caixas do tipo gerbox, sobre duas folhas de papel germitest,
umedecidas com 2,5 vezes o peso do papel seco com a solugcdo de PEG 6000
(-0,3 MPa) ou agua destilada (0,0 MPa). Os gerbox foram embalados em sacos
de plastico transparente e colocados em camara do tipo B.O.D., sob
temperatura constante de 25 °C e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro.

Foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

Primeira contagem de germinacgao (PCG) e protrusao radicular (PR)

A avaliagao foi realizada no sétimo dia apds o inicio do teste (Brasil,
2009). Foram contabilizados o0 numero de sementes apresentando protruséo
radicular (sementes germinadas apresentando radicula maior que 1 mm) e o
numero de plantulas normais. As plantulas normais foram as que
apresentavam radicula e parte aréa com tamanhos proporcionais (1:1), com as
primeiras folhas cotiledonares visiveis e com coloragdo verde,

independentemente se estavam fechadas.
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Germinacao (G) e protrusao radicular (PR)

A avaliagao foi realizada no décimo quarto dia apds o inicio do teste
(Brasil, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem de sementes
germinadas (protrusdo radicular) e porcentagem de plantulas normais, de

acordo com os critérios adotados na primeira contagem do teste.
indice de velocidade de germinagio (IVG)

A contagem do numero de sementes germinadas (com protrusdo da
radicula) foi quantificada diariamente. Os dados obtidos foram utilizados para o

calculo do IVG, de acordo com a equagao proposta por Maguire (1962).
Analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 2 x 2 x 3 + 2, sendo
dois niveis de déficit hidrico (sem ou com déficit hidrico induzido por PEG
6000); dois tratamentos de osmocondicionamento (com ou sem Se) e trés
tempos de osmocondicionamento (24, 48 e 72 h). Os tratamentos adicionais
consistiram de sementes nao osmocondicionadas (0 h) com e sem déficit
hidrico durante o teste de germinagdo. O delineamento utilizado foi o
inteiramente casualizado e as médias comparadas pelo teste F a 5% de
probabilidade. Quando necessario foram realizados a comparagao das médias
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. As médias dos tratamentos foram
comparadas com o tratamento adicional pelo teste de Dunnet, a 5% de
probabilidade. As andlises estatisticas foram realizadas no programa R (R

Development Core Team, 2019). As linhagens foram avaliadas individualmente.
Experimento I

As sementes de tomate Solanum lycopersicum cultivar M82 (acesso LA
3475) e IL 1-4-18 (acesso LA 4050) foram submetidas ao
osmocondicionamento com solugdes de selenato de sodio (NaxSeOs - Sigma-
Aldrich), nas concentragdes de 0,0; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 yM em solugao de
PEG 6000 a -1,0 MPa durante 24 e 48 h. A concentracdao de 0,0 uM consistiu
em sementes osmocondicionadas apenas com PEG 6000 a -1,0 MPa. Para o

osmocondicionamento foi utilizada a metodologia descrita no Experimento |I.
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As sementes provenientes dos diferentes tratamentos foram submetidas
as mesmas avaliagbes do experimento |, utilizando-se as metodologias

descritas anteriormente.
Analises estatisticas

O experimento foi realizado em esquema fatorial 2x5, sendo dois tempos
de osmocondicionamento (24 e 48 h) e cinco concentragbes de Se (0,0; 12,5;
25,0; 37,5 e 50,0 pyM). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado
e as médias comparadas pelo teste F a 5% de probabilidade. Quando
necessario, foi realizado a comparacéo das médias pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade. Os dados da LA 4050 de primeira contagem de germinacéo
foram transformados em raiz quadrada (y = raiz quadrada x) e os de
porcentagem de plantulas normais na primeira contagem de germinagdo em
arcoseno (y = arc sen raiz (x/100). Assim como os dados da LA 3475 de
porcentagem de plantulas normais na primeira contagem de germinagdo, em
log (y = Log x). As analises estatisticas foram realizadas no programa R (R

Development Core Team, 2019). As linhagens foram avaliadas individualmente.

RESULTADOS
Experimento |

Para a linhagem LA 4050, houve interagdo significativa entre os
fatores tempo de condicionamento e os tratamentos de osmocondicionamento
para os dados de protrusao radicular na primeira contagem (PCG) (Tabela 1) e
contagem final de germinagcdo (Tabela 2). Houve efeito dos fatores
osmocondicionamento, déficit hidrico e tempo de condicionamento para
porcentagem de plantulas normais na PCG (Tabela 3), na contagem final
(Tabela 4) e no IVG (Tabela 5).
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Tabela 1. Porcentagem de protrus&o radicular na primeira contagem do teste
de germinagao de sementes de tomate da linhagem 4050, sob déficit hidrico (-
0,3 MPa), osmocondicionadas em solugcédo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato
de sodio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio .
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Media
24 98,0Aa 70,0Aa  100,0Aa 99,0Aa 91,8
48 97,0Aa 82,0Aa 95,0Ab 74,0Bb 87,0
72 99,0Aa 80,0Aa 97,0Ab 74,0Bb 87,5
Média 98,0% 77,3 97,3% 82,3
Média osmocond. 87,7 89,8
Sem osmocondicionamento + PEG 79,0
Sem osmocondicionamento + Agua 97,0
CV (%) 12,90

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, ndo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 2. Porcentagem de protrusédo radicular na contagem final do teste de
germinacgao de sementes de tomate da linhagem 4050, sob déficit hidrico (-0,3
MPa), osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de
sédio, 60 M) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Média
24 99,0Ba 80,0Ba  100,0Aa 99,0Aa 94,5
48 98,0Aa 84,0Aa 95,0Ab 82,0Ab 89,8
72 99,0Aa 88,0Aa 100,0Aab 85,0Aab 93,0
Média 98,7* 84,0 98,3 88,7
Média osmocond. 914 93,5
Sem osmocondicionamento + PEG 84,0
Sem osmocondicionamento + Agua 97,0
CV (%) 7,83

X - Diferenga significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, n&o diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, néo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 3. Porcentagem de plantulas normais na primeira contagem do teste de
germinacao de sementes de tomate da linhagem 4050, sob déficit hidrico (-0,3
MPa), osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de
sédio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Média
24 84,0%Aa 8,0 Ba 88,0%Aa 20,0 Aa’ 50,0
48 80,0%Aa 12,0 Aa 88,0%Aa 4,00 Ab 46,0
72 82,0%Aa 9,0 Aa 78,0*Aa 8,00 Ab 44,3
Média 82,0 9,7 84,7 10,7
Média osmocond. 45,9 47,7
Sem osmocondicionamento + PEG 7,00
Sem osmocondicionamento + Agua 77,0

CV (%) 13,43

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

* Diferem do tratamento controle (Sem osmocondicionamento) pelo teste Dunnet (p < 0,05).

Tabela 4. Porcentagem de plantulas normais na contagem final de germinacgao
de sementes de tomate da linhagem 4050, sob déficit hidrico (-0,3 MPa),
osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de sddio,
60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Média
24 95,00Aa 31,0Ba 94,0Aa  60,0Aa 70,0
48 89,0’Aa 49,0Aa 96,0Aa  26,0Bb 65,0
72 90,0rAa 38,0Aa 87,00AAa  35,0Ab 62,5
Média 91,3 39,3 92,3 40,3
Média osmocond. 65,3 66,3
Sem osmocondicionamento + PEG 32,0
Sem osmocondicionamento + Agua 90,0

CV (%)

17,84

X - Diferenga significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, néo diferem pelo teste F (p <

0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, néo diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 5. indice de velocidade de germinagdo de sementes de tomate da
linhagem 4050, sob déficit hidrico (-0,3 MPa), osmocondicionadas em solugéo
de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de sodio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG  Média
24 11,78*Aa” 4,82Ba 11,98*Aa” 7,79 Aa’ 9,09
48 11,73*Aa” 5,76Aa 11,67*Aa” 4,97Ab 8,53
72 12,22*Aa" 6,03Aa 10,63*Ba 4,89Ab 8,44
Média 11,91 5,54 11,43 5,88
Média osmocond. 8,73 8,66
Sem osmocondicionamento + PEG 5,22
Sem osmocondicionamento + Agua 9,69
CV (%) 10,30

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

* Diferem do tratamento controle (Sem osmocondicionamento) pelo teste Dunnet (p < 0,05).

Quando as sementes foram submetidas ao déficit hidrico durante a
germinagao, o osmocondicionamento sem o Se por 24 h foi 0 que proporcionou
maior porcentagem de plantulas normais na PCG, contagem final e IVG, em
relacdo ao osmocondicionamento com Se e as sementes ndo condicionadas.
Independentemente do déficit hidrico, o tempo de condicionamento de 24 h
também promoveu maior germinagao na PCG e contagem final das sementes
condicionadas sem Se. Quando as sementes foram osmocondicionadas com
Se e colocadas para germinar em agua, os tempos de 48 e 72 h resultaram em
maior porcentagem de plantulas normais na germinacdo final e IVG,
respectivamente.

Para a linhagem LA 3475, houve interacdo significativa entre os
fatores osmocondicionamento e déficit hidrico durante a germinagao, no
numero plantulas normais na PCG (Tabelas 6 e 8, respectivamente) e no IVG
(Tabela 10). Houve efeito simples dos fatores osmocondicionamento e déficit
hidrico na germinagao e no numero de plantulas normais na contagem final

(Tabelas 7 e 9, respectivamente).
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Tabela 6. Porcentagem de protrusdo radicular na primeira contagem do teste
de germinagao de sementes de tomate da linhagem 3475, sob déficit hidrico (-
0,3 MPa), osmocondicionadas em solucédo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato
de sodio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG  Média
24 93,0%A 32,0B 97,0%A 69,0A 73,7a
48 95,0%A 30,0B 95,0%A 78,0A 74,5a
72 95,0%A 67,0B 97,0°A 82,0A 85,3a
Média 94,3 43,0 96,3 76,3
Média osmocond. 68,7 86,3
Sem osmocondicionamento + PEG 69,0
Sem osmocondicionamento + Agua 95,0
CV (%) 17,97

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Tabela 7. Porcentagem de protruséo radicular na contagem final do teste de
germinacao de sementes de tomate da linhagem 3475, sob déficit hidrico (-0,3
MPa), osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de
sédio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Média
24 93,0 68,0 97,0 83,0 85,3a
48 95,0 69,0 95,0 86,0 86,3a
72 96,0 79,0 97,0 88,0 90,0a
Média 94,7* 72,0 96,3 85,7
Média osmocond. 83,4B 91,0A
Sem osmocondicionamento + PEG 80,0
Sem osmocondicionamento + Agua 96,0
CV (%) 12,95

X - Diferenga significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, n&o diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, n&o diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 8. Porcentagem de plantulas normais na primeira contagem do teste de
germinacao de sementes de tomate da linhagem 3475, sob déficit hidrico (-0,3
MPa), osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de
sédio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG  Média
24 75,0°A 0,0B 77,0°A 4,0A 39,0b
48 79,0°A 0,0B 79,0°A 11,0A" 42,3ab
72 86,0%A 2,0B 81,0°A 8,0A 44 ,3a
Média 80,0 0,5 79,0 7,7
Média osmoc. 40,3 43,4
Sem osmocondicionamento + PEG 0,0
Sem osmocondicionamento + Agua 69,0
CV (%) 14,91

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

* Diferem do tratamento controle (Sem osmocondicionamento) pelo teste Dunnet (p < 0,05).

Tabela 9. Porcentagem de plantulas normais na contagem final do teste de
germinagao de sementes de tomate da linhagem 3475, sob déficit hidrico (-0,3
MPa), osmocondicionadas em solugdo de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de
sédio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG Média
24 87,0 26,0 93,0 36,0 60,5a
48 87,0 26,0 91,0 49,0° 63,3a
72 91,0 27,0 92,0 38,0 62,0a
Média 88,3* 26,3 92,0% 41,0
Média osmoc. 57,3B 66,5 A
Sem osmocondicionamento + PEG 14,0
Sem osmocondicionamento + Agua 89,0
CV (%) 17,29

x - Diferenga significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, n&o diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

* Diferem do tratamento controle (Sem osmocondicionamento) pelo teste Dunnet (p < 0,05).
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Tabela 10. indice de velocidade de germinacdo de sementes de tomate da
linhagem 3475, sob déficit hidrico (-0,3 MPa), osmocondicionadas em solugéo
de PEG a -1,0 Mpa, com (selenato de sodio, 60 uM) ou sem selénio.

Com selénio Sem selénio
Tempo (h) Agua PEG Agua PEG  Média
24 10,19*A 2,50B 10,20*%A" 4,90A 6,94b
48 9,91*A 2,73B 9,70°A 5,35A 6,92b
72 11,02*A 4,25B 11,58*A° 6,52A° 8,34a
Média 10,38 3,16 10,49 5,59
Média osmocond. 6,77 8,04
Sem osmocondicionamento + PEG 4,14
Sem osmocondicionamento + Agua 8,00
CV (%) 13,38

x_ Diferenca significativa entre os tratamentos PEG (com déficit hidrico) e Agua (sem déficit
hidrico) dentro de cada osmocondicionamento (com e sem Se) pelo teste F (p< 0,05).

Médias seguidas pela mesma letra mailscula na linha, comparando as sementes
osmocondicionadas (com e sem Se) dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste F (p <
0,05).

Médias seguidas pela mesma letra minUscula na coluna, comparando o tempo de
condicionamento dentro de PEG ou de Agua, nao diferem pelo teste de Tukey (p < 0,05).

* Diferem do tratamento controle (Sem osmocondicionamento) pelo teste Dunnet (p < 0,05).

Sob déficit hidrico, a porcentagem de germinagdo e de plantulas
normais na PCG e o IVG foi superior no tratamento com osmocondicionamento
sem Se em relacdo ao osmocondicionamento com Se. Ao compararmos as
sementes ndo osmocondicionadas com as osmocondicionadas (sem e com Se)
sob déficit hidrico, foi observado que o osmocondicionamento sem Se também
melhorou o desempenho das mesmas. Em geral, as médias obtidas para os
tempos de osmocondicionamento nao diferiram entre si, porém, sob déficit
hidrico, 72 h e 48 h apresentaram-se como os tempos mais indicados para o
condicionamento das sementes, com maiores valores de IVG e de plantulas
normais na ultima contagem do teste de germinacéo, respectivamente.

Em sintese, o osmocondicionamento com Se ndo mostrou beneficios
para a germinagdao das sementes em relagcdo aquelas em que o
osmocondicionamento foi realizado sem Se. O osmocondicionamento sem Se
foi benéfico para as sementes, principalmente para aquelas sob déficit hidrico,
contribuindo para o aumento do numero de plantulas normais na primeira
contagem do teste de germinacao, da porcentagem de germinacao e do IVG.
Os tempos de condicionamento osmético das sementes de 24 e 48 h foram os

mais promissores para as sementes das duas linhagens de tomate. Nestes
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tempos, foram observados maiores valores de germinagao, plantulas normais
na PCG e IVG. Portanto, no segundo experimento foram utilizadas esses dois
tempos, a fim de validar o mais adequado para ser aplicado em trabalhos
futuros.

Como foi observado efeito ndo satisfatorio da concentracdo de Se
utilizada, concentracbes menores foram testadas no condicionamento das

sementes.

Experimento Il

A fim de definir a melhor concentracdo de Se a ser utilizada no
osmocondicionamento, as sementes foram osmocondicionadas por 24 e 48 h,
conforme resultados obtidos no primeiro experimento, em solucdo de Se nas
concentracgdes de 0,0; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 yM.

Foi verificado, para as duas linhagens, efeito das concentragdes de Se
e do tempo de osmocondicionamento na germinagdo das sementes e no
numero de plantulas normais na primeira contagem de germinagdo, na

contagem final do teste de germinagao e no IVG (Figura 1).
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Figura 1. Primeira contagem de germinacdo (A e B); germinagédo (C e D); porcentagem de
plantulas normais na PC (E e F) e contagem final de germinagédo (G e H) e IVG (I e J) de
sementes de tomate das linhagens 4050 e 3475 osmocondicionadas com diferentes solugdes
de selénio (selenato de sddio, 0,0; 12,5; 25,0; 37,5 e 50,0 uM) a -1,0 MPa por 24 e 48 horas. * -
Diferenga significativa entre os tempos de condicionamento pelo teste F (p < 0,05). NS -
Diferenga nao significativa entre as concentragdes. ns - Diferenga nao significativa entre os
tempos de condicionamento. Letras minusculas comparam o efeito de concentracéo de selénio
em cada nivel de tempo de osmocondicionamento pelo teste de Tukey (p < 0,05).

Sementes da linhagem LA 4050 apresentaram maior porcentagem de
germinagao na PCG na concentragao de 0,0 yM de Se em relagcédo as demais
concentragdes. Nas sementes osmocondicionadas por 24 h, foi observado
maiores porcentagens de germinagdo na PCG em relagdo aquelas
osmocondicionadas por 48 h (Figura 1A).

Para as sementes da linhagem LA 3475 osmocondicionadas por 24 h,
nao foi observada diferenca entre as concentracbes para a porcentagem de

germinagdo na PCG. Sementes osmocondicionadas por 48 h sem Se
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(concentracao de 0,0 uM) apresentaram maior porcentagem de germinagéo na
PCG comparadas as demais concentracbes. As sementes nas demais
concentrgdes apresentaram maior germinagao quando foram
osmocondicionadas por 24 h. Porém, nos dois tempos de condicionamento
nao foram verificadas diferencas para as sementes condicionadas sem Se (0,0
puM) (Figura 1B).

Para a linhagem LA 4050, as sementes osmocondicionadas sem Se
(0,0 uM), nos dois tempos de condicionamento, ndo apresentaram diferenca na
porcentagem final de germinagéao. Nao foi observada diferenga na porcentagem
de germinagcdo das sementes osmocondicionadas nas diferentes
concentragdes, por 24 h. As sementes osmocondicionadas por 48 h sem Se
(0,0 uM) apresentaram maior porcentagem de germinacéo, porém nao diferiu
dos valores obtidos nas concentracdes de 12,5 e 50,0 uM (Figura 1C).

Para as sementes da LA 3475, ndo houve diferenga na germinagao
entre os tempos de condicionamento na concentracdo de 0,0 uM de Se. As
sementes osmocondicionadas por 24 h, em todas as demais concentragdes
também n&o apresentaram diferengas entre si quanto a germinagéo. Por outro
lado, o condicionamento por 48 h com 0,0 uM de Se promoveu maior
porcentagem de germinacdo das sementes em relagdo as demais
concentragdes de Se avaliadas (Figura 1D).

Nas sementes da LA 4050, para os dois tempos de condicionamento,
foi observado maior numero de plantulas normais nas concentragdes de 12,5 e
50,0 uM de Se, ocorrendo redugdo mais acentuada na concentragdo de 25,0
MM. Foi observada maior porcentagem de plantulas normais na primeira
contagem de germinagdo nas sementes osmocondicionadas por 24 h,
comparadas as sementes condicionadas por 48 h (Figura 1E).

No tempo de 24 h, o osmocondicionamento das sementes da LA 3475
nas concentragdes de Se, promoveu maior porcentagem de plantulas normais
em relagdo a concentragédo de 0,0 yM. Por outro lado, no tempo de 48 h, o
comportamento das sementes foi o oposto, com redugao da porcentagem de
plantulas normais (Figura 1F).

Para as sementes da LA 4050, em todas as concentragbes, nao foi
observada diferencas na porcentagem de plantulas normais na ultima

contagem do teste de germinagdo. Sementes osmocondicionadas por 24 h
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apresentaram maior numero de plantulas normais em relagdo aquelas
osmocondicionadas por 48 h (Figura 1G).

Para as sementes da LA 3475 osmocondicionadas por 24 h, a
concentragdo de 0,0 yM proporcionou redugdo na porcentagem de plantulas
normais. Nas concentragbes de 37,5 e 50,0 yM de Se foi observado maior
numero de plantulas normais em relagdo as demais concentracbes. O
osmocondicionamento de sementes por 48 h com 0,0 uM apresentou maior
porcentagem de plantulas normais em relacdo as demais concentragdes
(Figura 1H).

Sementes da LA 4050 osmocondicionadas com 0,0 uM de Se
apresentaram maior IVG quando comparadas aquelas das demais
concentragbes de Se, assim como as sementes osmocondicionadas por 24 h
em relagcdo as osmocondicionadas por 48 h (Figura 11).

As sementes da LA 3475 osmocondicionadas por 24 h, em todas as
concentragdes apresentaram IVG semelhante. Na concentragdo de 0,0 uM de
Se, o0 IVG das sementes osmocondicionadas por 24 e 48 h nao diferiu, sendo
que no osmocondicionamento por 48 h estas apresentaram maiores valores de
IVG em relagao as demais concentragdes. No tempo de 24 h ocorreu reducao
do IVG com as doses de Se (Figura 1J).

Em sintese, pode-se constatar que para as sementes da linhagem LA
4050, o condicionamento das sementes sem a utilizacdo do Se (concentragao
de 0,0 uM) se destacou, proporcionando aumento de germinagao e do numero
de plantulas normais em relagdo as outras concentracbes de Se avaliadas.
Além disso, as sementes osmocondicionadas nas concentracdes de 12,5; 25,0;
37,5 e 50,0 uM de Se nao diferiram entre si para as caracteristicas avaliadas.
Para as sementes desta linhagem, o tempo de 24 horas de condicionamento
osmoético foi o mais adequado. Para as sementes da linhagem LA 3475 foi
observado que ocorreu interagcao entre as concentracées de Se e o tempo de
osmocondicionamento em todas as caracteristicas avaliadas. Neste contexto, o
osmocondicionamento na concentragdo de 0,0 uM, ou seja, sem Se, foi
satisfatorio apenas no tempo de 48 h. O osmocondicionamento das sementes
por 24 horas mostrou-se mais adequado, apesar de nao ter proporcionado

aumento na porcentagem de germinacgao e de plantulas normais.
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DISCUSSAO

No experimento |, as sementes ndo osmocondicionadas de ambas as
linhagens e posteriormente submetidas a condicdo de déficit hidrico durante a
germinacao apresentaram médias inferiores para a maioria das caracteristicas
avaliadas. Maciel et al. (2017) simularam déficit hidrico com solugbes de
manitol em varios potencias osméticos em sementes de tomate selvagem
acesso LA-716 (Solanum pennelli) e da cultivar Santa Clara (Solanum
lycopersicum L.), padrdo de tolerancia e sensibilidade ao déficit hidrico,
respectivamente. Os autores concluiram que o potencial de -0,3 MPa foi o mais
adequado para selecionar genoétipos de tomateiro tolerante e suscetivel ao
déficit hidrico. As sementes que foram submetidas ao déficit hidrico
apresentaram menor germinagao e vigor, o que também foi observado no
presente estudo nas sementes ndo osmocondicionadas, sendo que as
sementes da linhagem LA 3475 (mais sensivel ao déficit hidrico) apresentaram
atraso no inicio do processo de germinagdo em relagdo as da linhagem LA
4050. Da mesma forma, Florido et al. (2018) também em sementes de acessos
de tomate contrastantes quando a tolerancia ao déficit hidrico, utilizaram
diferentes concentragdes de PEG 6000 (-0,25; -0,5; -0,75 e -1 MPa) e um
controle com agua destilada, e verificaram redugao da germinagao a partir do
potencial -0,5 MPa.

Quando se expdem sementes ao déficit hidrico ocorre menor ou mais
lenta embebigcdo de agua, o que acarreta em problemas durante todo o
processo de germinagao (Hamidi e Safarnejad, 2010), tornando o processo
mais demorado e irregular, o que afeta de forma negativa o vigor (Machado et
al., 2017). Nestas situagdes, ocorre a redug¢ao na velocidade de hidratacdo dos
tecidos e difusdo de oxigénio, retardamento do inicio da atividade enzimatica,
redugao do crescimento meristematico, problemas no alongamento celular, na
sintese de parede e na emissao da radicula (Girotto et al., 2012; Silva et al.,
2016), o que explica os menores valores de germinagao e de velocidade de
germinagao observados para as sementes das duas linhagens avaliadas sob
condicao de déficit hidrico.

De maneira geral, para ambas as linhagens foi verificado semelhanca
entre as caracteristicas avaliadas de acordo com os tempos e o

osmocondicionamento empregado. Para as sementes ndo osmocondicionadas
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(0 h) da linhagem LA 4050, observou-se menor porcentagem de germinagéo e
IVG, principalmente quando sob déficit hidrico, em relagcdo aos demais
tratamentos. O tempo de osmocondicionamento por 24 horas sem Se e
posterior emprego do déficit hidrico nas sementes resultou em maior
germinacdo e IVG. Para as sementes da linhagem LA 3475 também foi
verificado aumento no desempenho quando estas passaram sobretudo pelo
osmocondicionamento sem Se. Portanto, submeté-las ao
osmocondicionamento com Se, independentemente do tempo, ndo mostrou
beneficios para a germinagdo e desempenho inicial das mesmas em relagao
aquelas osmocondicionadas sem Se.

O osmocondicionamento ou priming € uma técnica de hidratagao
controlada das sementes com determinada solucdo por um certo periodo
permitindo o inicio de atividades pré-metabdlicas, porém, sem a emissdo da
radicula (Ibrahim, 2016). Essa técnica melhora a germinagado das sementes por
facilitar a embebicdo, em plantulas promove emergéncia mais rapida,
crescimento mais vigoroso e maiores chances de sucesso sob condigdes
adversas (Sadeghi et al., 2011; Elouaer e Hannachi, 2012). Desta forma,
nossos resultados evidenciam o potencial da técnica para ser utilizada no
aumento da tolerancia das sementes e plantulas de tomate ao déficit hidrico.

O osmocondicionamento em sementes € simples, facil e de baixo
custo, podendo ser utilizado para o incremento de Se as culturas agronémicas
(Ahmad et al., 2015). No entanto, alguns fatores podem afetar a resposta a
esta técnica como potencial hidrico, duragao, temperatura, vigor das sementes,
espécie e condicao de armazenamento das sementes anteriores a apliagao da
técnica (Ibrahim, 2016).

Alguns estudos comprovam a eficiéncia do Se na melhoria do
desempenho de espécies vegetais, alterando caracteristicas fisioldgicas e/ou
bioquimicas, de modo a favorecer o crescimento e produtividade das mesmas,
seja em condigdes otimas ou estressantes (Hasanuzzaman e Fujita, 2011;
Dong et al., 2012; Boldrin et al., 2013; Khaliq et al., 2015).

O osmocondicionamento com Se utilizando a concentragcao de 60,0
MM teve efeito negativo no desempenho das sementes de tomate sob condigcéo
de déficit hidrico, tanto na LA 3475 (cultivar M82), mais sensivel ao estresse

por seca e na LA 4050, candidata a tolerante a condicdo de escassez de agua
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(Pessoa, 2018). Esperaria-se que o Se provocasse beneficio as sementes sob
tal condigdo, como ja verificado em trabalhos com outras espécies, tais como
arroz (Hasanuzzaman e Fuijita, 2011) e trigo (Nawaz et al., 2013). No entanto,
ha uma estreita janela entre eficiéncia e toxicidade pelo selénio (Pilon-Smits et
al., 2009) e concentracbes elevadas em plantas agem antagonicamente,
provocando estresse oxidativo nas mesmas (Mroczek-Zdyrska e Wdjcik, 2012;
Schiavon et al., 2012), sendo o nivel entre beneficio e toxicidade dependente
da espécie e ambiente (Wiesner-Reinhold et al., 2017).

O osmocondicionamento com selenito de sédio em sementes de duas
cultivares de arroz (Oryza sativa), com concentragdes variando de 0 a 105
umol L' de Se promoveu redugdo no tempo de emergéncia e taxa de
crescimento das plantulas (concentragbes entre 15 e 60 umol.L" de Se) e nas
maiores concentragdes (90 e 105 umol.L-' de Se) foi verificado efeito negativo
nas caracteristicas fisiolégicas das sementes (Khaliq et al., 2015). Esses
resultados reforgam que cada espécie e/ou gendtipo possuem comportamentos
diferentes de acordo com o método de aplicacdo do Se. A concentracido de 60
MM para as sementes de tomate pareceu ser toxica, mas para as sementes de
arroz foi benéfica, sendo observada ainda que elavadas concentragoes
provocam redugdo na germinagao e crescimento, fato também observado no
presente trabalho.

A toxicidade provocada pelo Se pode estar associada as suas
semelhangas quimicas com o enxofre (S), que compartilha vias de assimilagao
com esse elemento (Freeman et al, 2010). Todos os metabdlitos do S
possuem o Se incorporado, como os aminoacidos sulfurados selenometionina
e selenocisteina, moléculas similares a metionina e a cisteina, respectivamente
(White, 2016). A substituicdo nao especifica de S por Se em compostos
contento S, em elevadas concentragdes, faz com que o Se provoque toxicidade
nas plantas, devido a uma disfungao metabdlica (Terry et al., 2000; Kabata-
Pendias, 2001). Isso pode ter ocorrido no presente estudo, porém, como sao
escassos trabalhos de fornecimento de Se via osmocondicionamento em
sementes de tomate, sugere-se a realizacdo de novas pesquisas visando a
adequacao de concentragdo e tempo de condicionamento para as sementes

desta espécie.
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Em nosso trabalho, o osmocondicionamento com solugdo de Se néao
induziu toleréncia as sementes ao déficit hidrico durante a germinagédo. De
maneira geral, as sementes osmocondicionadas ou n&do com Se e submetidas
a germinagado em agua nao apresentaram diferengas nos trés tempos e para as
duas linhagens. Em sementes de rabanete (Raphanus sativus L.)
osmocondicionadas com selenito de sodio (0; 10; 40 e 70 uM de Se) por tempo
de duas horas e submetidas ao déficit hidrico (PEG -0,1 MPa) foi verificada a
reducdo nao significativa na germinagdo e aumento tempo médio de
germinagao de sementes (Prado et al., 2017). A espécie, as concentragdes € a
duracdo do condicionamento osmotico, provavelmente influenciaram esses
resultados.

O osmocondicionamento de sementes de trigo (Triticum spp.) com
solugdes de selenato de sddio (0; 25; 50; 75 e 100 uM de Se) foi eficaz para
melhorar a tolerdncia das sementes a seca durante germinagdo. As
concentragbes mais baixas de Se ndo melhoraram significativamente o
crescimento de plantulas em condicdes de déficit hidrico, sendo que a melhoria
significativa foi observada apenas em concentra¢gdes mais altas. Para trigo, a
combinacdo osmocondicionamento com Se por uma hora e concentracdo de
75 uM mostrou melhores respostas (Nawaz et al., 2013). Estes resultados
confirmam que para cada espécie ajustar o binbmio tempo e concentragéo é de
extrema importancia. Em nosso trabalho, a concentragcdo de 60 yM nao foi
eficiente para aumentar a tolerancia das sementes a condigdo de estresse por
seca, mas devemos considerar que sao sementes de espécies diferentes, com
caracteristicas distintas. Possivelmente, a concentragdo mais elevada traga
beneficios as sementes de tomate se o tempo de osmocondicionamento for
reduzido em relagéo aos tempos utilizados no presente estudo.

No experimento Il, a duragdo do tratamento e a concentracao de Se
aplicada via osmocondicionamento nas sementes também interferiram em suas
respostas. Em sintese, para as caracteristicas avaliadas, as sementes da
linhagem LA 3475 submetidas a concentragéo de 0,0 uM e osmocondicionadas
por 48 h apresentaram melhor desempenho que as sementes nas demais
concentragbes de Se, sob o mesmo tempo de condicionamento. Enquanto as
sementes osmocondicionadas por 24 h apresentaram diferentes respostas em

relacao a concentragcado aplicada nas mesmas. Nas sementes da linhagem LA
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4050, nos dois tempos de condicionamento, aquelas que passaram pelo
osmocondicionamento com concentragcao de 0,0 uM de Se apresentaram maior
porcentagem de germinagédo e de IVG em relagdo as demais concentragdes.
De maneira geral, para as duas linhagens, as sementes osmocondicionadas
por 24 h em todas as concentragcbes apresentaram melhores respostas em
relagdo as sementes osmocondicionadas por 48 h. Os efeitos benéficos do
osmocondicionamento podem alterar as respostas de acordo com a duragao do
tratamento (Armondes et al., 2016).

Desta forma, Carvalho et al. (2003) observaram redu¢ado da germinagao
em sementes de alface, tomate e rabanete suplementadas com elevadas
concentragbes de Se (> 29 ppm), indicando que quando estas s&o
relativamente altas (200 ppm) podem inibir a germinagdo e o crescimento de
plantulas. O efeito do Se € varidvel com a espécie e com o0 gendtipo. Pode-se
observar que foram obtidas respotas diferentes para as sementes da linhagem
LA 4050 comparadas as da linhagem LA 3475 em relagao as concentragbes de
Se e tempo de osmocondicionamento, confirmando a estreita relacdo entre
beneficio ou ndo desse elemento. Sob déficit hidrico verificou-se que a
linhagem LA 4050, mais tolerante, apresentou maiores valores de porcentagem
de germinacdo que a linhagem LA 3475, mais sensivel a tal condi¢do. E
importante ressaltar que a unica diferenga genética entre as duas linhagens é a
introgressdao de um pequeno fragmento de S. pennellii na cultivar M82
(linhagem LA 4050) em relagdo a linhagem LA 3475 (cultivar M82). Esse
resultado se assemelha ao encontrado por Pessoa (2018), que trabalhando
com sementes de diferentes linhagens de introgressdo de S. pennellii
submetidas ao déficit hidrico, observou aumento ou diminuicdo das
caracteristicas avaliadas nas mesmas. A autora atribuiu os diferentes niveis de
tolerancia ao déficit hidrico na germinagdo das sementes das linhagens aos
fragmentos introgredidos nos diferentes cromossomos e as regides de um
mesmo cromossomo. Assim, novos estudos buscando identificar genes
canditados nesse fragmento podem contribuir para a elucidacdo dos
mecanismos responsaveis pela maior tolerancia da linhagem LA 4050 ao déficit
hidrico durante o processo de germinacgao.

A concentracdo de 60 uM de selénio utilizada nas sementes de tomate

desencadeou efeito negativo ou nao melhorou a germinacdo e inicio do
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desenvolvimento das plantulas. No entanto, quando as concentragdes
aplicadas foram reduzidas, apesar de nem sempre terem resultado em maior
germinacao e vigor das sementes, também ndo causaram efeito prejudicial.
Conhecer a atividade enzimatica das sementes de tomate expostas a estas
condicdes torna-se essencial para buscar mais respostas dos possiveis efeitos
do Se nas sementes, uma vez que na literatura ha relatos que o excesso de Se
pode resultar na formacdo de espécies reativas de oxigénio (ERO’s) e
subsequente peroxidacao lipidica contribuindo para a fitotoxicidade do Se nas
plantas (Terry et al., 2000), bem como a aplicagdo de concentragcéo correta
pode ser benéfico as plantas por melhorar o sistema de defesa antioxidante por
meio da ativagdo de mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
(Hasanuzzaman e Fuijita, 2011; Khaliq et al., 2015).

Devido a estreita relagao entre toxicidade e beneficio do Se, assim
como os efeitos diversos de sua forma de aplicacéo, os resultados encontrados
sugerem a importancia de se realizar novas experimentagbes a nivel fisico,
fisiolégico e bioquimico com o objetivo de elucidar os mecanismos envolvidos
nas respostas encontradas no presente estudo, considerando que na literatura
sdo escassos trabalhos com a espécie e com a forma de fornecimento do Se
via osmocondicionamento a fim de induzir tolerdncia ao déficit hidrico em

sementes.

CONCLUSOES

O osmocondicionamento utilizando-se 60 uM de Se ndo beneficia a
germinagao e o vigor das sementes de tomate da linhagem LA 3475, sensivel

ao déficit hidrico.

O osmocondicionamento utilizando-se 60 yM de Se contribui para o
aumento na porcentagem de plantulas normais e velocidade de germinacéao
nas sementes de tomate da linhagem LA 4050, nos tempos de 48 e 72 horas,
respectivamente.

O binbmio osmocondicionamento com concentragao de 12,5 uM de Se e
tempo de 24 h tem potencial para ser utilizado em sementes de tomate

provindas de linhagens tolerantes e suscetiveis ao déficit hidrico.
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CAPITULO 2

Qualidade fisica, fisiolégica e atividade enzimatica de sementes de tomate
osmocondicionadas com e sem selénio e submetidas ao déficit hidrico

RESUMO

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigcosa, margo
2021. Qualidade fisica, fisiolégica e atividade enzimatica de sementes de
tomate osmocondicionadas com e sem selénio e submetidas ao déficit
hidrico. Orientador: Laércio Junio da Silva. Coorientadores: Daniel Teixeira
Pinheiro e Rafael Macedo de Oliveira.

As respostas de sementes e plantas a seca envolvem processos bioquimicos,
fisiolégicos e moleculares. Estudos recentes vém comprovando o papel do
selénio (Se) em promover a resisténcia de plantas a estresses. Isto devido a
sua capacidade de diminuir a peroxidacdo de lipideos por meio dos seus
efeitos no sistema antioxidante. Correlacionando a qualidade fisiolégica de
sementes, como a germinagado, a analise de imagens por raios X tornou-se
ferramenta importante para a avaliagao fisica das mesmas. Diante do exposto,
o objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade fisica e fisiologica, bem
como a atividade de enzimas do sistema antioxidante de sementes de duas
linhagens de tomate osmocondicionadas, com e sem Se, e posteriormente
submetidas ao déficit hidrico durante o processo de germinagédo. As sementes
do acesso LA 3475 e da isolinha LA 4050 foram submetidas a duas formas de
osmocondicionamento: com solugéo de polietilenoglicol (PEG 6000) a -1,0 MPa
mais selenato de sédio (Na2SeOs) na concentragao de 12,5 yM ou apenas com
solugao de polietilenoglicol (PEG 6000) a -1,0 MPa, ambos por 24 horas. O
controle consistiu em sementes ndo osmocondicionadas (0 h). Logo apds, as
sementes provenientes dos diferentes tratamentos foram submetidas ao déficit
hidrico induzido por PEG 6000 na concentracao de -0,3 MPa ou ao controle
com agua destilada (0,0 MPa). Foram realizadas analises de imagens (raios X),
sendo obtidas as variaveis: Area (mm); Perimetro (mm); Largura (mm);
Comprimento (mm); Circularidade (mm); Solidez; Densidade relativa

(cinza.pixel'); Densidade integrada (cinza pixel.mm'); Média de cinza
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(cinza.mm™') e Preenchimento (%). Em seguida, as mesmas sementes foram
submetidas ao teste de germinagdo. Foram avaliadas a porcentagem de
protrusdo radicular e de plantulas normais na primeira e ultima contagem do
teste de germinacgéo e indices de velocidade de germinagéo. Além disso, foram
analisadas as atividades das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase
(CAT) e peroxidase (POX) e o teor de proteinas das plantulas oriundas das
sementes submetidas ao déficit hidrico. O osmocondicionamento, sobretudo
com PEG, proporcionou as sementes de ambas as linhagens maiores
densidade relativa e média de cinza nas radiografias quando comparadas as
sementes nao condicionadas. As sementes em condicdo de déficit hidrico
apresentaram menor desempenho fisiolégico e menor atividade enzimatica. Da
mesma forma, o Se nado induziu resisténcia as sementes ao déficit. Assim, o
osmocondicionamento com PEG 6000 a -1,0 MPa apresenta ser uma técnica
eficiente para melhoria da qualidade fisiolégica de sementes das linhagens de

tomate suscetiveis e tolerantes ao déficit hidrico.

Palavras-chave: Germinacao. Estresse Abiotico. Atividade Enzimatica. Raios X.

Osmocondicionamento.
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CHAPTER 2

Physical, physiological quality and enzymatic activity of osmoprimed
seeds with and without selenium under water deficit

ABSTRACT

SILVEIRA, Alice de Souza, D.Sc., Universidade Federal de Vigosa, March,
2021. Physical and physiological quality and enzymatic activity of
osmoprimed seeds with and without selenium under water deficit. Adviser:
Laércio Junio da Silva. Co-advisers: Daniel Teixeira Pinheiro and Rafael
Macedo de Oliveira.

Seed and plant responses to drought involve biochemical, physiological, and
molecular processes. Recent studies have proven the role of selenium (Se) in
promoting plant resistance to stress. This fact is due to its ability to reduce lipid
peroxidation through its effects on the antioxidant system. The analysis of
images using X-rays became an important tool to provide a physical evaluation
of seeds by correlating their physiological quality, such as using germination.
Given the above, the present study aimed to evaluate physical and
physiological quality, as well as the activity of antioxidant enzymes in tomato
seeds from two lineages osmoprimed with and without Se under water deficit
during the germination process. Seeds from LA 3475 access and LA 4050
isoline were osmoprimed in two different ways: using a polyethylene glycol
solution (PEG 6000) at -1.0 MPa with 12.5 uM of Na2SeOs or using only a PEG
6000 solution at -1.0 MPa, both for 24 hours. Non-primed seeds were taken as
the control (0 h). Soon after, seeds from different treatments were submitted to
water deficit induced by PEG 6000 at a concentration of -0.3 MPa or to a control
with distilled water (0.0 MPa). Image analyzes (X-rays) were performed to
obtain the following variables: Area (mm); Perimeter (mm); Width (mm); Length
(mm); Circularity (mm); Solidity; Relative density (grey.pixel'); Integrated
density (grey.pixel.mm™); Grey mean (grey.mm'); and filling (%). Then, the
same seeds were submitted to the germination test. The percentage of radicle
protrusion, percentage of normal seedlings in the first and last count, and the

germination speed indexes were evaluated. In addition, the activity of
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superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), and peroxidase (POX) enzymes,
and the protein content of seedlings from seeds under water deficit were
evaluated. The osmopriming, especially with PEG, promoted higher values of
relative density and grey mean in radiographs of seeds from both lineages
when compared to non-primed seeds. Seeds under water deficit showed lower
physiological performance and lower enzymatic activity. Therefore,
osmopriming with PEG 6000 at -1.0 MPa is an efficient technique to improve
the physiological quality of tomato seeds from susceptible and tolerant to water

deficit lineages.

Keywords: Germination. Abiotic Stress. Enzymatic Activity. X-Rays.
Osmopriming.



56

INTRODUGAO

O tomate (Solanum Iycopersicum L.) é de grande importancia
econdmica, sendo a segunda hortalica mais cultivada mundialmente, superada
apenas pela batata (Moreira et al., 2013). E uma cultura altamente exigente em
agua desde a germinagdo até a frutificacdo (Alverenga e Coelho, 2013),
requerendo volume entre 0,89 e 2,30 L planta™ dia”' de agua para uma boa
producédo (Wahb-Allah, Alsadon e Ibrahim, 2011). Sendo assim, o tomateiro &
considerado sensivel ao déficit hidrico (Santana et al., 2009).

Para o tomateiro, sdo escassas pesquisas que visem a obtengcao de
gendtipos tolerantes a estresses abioticos como a seca. Segundo Bernier et al.
(2008), esse fato esta relacionado a complexidade da caracteristica, ja que é
controlada por muitos genes com diferentes efeitos, sendo também afetada
pela intensidade do estresse. Nao ha disponiveis cultivares comerciais de
tomate com niveis satisfatorios de tolerdncia a seca. Desta forma, o
melhoramento genético torna-se importante principalmente para as regides
sujeitas ao estresse hidrico (Berenguer, 2015).

Existem espécies selvagens de tomate que ocorrem naturalmente em
ambientes escassos em agua e que servem como fonte genética de caracteres
morfoldgicos, fisioldgicos e bioquimicos (Rousseaux et al., 2015), possibilitando
serem utilizados em pesquisas com a finalidade de obter plantas tolerantes ao
estresse hidrico. Introduzir essas caracteristicas em germoplasma comercial,
por meio do melhoramento genético, podera possibilitar a produgao de tomates
em ambientes aridos, com disponibilidade limitada de agua (Morales, 2012).
Solanum pennellii € uma dessas espécies, naturalmente tolerante a seca,
originaria das regides Andinas da América do Sul (Bolger, Lohse e Usadel,
2014), possui maior eficiéncia no uso da agua apresentando caracteristicas
morfoldgicas distintas ao S. lycopersicum (Martin e Thorstenson, 1988; Kebede
et al., 1994; Torrecillas et al., 1995; Lake et al., 2001; Camargo e Marenco,
2011). S. pennellii tem uma sequéncia genémica completa (Bolger et al., 2014)
e uma colegdo composta por 76 linhagens de introgressdo (ILs) bem
caracterizada que cobre todo o genoma do progenitor doador S. pennellii no
fundo genético da cultivar M82 de S. lycopersicum, sensivel ao déficit hidrico
(Eshed e Zamir, 1995).
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As respostas das plantas ao déficit hidrico envolvem diversos processos
bioquimicos, fisiologicos e moleculares (Samota et al., 2017). Primeiramente, a
falta de agua afeta a germinagdo. A embebicdo é influenciada por fatores
fisicos e fisiologicos da semente, como permeabilidade e composi¢gdo quimica
do tegumento e das condigdes do meio em que se encontra, como temperatura
e potencial hidrico (Bela et al., 2009). A disponibilidade de agua deve ser o
suficiente para ativar as reacdes quimicas relacionadas ao metabolismo
promovendo a retomada do crescimento do embrido e consequente protrusdo
da radicula (Bewley et al., 2013). Nesse sentido, a presengca de agua é
indispensavel, pois € o veiculo responsavel pelo aumento da atividade
respiratéria na semente, culminando em translocacdo e transformacao de
reservas utilizadas como fonte de energia e substrato para estruturas celulares,
fundamentais para a germinagcédo e crescimento de plantulas (Kikuchi et al.,
2006; Ataide, Borges e Leite Filho, 2016).

Durante o processo de germinagdo, varias enzimas participam de
reagcoes metabdlicas relacionadas a sintese e degradagao de moléculas, como
a a-amilase; a atividade respiratéria, como a malato desidrogenase e alcool
desidrogenase. Da mesma forma, existem enzimas que removem os radicais
livres nas células. Estas pertencem aos sistemas antioxidantes, nao enzimatico
(dcido ascorbico (AsA), glutationa (GSH), compostos fendlicos, alcaldides,
aminoacidos nao protéicos e a-tocoferdis) e enzimatico (superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase (APX), peroxidase
(POD), glutationa redutase (GR), monodesidroascorbato redutase (MDHAR),
desidroascorbato redutase (DHAR), glutationa peroxidase (GPX) e
glutationa S- transferase (GST), dentre outras) (Mcdonald, 1999; Gill e Tujeta,
2010).

Em condigdes de estresse, o equilibrio entre a produgdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) e a sua eliminagdo, necessario para a normal
homeostase celular, é perturbado (Das e Roychoudhury, 2014). Os sistemas
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos estao envolvidos na eliminagao de
EROs produzidas em excesso por plantas em condi¢gdes adversas, como por
exemplo, sob déficit hidrico. Elas provocam danos a proteinas, carboidratos,
lipidios, moléculas de DNA e RNA, membranas celulares que, em ultima

instancia, resultara no estresse oxidativo podendo provocar até mesmo a morte
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celular (Mittler, 2002; Gill e Tuteja, 2010). As EROs constituem os radicais
livres (O2*, radical superoxido; OH®, radical hidroxil; HO2®, radical perhydroxil e
RO?¢, radicais alcoxil) e as formas nao-radicais (moleculares) (H202, peréxido de
hidrogénio e 'O, oxigénio singleto) (Gill e Tuteja, 2010).

Existem varios mecanismos que podem contribuir para a eliminagao das
EROs em plantas. Estudos recentes vém comprovando o papel do selénio (Se)
promovendo a resisténcia de plantas a estresses bioticos (Pilon-Smits et al.,
2009; El Mehdawi e Pilon-Smits, 2012) e abidticos (Hasanuzzaman e Fujita,
2011; Nawaz et al., 2013; AbulSoud e Abd Elrahman, 2016; Balal et al., 2016;
Li et al., 2016). Apesar do Se nao ser considerado essencial para os vegetais,
ele é reconhecido como benéfico, favorecendo o desenvolvimento e
crescimento de plantas, estando presente na composicao de varias proteinas e
enzimas, demonstrando o seu forte papel nutricional (Rios et al., 2010; Avila et
al., 2013; Kaur et al., 2014).

A funcgao protetora do Se contra estresses em plantas esta associada a
sua capacidade de diminuir a peroxidagao de lipideos (Pilon-Smits et al., 2009)
por meio do sistema antioxidante (Djanaguiraman et al., 2010, White, 2016).
Atua como centro catalitico de selenoproteinas como a glutationa peroxidase
(GPX) e tiorredoxinas redutases (TR), da catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) (Rayman, 2000; Pilon-Smits et al., 2009; Nawaz et al., 2016)
reduzindo, em especial, os ions O2" e/ou H202 (Feng, Wei e Tu, 2013). Outro
fato a ser considerado € a sua semelhanga quimica com o enxofre (S),
compartilhando vias de assimilagdo com esse elemento (Freeman et al., 2010).
Portanto, todos os metabdlitos do S possuem o Se incorporado, como 0s
aminoacidos sulfurados selenometionina e selenocisteina, moléculas similares
a metionina e a cisteina, respectivamente (White, 2016). Como consequéncia a
substituicdo nao especifica de S por Se em compostos contento S, em
elevadas concentragbes, o Se pode provocar toxicidade nas plantas (Terry et
al., 2000; Kabata-Pendias e Pendias, 2001), além de sua absorg¢ao, em geral,
ser limitada por altos niveis de S (Malagoli et al., 2015). Desta forma,
concentragbes elevadas de Se em plantas causam estresse oxidativo
(Mroczek-Zdyrska e Wajcik, 2012; Schiavon et al., 2012; White, 2016) e o limite
entre esses dois extremos dependera da espécie vegetal e do ambiente
(Wiesner-Reinhold et al., 2017).
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Dentre as formas de fornecimento artificial do Se para as plantas, o
priming ou osmocondicionamento de sementes vém mostrando resultados
promissores para algumas espécies (Hasanuzzaman e Fuijita, 2011; Nawaz et
al., 2013). O osmocondicionamento € uma técnica de hidratagéo controlada de
sementes, utilizando solugdes osmdticas, iniciando o0s processos pré-
germinativos, porém, ndo permite que ocorra a protrusdo da radicula, o que
pode promover maior tolerancia a estresses abioticos (Paparella et al., 2015).
O osmocondicionamento com Se permitiu maior tolerancia a seca em colza
(Brassica napus) melhorando seu sistema de defesa antioxidante por meio da
atividade enzimatica e ndo-enzimatica (Hasanuzzaman e Fujita, 2011). Em
trigo (Triticum aestivum L.), o osmocondicionamento aumentou o conteudo total
de acucar e aminoacidos livres totais (Nawaz et al., 2013).

Além das andlises fisiolégicas e bioquimicas em sementes e/ou
plantulas com o intuito de avaliar os efeitos do tratamento com
osmocondicionamento associados a tolerancia ao déficit hidrico, atualmente a
analise de imagens por raios X (ISTA, 2004) tornou-se ferramenta importante
para avaliagao da qualidade fisica de sementes e para correlaciona-las aos
resultados fisiolégicos, como a germinagao (Kobori, Cicero e Medina, 2012).
Por meio das radiografias, pode-se verificar a morfologia interna da semente e
consequentemente, verificar a ocorréncia de danos mecanicos e por insetos e
até mesmo aqueles advindos da ma formagao (ISTA, 2004; Pinto et al., 2009;
Cicero, 2010; Abud, Cicero e Gomes Junior, 2018; Borges et al., 2019;
Medeiros et al., 2020c), de maneira rapida, nao destrutiva e de facil execugao
(Carvalho et al., 2009). Borges et al. (2019) verificaram que a andlise de
imagens por meio da técnica de raios X para sementes de tomate em
diferentes estadios de maturacéo € eficiente para o estudo da germinagao e
maturidade desta espécie. No entanto, as informacdées que relacionam o
osmocondicionamento com Se e os atributos fisicos podem auxiliar na melhor
compreensao dos eventos associados as respostas ao condicionamento.

Diante do exposto, o objetivo do presente estudo foi avaliar a qualidade
fisica, fisioldgica e atividade enzimatica de sementes de duas linhagens de
tomate osmocondicionadas com Se e posteriormente submetidas ao déficit

hidrico durante o processo de germinacao.
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MATERIAL E METODOS
Osmocondicionamento das sementes

Sementes de tomate da cultivar M82 (acesso LA 3475) e da linhagem IL
1-4-18 (acesso LA 4050) foram submetidas ao osmocondicionamento com
solucéo de selenato de sédio (Na2SeOs - Sigma-Aldrich), na concentragdo de
12,5 M, ou sem o Se, ambos em solugéo de polietilenoglicol (PEG 6000) a -
1,0 Mpa (Villela, Doni Filho e Sequeira, 1991), durante 24 horas. O controle
consistiu em sementes ndo osmocondicionadas.

As sementes foram mantidas na solugdo com ou sem NaxSeOs, em
Erlenmeyer (capacidade de 1000 mL), juntamente com PEG, sob temperatura
de 15 °C, em cémara do tipo B.O.D. Os Erlenmeyers foram vedados e
submetidos a aeracao forcada por meio de uma bomba de ar e sob iluminacgao,
ambos constantes.

Apods os periodos de osmocondicionamento, as sementes foram lavadas
em agua corrente e secas sob temperatura ambiente (25 £ 2 °C), até que a
umidade se estabilizasse. Em seguida, as sementes foram submetidas ao teste
de raios X e, na sequéncia, ao teste de germinagao sob déficit hidrico induzido
por PEG 6000, na concentracao de -0,3 MPa (Jangid e Dwivedi, 2015; Borba et
al., 2017; Maciel et al., 2017), preparado segundo Villela, Doni Filho e Sequeira
(1991) ou apenas agua destilada (0,0 MPa).

Analises fisicas (Teste de Raios X)

As sementes foram submetidas a analise de seus tecidos internos por
meio da técnica de raios X com a utilizagdo de 160 sementes de cada
tratamento, fixadas em grupos de 20 sementes de forma ordenada e
equidistante em papel adesivo. Este procedimento foi realizado para permitir a
identificacdo individual de cada semente nas analises posteriores, como a

germinagao das mesmas.

As imagens radiograficas foram geradas por um dispositivo Faxitron,
modelo MX-20 (Faxitron x-ray Corp. Wheeling, IL, EUA). O equipamento foi
ajustado para uma tensao de 23 kV e as sementes foram expostas a radiagcao

por 10 segundos, a uma distancia focal de 41,6 cm. O contraste da imagem foi
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calibrado em 970 (width) x 2300 (center). As imagens foram salvas em Tagged
Image File Format (TIFF) e, em seguida, analisadas.

A analise das imagens automatizadas foi realizada no software livre
ImageJ® (https://imagej.nih.gov/ijjdownload.html), realizada com o auxilio da
macro IJCropSeed (Medeiros et al., 2020a). As variaveis obtidas nesta analise
foram:

Area (mm): area dentro do poligono definido pelo perimetro;

Perimetro (mm): Comprimento do limite externo da sele¢ao;

Largura (mm): Largura do menor retangulo que abrange a selegéo;

Comprimento (mm): Altura do menor retangulo que abrange a selegao;

Circularidade (mm): Definido pela férmula 4 x Area/ (1T eixo principal?);

Solidez: Definida pela férmula Area/Area convexa;

Densidade relativa (cinza pixel'): Média dos valores de cinza de todos
os pixels na area selecionada;

Densidade integrada (cinza pixel mm™): Soma dos valores dos pixels na
imagem ou na selec¢do;

Média de cinza (cinza mm™"): Escala de cinza mediana;

Preenchimento (%): Duas mascaras sao criadas, uma selecionando um
meétodo de limite que seleciona pixels com valores mais altos na selecado e
outra capaz de selecionar toda a semente, incluindo furos. Ao final, as
mascaras binarizadas sao subtraidas e o resultado é a porcentagem de tecidos

com maior densidade (cinza definido pelo primeiro método) dentro da semente.

Analises fisiolégicas

As mesmas sementes utilizadas nas analises de imagens por raios X
foram avaliadas quanto a sua qualidade fisioldgica. Para tanto, precedeu-se o
teste de germinacado. As sementes foram dispostas em caixas do tipo gerbox
na mesma ordem das imagens radiograficas, visando permitir a analise

individualizada.

Foram utilizadas oito repeticdes de 25 sementes por tratamento. As
sementes foram semeadas sobre duas folhas de papel germitest, umedecidas
com 2,5 vezes o peso do papel seco com PEG 6000 (-0,3 MPa) ou agua

destilada (0,0 MPa). Os gerbox foram embalados em sacos de plastico
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transparente e colocados em cémara do tipo B.O.D., sob temperatura
constante de 25 °C e fotoperiodo de 8 h de luz e 16 h de escuro.

Foram realizadas contagens diarias do numero de sementes germinadas
(protrusdo radicular) e de plantulas normais. A partir desses dados, foram
calculados os percentuais de protrusdo radicular (radicula maior que 2 mm) e
plantulas (radicula e parte aérea na propor¢ao de 1:1 e com as primeiras folhas
visiveis, com coloracdo verde, independente se estavam fechadas), primeira
contagem de germinagdo (PC), indice de velocidade de germinacdo (IVG),
massa fresca de plantula (MF), tempo para germinagéo de 50% das sementes
(t50), uniformidade de germinacédo (UnifG), tempo médio de germinagao
(TMG), taxa média de germinagéo (TaMG), variancia do tempo de germinagao
(VarGer), sincronia de germinagao (Sinc) e coeficiente de velocidade de

germinacgao (CVG), utilizando-se o pacote SeedCalc do R (Silva et al., 2019).

Atividade enzimatica e teor de proteinas

Para a andlise da atividade das enzimas antioxidativas, as sementes
foram colocadas para germinar, conforme descrito para o teste de germinacéo.

Apds 14 dias, as plantulas foram congeladas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -20 °C. Os extratos enzimaticos brutos foram obtidos por meio
da maceracéo de 0,2 g de material vegetal em nitrogénio liquido, seguida de
adicdo de 2 mL de meio de extracdo, tampao fosfato de potassio (0,1M, pH
6,8), contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA) (0,1 mM), fluoreto de
fenilmetilsulfénico (PMSF) (1,0 mM) e polivinilpolipirrolidona (PVPP) 1% (p/v)
(Peixoto et al., 1999). O homogeneizado foi centrifugado a 19.000 g por 15
min., a 4 °C.

Em seguida, o extrato bruto foi utilizado para a obtengdo do teor de
proteinas sollUveis e para a avaliagdo das atividades das enzimas Superdxido
Dismutase, Catalase e Peroxidases, conforme metodologias descritas a seguir:

Teor de proteinas: Foi determinado utilizando-se albumina bovina (BSA)
como padrao (Bradford, 1976). Utilizou-se 50 uL do extrato enzimatico
adicionado a 1 mL do reagente de Bradford, seguido de agitagcdo. Apds 20
minutos, foi realizada a leitura da absorbancia da amostra em
espectrofotdbmetro a 595 nm. Os resultados foram expressos em mg.g"' de

matéria fresca.
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Superodxido dismutase (SOD): Determinada pela adi¢do de 100 pyL do
extrato enzimatico bruto a 2,90 mL de meio de reacao, constituido de tampéo
fosfato de sédio 50 mM, pH 7,8, contendo metionina 13 mM, azul de p-nitro
tetrazolio (NBT) 75 yM, EDTA 0,1 mM e riboflavina 2 yM (Del Longo et al.,
1993). A reacao foi conduzida a 25 °C, em uma camara de reacédo iluminada
com uma lampada fluorescente de 15 W. Apdés 5 min de exposicao a luz, a
iluminacgao foi interrompida e a formazana azul, produzida pela fotorreducéo do
NBT, foi medida pela absorvancia a 560 nm. O valor da absorvancia de um
meio de reacgao igual ao anterior, mas mantido no escuro pelo mesmo periodo,
serviu como branco e foi subtraido da leitura de cada amostra que recebeu
iluminacdo (Giannopolitis e Ries, 1977). Uma unidade de SOD foi definida
como a quantidade de enzima necessaria para inibir em 50% a fotorreducéo do
NBT (Beauchamp e Fridovich, 1971). Os resultados foram expressos em U min
" ug’! proteina.

Catalase (CAT): Determinada pela adicdo de 100 uyL do extrato
enzimatico bruto a 2,90 mL de meio de reagao, constituido de tampao fosfato
de potassio 50 mM, pH 7,0 e H202 12,5 mM (adaptado de Havir e McHale,
1987). O decréscimo na absorbancia a 240 nm a 25°C foi medido durante o
primeiro minuto de reagao. A atividade enzimatica foi calculada utilizando-se o
coeficiente de extingdo molar de 36 M'.cm” (Anderson et al., 1995) e os
resultados expressos em pmol min' mg' proteina.

Peroxidase (POX): Determinada pela adicdo de 100 pyL do extrato
enzimatico bruto a 2,90 mL de meio de reagao, constituido de tampao fosfato
de potassio 25 mM, pH 6,8, pirogalol 20 mM e H202 20 mM (adaptado de Kar e
Mishra, 1976). A produgao de purpurogalina foi medida por meio do incremento
da absorbancia a 420 nm a 25 °C. A atividade enzimatica foi calculada
utilizando-se o coeficiente de extingdo molar de 2,47 M-'.cm' (Chance e

Maehly, 1955) e os resultados expressos em pmol min' mg proteina.

Analise estatistica

O experimento foi conduzido em esquema fatorial 3x2, sendo trés
tratamentos de osmocondicionamentos (com Se, sem Se e sementes nao
condicionadas) e dois niveis de déficit hidrico durante a germinacado (com ou

sem déficit hidrico). O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
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com quatro repeticdes. Os dados foram submetidos a analise de variancia. As
meédias dos tratamentos de condicionamento foram comparadas pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade. As médias obtidas para os tratamentos de déficit
hidrico durante a germinagdo foram comparadas pelo teste F, a 5% de
probabilidade. As duas linhagens foram avaliadas individualmente.

Foi realizada uma analise multivariada de componentes principais (PCA)
para os atributos fisiolégicos e bioquimicos. Uma matriz “n x p” foi obtida, onde
n corresponde ao numero de tratamentos (n = 6) e “p” 0 numero de variaveis
analisadas (p = 15). Os autovalores e autovetores foram calculados a partir das
matrizes de covariancia e plotados em graficos bidimensionais (diagrama de
ordenagéo de categorias e circulo de correlagdes), geradas a partir do pacote
Factoextra (Kassambara e Mundt, 2016). A correlacdo de Pearson (r) foi
calculada com os dados obtidos em todas as avaliacbes para as duas
linhagens. O software estatistico R foi utilizado em todas as analises (R Core

Team, 2020).

RESULTADOS

Analises fisicas (raios X)

De maneira geral, os atributos fisicos relacionados a forma, como area
(AREA), perimetro (PER), largura (LARG), comprimento (COMP) e
circularidade (CIRC), nao diferiram estatisticamente entre os tratamentos de
osmocondicionamento (Tabela 1 e 2). Da mesma forma, para a solidez
(SOLID), preenchimento das sementes (PREENCH) e a densidade integrada
(DENS.INT) também ndo foram \verificadas diferengcas entre os
condicionamentos. Por outro lado, foi possivel observar que o
osmocondicionamento, sobretudo com PEG, proporcionou nas sementes de
ambas as linhagens, maior densidade relativa (DENS.REL) e maior média de
cinza (MED.CINZA) quando comparadas as sementes nao condicionadas
(Tabelas 1 e 2).

Na Figura 1, é possivel visualizar que as sementes osmocondicionadas
(PEG e PEG + Se) apresentaram maior desenvolvimento embrionario em

relagdo aquelas ndo osmocondicionadas, o que pode ser relacionado com a
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maior densidade relativa dessas sementes comparado aos demais tratamentos
(Tabelas 1 e 2).
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Tabela 1. Atributos fisicos de sementes de tomate da linhagem 4050 submetidas a diferentes tratamentos de
osmocondicionamento.

Condicionamento  AREA (mm) PER (mm) LARG (mm) COMP (mm) CIRC (4Area /(11 eixo principal®))
PEG 3,99B 777B 2,29B 2,39A 0,819 A
PEG + Se 427 A 8,03 A 2,45 A 2,37 A 0,822 A
N&o condicionadas 4,22 AB 8,02 A 241A 2,39 A 0,820 A
CV (%) 4,61 2,36 3,69 3 1,59
Condicionamento SOLID DENS. REL. (cinza pixel'') DENS. INT. (cinza pixel mm™) MED. CINZA (cinza mm™") PREENCH (%)
PEG 0,964 A 72,31 A 291,55 A 75,57 A 99,87 A
PEG + Se 0,965 A 67,19 B 289,82 A 70,17 B 99,77 A
N&o condicionadas 0,962 A 64,16 C 274,06 A 66,25 C 99,86 A
CV (%) 0,962 A 33 6,26 3,19 0,08

Area (AREA); perimetro (PER); largura (LARG); comprimento (COMP); circularidade (CIRC); solidez (SOLID.); densidade relativa (DENS. REL.);
densidade integrada (DENS. INT.); média de cinza (MED. CINZA); preenchimento (PREENCH). Médias seguidas pela mesma letra mailuscula na
coluna, comparando efeito do osmocondicionamento, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Tabela 2. Atributos fisicos de sementes de tomate da linhagem 3475 submetidas a diferentes tratamentos de
osmocondicionamento.

Condicionamento  AREA (mm) PER (mm) LARG (mm) COMP (mm) CIRC (4Area /(11 eixo principal?))
PEG 471B 8,48 B 2,65A 244 B 0,789 A
PEG + Se 502A 8,74 A 2,56 A 2,69 A 0,787 A
Nao condicionadas 5,05 A 8,79 A 2,55 A 2,71 A 0,792 A
CV (%) 3,14 1,71 3,87 2,73 1,58
Condicionamento SOLID DENS. REL. (cinza pixel') DENS. INT. (cinza pixel mm™) MED. CINZA (cinza mm™") PREENCH (%)
PEG 0,966 A 71,16 A 337,08 A 74,16 A 99,81 A
PEG + Se 0,966 A 67,82 B 340,38 A 70,98 B 99,7 B
Nao condicionadas 0,964 A 66,14 B 33551 A 68,41 B 99,87 A
CV (%) 0,48 278 427 284 0,06

Area (AREA); perimetro (PER); largura (LARG); comprimento (COMP); circularidade (CIRC); solidez (SOLID.); densidade relativa (DENS. REL.);
densidade integrada (DENS. INT.); média de cinza (MED. CINZA); preenchimento (PREENCH). Médias seguidas pela mesma letra maiuscula na
coluna, comparando efeito do osmocondicionamento, n&o diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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B. PEG + Se c. Nao
condicionadas

4050

3475

Figura 1. Radiografias de sementes de duas linhagens de tomate (LA 4050 e LA 3475)
osmocondicionadas com PEG (A), osmocondicionadas com PEG + Se (B) e ndo condicionadas
(C).

Analises fisiolégicas

O déficit hidrico reduziu os valores de qualidade fisiolégica analisados

nas sementes das duas linhagens (Tabelas 3 e 4).

Para as sementes da linhagem LA 4050 (Tabela 3), que apresenta maior
tolerancia ao déficit hidrico, os resultados de protrusao radicular (PR); plantulas
normais (PN) e indice de velocidade de germinagao (IVG) foram semelhantes
entre os tratamentos de déficit hidrico e entre os tratamentos de
osmocondicionamento. O osmocondicionamento com PEG ou PEG + Se
melhorou o desempenho das sementes submetidas ao déficit hidrico quando
comparadas as sementes nao osmocondicionadas. Em relacdo ao controle
(sementes nao submetidas ao déficit hidrico), a porcentagem de PN foi
reduzida nas sementes osmocondicionadas com PEG + Se e submetidas ao
déficit hidrico. O tempo para germinacédo de 50% das sementes (t50),
uniformidade de germinagao (UnifG) e tempo médio de germinagao (TMG) foi
maior nas sementes sob déficit hidrico, principalmente naquelas nao

osmocondicionadas. Nao foi verificada diferencas na MF das plantulas
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independentemente do osmocodiocionamento e do tratamento de déficit
hidrico. O osmocondicionamento apenas com PEG contribuiu para o aumento
da qualidade fisiologica das sementes, com maiores valores de taxa média de
germinagao (TaMG), variancia do tempo de germinacéo (VarGer), sincronia de
germinacdo (Sinc), coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG),
especialmente em relacdo as sementes ndo condicionadas, sendo que sob
déficit isso ficou mais evidente.

Em relagdo as sementes da LA 3475 (Tabela 4), foi verificada para
protrusdo radicular (PR) e plantulas normais (PN) que os
osmocondicionamentos (PEG e PEG + Se) ndo melhoraram o desempenho
das sementes, tanto na condigdo sob déficit hidrico, quanto no tratamento sem
o déficit (controle). Sementes n&do osmocondicionadas apresentaram menor
porcentagem de plantulas normais na primeira contagem do teste de
germinacao (PC) em relagdo as sementes condicionadas com PEG e PEG +
Se. Da mesma forma que nas sementes da linhagem LA 4050, o tempo para
germinagao de 50% das sementes (t50), uniformidade de germinagao (UnifG) e
tempo médio de germinagdo (TMG) foram maiores para as sementes sob
déficit hidrico e, principalmente, para as ndo osmocondicionadas. Sob déficit
hidrico, a MF foi reduzida em todos os tratamentos. Os osmocondicionamentos
(PEG e PEG + Se) nao melhoraram o desempenho das sementes em relagao a
taxa média de germinacdo (TaMG), varidncia do tempo de germinacao
(VarGer), sincronia de germinagcado (Sinc), coeficiente de velocidade de
germinacao (CVG) e as sementes nao condicionadas apresentaram redugao na
TaMG e CVG, tanto no tratamento controle, sem déficit, quanto sob déficit

hidrico.
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Tabela 3. Qualidade fisiologica de sementes de tomate da linhagem 4050 submetidas a diferentes tratamentos de
condicionamento osmotico e déficit hidrico durante o processo de germinacéo.

PR (%) PN (%) PC (%) VG
Condicionamento Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média
PEG 86Ba 96 Aa 91 82Ba 93Aa 88 49 94 72A 3,97Ba 7,10 Aa| 5,53
PEG + Se 91 Aa 98 Aa 94 86 Ba 97 Aa 91 43 93 68A 4,18Ba 7,07 Aa| 5,62
Nao condicionadas 69 Bb 95 Aa 82 56 Bb 98 Aa 77 29 96 63A 241Bb 7,17 Aa| 4,79
Média 82 96 75 96 40b 94 a 3,52 7,11
CV (%) 6,61 7,19 16,27 7,8
t50 (dias) UnifG TMG (dias) TaMG
Condicionamento Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média
PEG 782Ab 464Ba| 623 3,04Ab 2,09Ba| 2,57 845Ab 535Ba| 6,89 0,118 0,187 |0,153 A
PEG + Se 794 Ab 486Ba| 64 412Ab 254Ba| 3,33 8,57Ab 563Ba| 7,1 0,117 0,178 P,147 AB
Nao condicionadas 9,26 Aa 4,86 Ba| 7,06 5,72Aa 2,12Ba| 3,92 9,78Aa 554 Ba| 7,66 0,103 0,181 |0,142B
Média 8,34 4,79 4.3 2,25 8,93 5,51 0,113b 0,182 a
CV (%) 7 18,81 5,31 4,74
VarGer Sinc CVG MF
Condicionamento Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média  Déficit Controle| Média
PEG 1,75Ab 0,67 Aa| 1,21 0,246 0,552 (0,399 A 1186 18,71 {1528 A 0,0136 0,0331 |0,0233 A
PEG + Se 3,33 Aa 0,99Ba| 2,16 0,171 0403 |0,287B 1169 17,78 (14,74 AB 0,0117 0,0274 [0,0195 A
Nao condicionadas 4,23 Aa 0,62Ba| 242 0,149 0,495 P,323AB 10,25 18,08 (14,17B 0,0757 0,0369 [0,0563 A
Média 3,1 0,76 0,189b 0,483 a 11,27b 18,19a 0,0337a0,0324 a
CV (%) 38 21,65 4,74 132,29

Protruséo radicular (PR); plantulas normais (PN); primeira contagem de germinacédo (PC); indice de velocidade de germinacao (IVG); tempo para
germinagédo de 50% das sementes (t50), uniformidade de germinacdo (UnifG), tempo médio de germinacao (TMG), taxa média de germinacéo
(TaMG), variancia do tempo de germinagao (VarGer), sincronia de germinagao (Sinc), coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG) e matéria fresca
de plantula (MF). Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, comparando o efeito dos tratamentos de osmocondicionamento, ndo diferem pelo
teste F (p < 0,05); Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, comparando o efeito do déficit hidrico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p < 0,05).
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Tabela 4. Qualidade fisiolégica de sementes de tomate da linhagem 3475 submetidas a diferentes tratamentos de
condicionamento osmotico e déficit hidrico durante o processo de germinagéo.

PR (%) PN (%) PC (%) VG
Condicionamento Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média
PEG 86 96 91 A 75 93 84 A 38.5 90 64A 356Ba6,711Aa 5,13
PEG + Se 83 97 90 A 71 93 82 A 36 89.5 63A 349Ba 645Aa| 4,97
Nao condicionadas 85 92 88 A 73 79 76 A 23.5 59.5 42B 3,13Ba 4,25Ab| 3,69
Média 84 b 95a 73b 88 a 33b 80 a 3,39 5,8
CV (%) 5,08 8,74 20,71 13,24
t50 (dias) UnifG TMG TaMG
Condicionamento Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média
PEG 7,92 494 | 643B 4,08Aa 2,14Bb| 3,11 8,73 565 | 7,19B 0,115Ba0,177 Aa 0,146
PEG + Se 7,76 526 | 651B 3,98Aa2,78Bab 3,38 8,52 6,01 726 B 0,118 Ba0,166 Aa 0,142
Nao condicionadas 8,89 6,88 | 7,89A 3,27 Aa 3,77 Aa| 3,53 9,49 786 | 868A 0,105Ba0,129 A 0,117
Média 8,19a 5,69b 3,78 29 891a 6,51b 0,113 0,157
CV (%) 8,3 22,07 7,68 7,16
VarGer Sinc CVG MF
Condicionamento Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média  Déficit Controle Média
PEG 2,59 1,03 (181A 0,206 0,403 (0,304 A 11,48Ba17,73 Aad 14,61 0,0109 0,0342 |0,0226 A
PEG + Se 2,56 202 | 229A 0,216 0,314 D,265AB 11,82Ba16,66 Ag 14,24 0,0093 0,0331 |0,0212 A
Nao condicionadas 2,29 281 | 255A 0,175 0,268 |0,222B 10,55Ba12,86 Ab 11,7 0,0155 0,0331 |0,0243 A
Média 248a 195a 0,199b 0,328 a 11,28 15,75 0,0119b0,0335 a
CV (%) 43,08 22,69 7,16 24,58

Protruséo radicular (PR); plantulas normais (PN); primeira contagem de germinacédo (PC); indice de velocidade de germinacao (IVG); tempo para
germinagéo de 50% das sementes (t50), uniformidade de germinacao (UnifG), tempo médio de germinacdo (TMG), taxa média de germinagéo
(TaMG), variancia do tempo de germinagao (VarGer), sincronia de germinagao (Sinc), coeficiente de velocidade de germinagdo (CVG) e matéria fresca
de plantula (MF). Médias seguidas pelas mesmas letras minusculas, comparando o efeito dos tratamentos de osmocondicionamento, ndo diferem pelo
teste F (p < 0,05); Médias seguidas pelas mesmas letras maiusculas, comparando o efeito do déficit hidrico, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

(p < 0,05).
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Atividade enzimatica e teor de proteinas

De maneira geral, a atividade das enzimas do sistema antioxidante foi
reduzida nas plantulas sob déficit hidrico nas duas linhagens de tomate
(Figuras 2 e 3).

Nas pléntulas da linhagem LA 405 oriundas de sementes nao
osmocondicionadas, para a atividade da SOD e POX houve interacao
significativa entre os fatores osmocondicionamento e déficit hidrico (Figura 2A
e 2B). Sob déficit hidrico, a atividade dessas duas enzimas néo diferiu entre os
tratamentos de osmocondicionamento. Porém, no controle foi verificada
aumento de atividade enzimatica em plantulas oriundas de sementes
osmocondicionadas. Para a CAT, o osmocondicionamento com PEG reduziu a
atividade da enzima, mas esta nao diferiu dos valores obtidos para as

sementes osmocondicionadas com PEG + Se (Figura 2D).
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Figura 2. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) (A), peroxidase (POX) (B) e
catalase (CAT) (C e D) em pléntulas de tomate da linhagem 4050 provindas de sementes
osmocondicionadas com PEG ou Se e submetidas ao déficit hidrico durante a germinagéo.
Médias seguidas pela mesmas letras minusculas, comparando o efeito do condicionamento
osmotico, nao diferem entre si pelo teste de Tukey (p < 0,05); Médias seguidas pelas mesmas
letras maiusculas, comparando o efeito do déficit hidrico, ndo diferem entre si pelo teste F (p <
0,05).
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Em plantulas da linhagem LA 3475, foi verificada interagcdo entre os
fatores osmocondicionamento e déficit hidrico para a atividade das enzimas
SOD, POX e CAT (Figura 3). Sob déficit hidrico, a atividade da SOD e POX
nao diferiu entre os tratamentos de osmocondicionamento. No controle, o
osmocondicionamento com PEG proporcionou aumento na atividade das
enzimas em relagdo aos demais tratamentos de condicionamento. Em
sementes ndo osmocondicionadas, ndo houve diferenca entre a atividade da
SOD e POX sob déficit ou sem déficit hidrico (Figura 3-A e 3-B), o que também
foi verificado em sementes osmocondicionadas com PEG + Se quanto a
atividade da POX (Figura 3-B). Sob déficit hidrico, ocorreu menor atividade da
CAT em sementes osmocondicionadas com PEG. No controle, as plantulas
oriundas de sementes nao condiciondas tiveram maior atividade desta enzima
em comparagao as osmocondicionadas (PEG e PEG + Se). Nao foi observada
diferenga na atividade da enzima CAT em pléantulas sob déficit hidrico ou sem
déficit, oriundas de sementes osmocondicionadas com PEG ou PEG + Se
(Figura 3-C).
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Figura 3. Atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) (A), peroxidase (POX) (B) e
catalase (CAT) (C e D) em plantulas de tomate da linhagem 3475 provindas de sementes
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osmocondicionadas com PEG ou Se e submetidas ao déficit hidrico durante a germinagéo.
Médias seguidas pelas mesmas letras mailsculas, comparando o efeito do déficit hidrico, ndo

diferem entre si pelo teste F (p < 0,05).

Analise de Componentes Principais (PCA)

Por meio da analise de componentes principais (PCA), observa-se que
para ambas as linhagens (Figura 4A e 4B), os componentes 1 (PC1) e 2 (PC2),
explicaram mais de 80% da variabilidade dos dados. Os vetores de qualidade
fisiologica (cor vermelha), relacionados a germinacdo e a velocidade e
uniformidade de germinac&o, se concentraram em sua maioria nos escores
positivos do componente 1 (PC1+), proximos aos vetores bioquimicos (cor
azul) referentes as enzimas SOD e POX e aos tratamentos controle (Figura 4A
e B). Os tratamentos com déficit hidrico (Nao condicionadas-Déficit, PEG-
Déficit e PEG+Se-Déficit) se concentraram nos escores negativos do
componente 1 (PC1-), proximos aos vetores da CAT, UnifG, VarGer, TMG e
t50.
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Figura 4. Grafico biplot da analise de componentes principais (PCA) obtido pela combinagao
linear das variaveis fisioldgicas e bioquimicas de sementes e plantulas das linhagens de tomate
4050 (A) e 3475 (B). As sementes foram submetidas a diferentes condi¢gdes de
condicionamento osmoatico (PEG, PEG + Se e sementes nao condicionadas) e ao déficit hidrico
durante a germinagdo. PC1(Componente principal 1); PC2 (Componente principal 2); PR
(Protrusado radicular); PN (Plantulas normais); PC (Primeira contagem de germinagao); IVG
(indice de velocidade de germinacao); t50 (tempo para germinacao de 50% das sementes);
UnifG (uniformidade de germinagéo); TMG (tempo médio de germinacgéo); TaMG (taxa média
de germinagédo); VarGer (variancia do tempo de germinagao); Sinc (sincronia de germinagao);
CVG (coeficiente de velocidade de germinagéo); MF (matéria fresca de plantulas); SOD
(superoxido dismutase); POX (peroxidase); CAT (catalase).

Assim como por meio da comparagdao das médias e do PCA, pela
analise de correlagao de Pearson, os resultados previamente observados sao

confirmados, sendo o comportamento semelhante para as duas linhagens
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(Figura 5A e B). Houve correlagdes negativas entre t50, UnifG e TMG com PR,
PN, PC, IVG, SOD e POX. Para a LA 4050, a CAT apresentou correlacdes
negativas com PR, PN, PC e IVG e correlagbes positivas com t50, UnifG e
TMG. Os atributos fisicos também n&o apresentaram correlagdes significativas
com os de qualidade fisiologica e atividade enzimatica (bioquimico) para as
sementes desta linhagem (Figura 5A). Para a LA 3475, os descritories fisicos,
com excecdo da densidade relativa (DENSREL) e média de cinza
(MEDCINZA), também n&o apresentaram correlagdes significativas com os
atributos fisioldgicos e principalmente para a enzima CAT, atributo bioquimico
(Figura 5B).
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Figura 5. Correlacdo de Pearson entre todas as variaveis fisioldgicas, fisicas e bioquimicas de
sementes e plantulas das linhagens de tomate 4050 (A) e 3475 (B). As sementes foram
submetidas a diferentes condi¢des de condicionamento osmético (PEG, PEG + Se e sementes
nao condicionadas) e ao déficit hidrico durante a germinagdo. PR (Protrusdo radicular); PN
(Plantulas normais); PC (Primeira contagem); IVG (indice de velocidade de germinagao); t50
(tempo para germinacao de 50% ); UnifG (uniformidade de germinacéao); TMG (tempo médio de
germinacdo); TaMG (taxa média de germinagéo); VarGer (variancia do tempo de germinagao);
Sinc (sincronia de germinagéo); CVG (coeficiente de velocidade de germinagao); MF (matéria
fresca de plantulas); AREA (area); PER (perimetro); LARG (largura); COMP (comprimento);
ARRED (arredondamento); SOLID (solidez); DENSREL (densidade relativa); DENSINT
(densidade integrada); MEDCINZA (média de cinza); PREENCH (preenchimento); SOD
(superoxido dismutase); POX (peroxidase); CAT (catalase).

DISCUSSAO

Analises de imagens de raios X sao eficientes para predizer a

performance das sementes de tomate por meio da avaliagdo da morfologia do
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embrido, permitindo a selecdo de sementes de alta qualidade (Borges et al.,
2019). Ao analisar os resultados do teste de raios X, pode-se verificar que
ocorreu maior desenvolvimento embrionario nas sementes osmocondicionadas,
em especial com PEG, sendo representado pela maior densidade relativa de
tecidos (Tabelas 1 e 2), o que implicou em melhores respostas fisiologicas
como uniformidade e velocidade de germinagdo, isto para as duas linhagens
(Tabelas 3 e 4). A densidade relativa € um parametro utilizado para inferir
sobre a qualidade fisiolégica, pois esta relacionado com a densidade dos
tecidos internos das sementes (Abud, Cicero e Gomes Junior, 2018). A maior
densidade dos tecidos aqui relacionadas positivamente com a qualidade
fisiolégica das sementes ja foi observado em tomate (Borges et al., 2019) e
outras espécies como Piptadenia gonoacantha (Pinheiro et al., 2020);
Leucaena leucocephala (Medeiros et al., 2018) e Jatropha curcas (Medeiros et
al., 2020b). Esse parametro relaciona-se diretamente com a formacédo do
embrido e acumulo de reservas utilizadas durante o processo de germinagao
(Cheng et al., 2015).

Para as sementes osmocondicionadas, foi possivel observar nas
imagens de raios X que elas apresentaram um espaco entre o embridao e o
endosperma, que pode ser associado ao maior desenvolvimento embrionario
pelo consumo de parte do endosperma, devido ao tratamento a que foram
submetidas (Liu et al., 1999) e ndo a area vazia na semente. Alguns atributos
fisicos das sementes estdo mais relacionados ao gendtipo, como por exemplo
area, perimetro, largura, comprimento e circularidade. Assim, para estes
parametros, em geral, ndo foram observadas diferengas entre os tratamentos
de osmocondicioanamento.

O déficit hidrico reduziu a germinagdo, o crescimento inicial e a
uniformidade de plantulas das duas linhagens de tomate. Resultados
semelhantes foram encontrados por Florido et al. (2018) em sementes de
acessos de tomate contrastantes quanto a tolerdncia ao déficit hidrico,
verificando que sob baixos potenciais osmoéticos simulados com PEG os
materiais tiveram reducdo da germinagdo. A resposta ao estresse hidrico
envolve diversos processos bioquimicos, fisiolégicos e moleculares (Samota et
al., 2017). A falta de agua durante a embebicdo das sementes provoca

reducdo na velocidade de hidratagdo dos tecidos e difusdo de oxigénio,
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retardamento do inicio da atividade enzimatica, redugdo do crescimento
meristematico, problemas no alongamento celular, na sintese de parede e na
emissao da radicula (Hadas, 1976; Girotto et al., 2012; Silva et al., 2016). Além
disso, diferentes respostas ao déficit hidrico dependem da espécie e/ou cultivar
utilizada, bem como o tempo e duragdo da condi¢do (Galviz-Fajardo et al.,
2020).

O osmocondicionamento, em sintese, beneficiou o desempenho
fisiolégico das sementes, principalmente de sementes da linhagem LA 4050,
mais tolerante ao déficit hidrico. Essa técnica expde as sementes a baixos
potenciais hidricos o que permite a embebicdo parcial ativando eventos da
germinagado como o reparo e a sintese de DNA e RNA, atividade respiratoria,
mobilizagédo de reservas, sintese enzimatica, sem, contudo, ocorrer a protruséo
da radicula. Desta forma, o osmocondicionamento promove maior uniformidade
e sincronismo na germinagdo, bem como na emergéncia e no desenvolvimento
de plantulas (Kissmann et al., 2010; Varier et al., 2010; Chen e Arora, 2013),
tanto em condigbes normais quanto sob estresses abidticos (Bradford, 1976).

Em nosso trabalho, sementes sob déficit hidrico apresentaram menor
porcentagem de germinagao e crescimento inicial de plantulas em relagdo ao
controle. Ao compararmos as sementes osmocondicionadas (PEG + Se e
PEG) com as ndo osmocondicionadas, sob déficit hidrico ou ndo, ocorreram
melhores respostas nas sementes submetidas a técnica de condicionamento.

Galviz-Fajardo et al. (2020) osmocondicionaram sementes de tomate
com acido salicilico e as submeteram ao déficit hidrico, foi verificado a reducao
de parametros fisioldgicos das sementes e plantulas comparadas ao controle
com agua destilada. Segundo Bruce et al. (2007), o osmocondicionamento
funcionaria como uma exposi¢cao da semente a um estresse pré-germinativo,
as deixando com uma “memodria ao estresse”. Ou seja, a técnica ativa as fases
| e Il da germinacéo, ndao permitindo que ocorra a fase lll, que caracteriza-se
como a fase de emissao da radicula (Bewley et al., 2013). Por isso, quando as
sementes sado expostas, por exemplo, ao déficit hidrico apds serem
osmocondicionadas ocorre mais rapida germinagao e estabelecimento inicial
de plantulas em comparagcdo as que nao passaram pelo mesmo tratamento
(Bruce et al. , 2007).
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Para sementes de tomate, o osmocondicionamento resultou em
embebicdo mais rapida, aumento na extensibilidade das paredes celulares da
radicula e enfraquecimento do endosperma, provocando assim, reducido da
fase anterior a emergéncia da radicula (Haigh e Barlow, 1987). Portanto, a
técnica mostra-se interessante, pois reduz o periodo de produ¢cdo de mudas
com alto vigor (Mavi et al., 2006), até mesmo sob deficiéncia hidrica (Sadeghi e
Robati, 2015).

De fato, as linhagens responderam diferentemente aos tratamentos,
apesar de certa semelhanga nos resultados. Para as sementes da linhagem LA
3475, o osmocondicionamento (PEG e PEG + Se), em geral, ndo mostrou
melhoria no desempenho ligado as qualidade fisioléogica das sementes,
principalmente na germinagao e crescimento de plantulas, sob déficit hidrico ou
nao. Porém, para as sementes ndo osmocondicionadas houve maior tempo
necessario tanto para a germinagdo e quanto uniformidade de germinagao.
Para as sementes da linhagem LA 4050, mais tolerante ao déficit hidrico, foi
observado que os osmocondicionamentos (PEG e PEG + Se) foram benéficos
em relacdo as sementes nao osmocondicionadas, em condicdo de déficit
hidrico. Nesse caso, sementes osmocondicionadas sem Se apresentaram
melhoria no desempenho fisiolégico. Com isso, pode-se enfatizar que o
gendtipo pode resultar em respostas distintas ao fornecimento de Se (Eurola et
al., 1991) e do osmocondicionamento em si. O osmocondicionamento com
PEG melhorou a germinagéo e o crescimento inicial de plantulas de cultivares
arroz (Oryza sativa L.) sob déficit hidrico simulado com PEG (Sun et al., 2010).

Em trigo (Triticum aestivum L.), o osmocondicionamento de sementes
com Se (selenato de sdodio a 25, 50, 75 e 100 yM por 0,5 ou 1 h a 25 °C)
respondeu de forma distinta entre cultivares sob déficit hidrico, mas resultou
em melhoria de parametros fisiolégicos de plantulas (Nawaz et al., 2013), o que
para nossa pesquisa nao ficou evidente. A resposta das sementes ao
osmocondicionamento com Se dependem do nivel de estresse a que foram
expostas, espécie e/ou cultivar, duragdo, concentracdo e tempo
(Hasanuzzaman e Fujita, 2011; Nawaz et al., 2013; Khaliq et al., 2015). Para o
tomate, trabalhos relacionados ao papel desta técnica utilizando o Se devem

ser mais explorados.



79

No presente estudo, os resultados de atividade enzimatica em plantulas
de tomate para as duas linhagens foi uma surpresa, pois esperava-se que a
mesma aumentasse sob déficit hidrico e nas sementes osmocondicionadas,
em especial com Se, haja visto o seu papel protetor. Segundo pesquisas, o
papel do Se esta principalmente relacionado a sua atuacdo no sistema
antioxidante de plantas regulando a surperproducdo de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs) em células sob condigdes de desequilibrio provocados por
estresses abidticos, em especial do ion superdoxido (O2) e/ou da molécula
peréxido de hidrogénio (H202) (Feng, Wei e Tu, 2013). Porém, em
concentracbes elevadas, o Se é um pré-oxidante, causando reducdo no
crescimento de plantas e aumento da peroxidacdo, e leva a uma
superprodugcdo das EROs (Hawrylak-Nowak, 2013). Por isso, torna-se
importante mensurar a atividade enzimatica em trabalhos com Se.

Para ambas as linhagens, o osmocondicionamento com Se n&o resultou
maior atividade sistema de defesa antioxidante das plantulas e sob déficit
hidrico houve menor atividade das enzimas SOD e POX. No controle, ou seja,
agua destilada, as plantulas da linhagem LA 3475 provenientes do
osmocondicionamento com PEG e plantulas da linhagem LA 4050 provenientes
de sementes nao osmocondicionadas apresentaram maior atividade das
enzimas SOD e POX em relagao aos demais tratamentos. A SOD ¢é a primeira
enzima na linha de defesa das EROs em plantas sob estresses abidticos, ela
catalisa a dismutagéo de O2*, em Oz e H202. O O2* apesar de ser o mais
toxico possui baixa estabilidade, sendo convertido rapidamente a H2O2 (Wojtyla
et al., 2016). O H202 é degradado pela CAT, APX e muitas outras enzimas,
resultando como produto final a agua (Mittler, 2002; Grob et al., 2013). A POX
converte o H2O2 em Oz (Dubey, 2011). Em contraste com o0s nossos
resultados, sob restrigdo hidrica, cultivares de arroz (Oryza sativa L.) com
diferentes niveis de tolerancia ao déficit hidrico tiveram aumento na atividade
da SOD e CAT em sementes osmocondicionadas com PEG (Sun et al., 2010).
Da mesma forma, Hasanuzzaman e Fujita (2011) relataram que o
osmocondicionamento com Se melhorou a tolerancia de colza ao déficit hidrico
por meio do aumento nas atividades dos sistemas antioxidantes enzimaticos e

nao enzimaticos.
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Para a enzima CAT, em plantulas da linhagem LA 3475 sob déficit
hidrico foi observada menor atividade enzimatica nas sementes
osmocondicionadas com PEG em relagdo as condicionadas com PEG + Se e
nao condicionadas. No tratamento controle, plantulas provindas de sementes
nao osmocondicionadas, foi obtido maior atividade desta enzima. Nas plantulas
da linhagem LA 4050, a atividade da CAT foi aumentada sob déficit hidrico.
Além disso, sementes ndo osmocondicionadas apresentaram maior atividade
desta enzima que as osmocondiocionadas com PEG. Resultados contrastantes
ao presente estudo foram encontrados em sementes de arroz
osmocondicionadas com Se, em que foi verificada aumento da atividade de
antioxidantes enzimaticos (SOD, POX, CAT e GPX). Além disso, ocorreu
aumento na emergéncia e no crescimento de plantulas de arroz em
determinados tratamentos de priming com Se (Khalig et al. 2015). Assim
também, Nawaz et al. (2016) realizaram pulverizagao foliar com Se em plantas
de milho (Zea mays L.) submetidas ou ndo a estresse hidrico e foi constatado
que o Se exdgeno provocou aumento na atividade das enzimas antioxidantes
SOD, CAT, POX e APX nas plantas sob déficit hidrico comparadas ao controle.

Com nossos resultados, fica evidente a dificuldade em ajustar o tempo
de osmocondicionamento e a concentragcdo de Se para otimizar as respostas
das sementes/plantulas, ja que em elevadas concentragdes o Se pode ocorrer
toxicidade nas plantas (Terry et al., 2000) e isso depende da espécie vegetal e
do ambiente (Wiesner-Reinhold et al., 2017). O tomate € uma espécie néo
acumuladora de Se, ou seja, quantidades maiores que 25 ug de Se/g de peso
seco de raizes e folhas sdo toxicas para a espécie, sendo esse valor
dependente dos fatores tipo de solo, atividade microbioldgica e concentracéo
de sulfato na solugéo do solo, por exemplo (White et al., 2004). Para o tomate,
o Se fornecido em baixas concentragdes (5 a 10 yM) via raiz, resultou em
aumento na sintese de compostos fendlicos nas folhas e reduziu niveis de
alguns elementos quimicos nas raizes. Em concentragcbes maiores (25 a 50
MM) ocorreu aumento da enzima glutationa redutase (GSH) nas folhas em torno
de 3 a 5 vezes (Schiavon et al., 2013). Porém, a forma que o Se foi fornecido
pode influenciar nos resultados, sendo que nao foram encontrados na literatura
trabalhos prévios que realizaram osmocondicionamento com Se em sementes

de tomate.
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Para a linhagem LA 4050, a atividade da CAT aumentou sob condigbes
de déficit hidrico. Sadeghi e Robati (2015), a fim de investigar diferentes
métodos de condicionamento em sementes de chicoria (Cichorium intybus L.)
verificaram que ocorreu aumento na porcentagem de germinagdo € no
crescimento inicial de plantulas em sementes sob agua e déficit hidrico para
todos os métodos utilizados. O déficit hidrico aumentou a atividade da CAT e
POD, diminuiu da SOD, ndo afetando a da peroxidase do ascorbato (ASP).
Ressalta-se que cada espécie se comporta de maneira diferente e existem
muitos fatores que contribuem para as respostas. Além disso, os diferentes
métodos de condicionamento afetam de maneira diferente a atividade das
enzimas do sistema antioxidante numa mesma espécie. O
osmocondicionamento com acido salicilico (AS) em sementes de tomate
submetidas a diferentes niveis de déficit hidrico culminou em aumento na
atividade da SOD, no entanto, a CAT praticamente nao alterou suas respostas
(Galviz-Fajardo et al. 2020). A CAT pode desempenhar um papel mais
importante que outras enzimas na eliminacdo do excesso de H20> em
condi¢des de déficit hidrico (Shi et al., 2014). Estudos indicam correlagdo da
sua atividade com a porcentagem de germinacdo de sementes de tomate
(Badek et al., 2016).

Em trabalho recente, utilizando a aplicacido do Se em plantas de tomate
via pulverizagcdo foliar e no solo (0, 20, ou 40 mM), Rady et al. (2020)
concluiram que o Se tem papel regulatério em plantas sob baixa
disponibilidade hidrica devido a sua influéncia positiva sobre as enzimas e
componentes ndo enzimaticos do sistema de defesa antioxidante, sendo,
portanto, indicado sua aplicagao via solo na cultura do tomateiro com o objetivo
de minimizar os efeitos do déficit hidrico.

Desta forma, a acdo das enzimas deve ser de forma conjunta e
integrada a fim de manter o equilibrio das EROs a nivel intracelular (Mittler,
2002). Bailly; EI-Maaroufbouteau e Corbineau (2008) conceituam o papel das
EROs na fisiologia das sementes como “janela oxidativa”, devido ao seu duplo
papel, pois sao importantes para as vias de sinalizagao celular e consequente
germinagao e produto toxico, em condicbes de estresses abidticos como o
déficit hidrico, levando a danos oxidativos, prejudicando ou impedindo a

germinacao e/ou provocando plantulas anormais. Por exemplo, as EROs
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podem atuar no enfraquecimento do endosperma durante a germinagao por
meio do afrouxamento da parede celular (Wojtyla et al., 2016).

Diante do exposto, os resultados do nosso trabalho podem ser
explicados por duas possiveis vias, a primeira, que o déficit hidrico provocou
aumento significativo das EROs, sem aumento na atividade de enzimas do
sistema antioxidante, capaz de neutralizar o seus efeitos e a segunda, que a
producdo de EROs ndo foi suficiente para se tornar toxica e aumentar a
atividade do sistema de defesa antioxidante nas células Desta forma, os niveis
de EROs que sdo muito baixos ou muito altos sdo prejudicais, ao passo que
manter os niveis de EROs dentro da faixa certa promove beneficios (Mittler,
2017). A SOD dismuta o O2 -, uma molécula de meia vida curta (1 a 4 ps) e
com baixa estabilidade e que é rapidamente convertida em H20> (Gill; Tuteja,
2010; Mittler, 2017). Portanto, a atividade da SOD nas plantulas de tomate das
duas linhagens pode ter sido influenciada por esta instabilidade. Ja o H20>
possui meia vida longa (> 1 ms), além de ser menos toxico e mais estavel em
comparagao ao Oz - (Mgller; Jensen; Hansson, 2007). Por isso, a enzima CAT
se comportou de maneira diferente, tendo sua atividade aumentada.
Provavelmente esta relacionado a mecanismos regulatérios distintos destas
enzimas. O aumento do H202 em sementes de tomate omocondicionadas com
AS pode resultar em aumento da atividade da CAT para completar o processo
de germinagao sob déficit hidrico (Galviz-Fajardo et al. 2020), o que pode ser
uma possivel explicagdo para os nossos resultados ja que se trata da mesma
especie.

Em sintese, o déficit hidrico reduziu a germinagéao, a protrusao radicular
e a velocidade de germinagdo, aumentando o tempo médio de germinacao e
reduzindo a uniformidade de germinagdo das sementes, em todos os
tratamentos. Os atributos fisicos como comprimento, area e perimetro tem
baixa correlacdo com os tratamentos em que as sementes foram submetidas e
com a qualidade fisioldgica e atividade enzimatica. O osmocondicionamento da
sementes com Se, em geral, ndao melhorou o desempenho das mesmas.
Porém, o osmocondicionamento com PEG mostrou-se como alternativa
promissora para as sementes das duas linhagens, podendo ser utilizado para

reduzir o tempo de germinagao e aumentar a uniformidade de plantulas.
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CONCLUSOES

O osmocondicionamento das sementes de tomate com Se, na
concentragédo de 12 yM por 24 h ndo € um meétodo eficiente para melhoria da
qualidade fisiologica e atividade enzimatica de sementes das linhagens de

tomate suscetivel e tolerante ao déficit hidrico.

O osmocondicionamento com PEG, a -1,0 Mpa, apresenta potencial
para aumentar a tolerancia das sementes de tomate ao déficit hidrico durante o

processo de germinagao.
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