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RESUMO

Um obstaculo enfrentado no estudo da recalcitrd@aiafato das sementes incluidas neste
grupo perderem a viabilidade em curto periodo. Mtardo, ao longo da germinacéo,
sementes ortodoxas tornam-se intolerantes a desseeapor isso, tém sido utilizadas como
modelo em estudos que tentam elucidar as alteraggmsciadas com a sensibilidade a
dessecacdo. Assim, objetivou-se neste trabalhocteawar por meio de avaliacGes
fisioloégicas e bioquimicas o comportamento de séesede girassol quanto a perda da
tolerancia a dessecacdo durante o processo germjnaem da reinducdo da toleréncia a
dessecacao, para maior entendimento da sensil@lidadessecacdo. Foram selecionados
diferentes tempos de embebicéo para avaliacdorda pa tolerancia a dessecacéo durante o
processo germinativo de acordo com a curva de dgémetie sementes do hibrido de girassol
Hélio 251, sendo eles: testemunha, 0, 6, 12 e 28shde embebicdo, 1 mm e 3 mm de
protrusao radicular. Ap6s embebicdo as sementamfsubmetidas a secagem em silica gel,
com excec¢ao do tratamento testemunha que ndolioiefido a embebicdo e secagem. Para
tentativa de reinducéo da tolerancia a dessecaeémentes com 1 e 3 mm de radicula foram
submetidas a tratamento osmaético com polietilecobPEG), nas seguintes concentragdes:
PEG -1,4MPa, PEG -1,8MPa e PEG -2,2MPa. Foi reddizan tratamento apenas secado na
silica gel, tomado como controle da reinducéo d¢krdncia a dessecacdo. As sementes dos
referidos tratamentos foram submetidas as avakaiigielogicas pelos testes de germinacao,
primeira contagem de germinacgdo, teste de ememyéecplantulas, indice de velocidade de
emergéncia e teste de condutividade elétrica. Faaaliados também a abundancia de
proteinas resistentes ao calor (PRCs) e a expr&Esidsoenzimas: superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), ester&ST |, isocitrato liase (ICL) e glutamato
desidrogenase (GTDH) por meio de eletroforese. Emeates de girassol a tolerancia a
dessecacao € perdida apés 1 mm de protrusdo &di€s tratamentos de reinducdo da
tolerancia a dessecacdo com PEG aplicados as ssnumfgirassol com 1 mm de radicula
foram capazes de reestabelecer a sobrevivénciaaskporcentagens, com destaque para o
tratamento com PEG -1,8 MPa. Ja para sementes aom 8e radicula, os tratamentos de
reinducdo da tolerancia a dessecacdo nao foranergéis para restabelecimento da
germinacgdo. Ocorre reducdo na abundéancia de paste@sistentes ao calor e na expressao
das isoenzimas CAT e POX com a perda da toler@ndessecacao em sementes de girassol.
Também houve reducédo na expressdo da isoenzimar&&dionando-se a baixa qualidade
fisiologica das sementes com a perda da tolerdacidessecacdo. As expressbes das
iIsoenzimas de mobilizacdo de reservas, ICL e GTiofid, foram afetadas com a perda da
tolerancia a dessecacao. Os tratamentos de remdag®lerancia a dessecacdo nao alteraram
a expressao das isoenzimas estudadas (SOD, CAT, P®IX ICL e GTDH).

Palavras-chave:Helianthus annuug. Germinacado. Proteinas resistentes ao calonintasz
antioxidantes. Sensibilidade & dessecacao.



ABSTRACT

An obstacle faced in the study of recalcitrancenésfact that the seeds included in this group
lose viability within a short period. However, dugi germination, orthodox seeds become
desiccation intolerant. Although, they have beeeduas a model in studies that try to
elucidate the alterations associated with desiooagensitivity. Thus, this research aimed to
characterize, through physiological and biochemieahbluations, the sunflower seeds
behavior related to the loss of desiccation tolegaduring the germination process and the
reinduction of desiccation tolerance, for a bettederstanding of the desiccation sensitivity.
Different imbibition times were chosen to evalulie desiccation tolerance loss during the
germination process, based on the seeds imbilitiove of the Hélio 251 sunflower hybrid,
being: control, 0, 6, 12 and 20 hours of imbibitidhmm and 3 mm of radicle protrusion.
After imbibition, the seeds were submitted to dehtidn in silica gel, except the control
treatment that was not submitted to imbibition detiydration. In order to try to reinduce the
desiccation tolerance, seeds with 1 and 3 mm o€ledere submitted to osmotic treatment
with polyethylene glycol (PEG) in the following cmentrations: PEG -1,4 MPa, PEG -1,8
MPa, and PEG -2,2 MPa. A treatment was only subnhitb dehydration in silica gel, taken
as a control of the desiccation tolerance reindactbeeds of these treatments were submitted
to physiological evaluations by germination teBtst germination count, seedling emergence
test, emergence speed index, and electrical comdyctest. It was also evaluated the
abundance of heat-stable proteins and the expres$itsoenzymes: superoxide dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), esterds®T], isocitrate lyase (ICL), and
glutamate dehydrogenase (GDH), through electrogimreSunflower seeds lost the
desiccation tolerance after 1 mm of radicle pratmusThe treatments of desiccation tolerance
reinduction, with PEG applied to the sunflower se®dth 1 mm radicle, were able to re-
establish germination in low percentages, espgdaiithe treatment with PEG -1.8 MPa. For
the seeds with 3 mm radicle protrusion, the treatmef desiccation tolerance reinduction
were not efficient for germination re-establishmertere is reduction in the abundance of
heat-stable proteins and in the expression of A& @&nd POX isoenzymes with the loss of
desiccation tolerance in sunflower seeds. In aoiditthere was a reduction in the esterase
iIsoenzyme expression, related to the low physickdgquality of seeds with the loss of
desiccation tolerance. The expressions of the wesemobilization isoenzymes, ICL and
GDH were not affected by the loss of desiccatiderémce. The treatments of desiccation
tolerance reinduction did not change the expressidhe evaluated isoenzymes (SOD, CAT,
POX, EST, ICL, and GDH).

Keywords: Helianthus annuud.. Germination. Heat-stable proteins. Antioxidamzymes.
Desiccation sensitivity.
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1 INTRODUCAO

Em sementes a tolerancia a dessecacao pode sedaeibmo, a habilidade de tolerar
a secagem, sendo capaz de germinar e produziulgémormais apos a reidratacdo, sem que
ocorra danos irreversiveis as células e seu métaiml| A tolerdncia & dessecacdo € uma
caracteristica desejavel para armazenamert®itu das espécies vegetais em bancos de
germoplasma, armazenamento de subsisténcia eipsu@merciais, sendo necessario que as
sementes sejam desidratadas a baixos teores dee&uanetidas a baixas temperaturas e
umidade do ar durante o armazenamento para maaotdecsua qualidade.

Muitas espécies vegetais de interesse produzemngesneecalcitrantes, que nao
suportam secagem, armazenamento a baixas tempsrattem viabilidade e disponibilidade
curta ao longo do ano, o que tem sido um grandafidesa tecnologia de sementes para
conservagao e execucdo de pesquisas a longo prezoutro lado, as sementes ortodoxas
toleram a secagem e 0 armazenamento, apresentamdofatilidade de manipulacdo para
estudos relacionados tolerancia a dessecacao.

A capacidade de sobreviver a desidratacao das sesnemodoxas esta relacionada a
diversos mecanismos de adaptacdo que evitam dahdares durante a perda de agua ou que
0s reparem durante a reidratagdo. Tais mecanismbhgeem manutencdo da integridade das
membranas celulares, sistemas antioxidantes efsigoara eliminacdo de radicais livres,
acumulo de moléculas protetoras, tais como pratefasistentes ao calor e acucares néo
redutores (DEKKERS et al., 2015)

Pesquisas tentando elucidar os eventos moleculéisisldégicos e bioquimicos
relacionados com a sensibilidade a dessecac¢do esgpadde importancia, uma vez que
podem auxiliar na designacao de estratégia de o@ts® de varias espécies que produzem
sementes recalcitrantes. Sementes ortodoxas ge@sinau em processo germinativo
constituem uma importante ferramenta no estudcedailsilidade a dessecagdo, pois com o
decorrer da germinacéo, essas sementes perdenegsivgmente a tolerancia a dessecacao,
passando a se comportar como as recalcitrantesngodser utilizadas como modelo para
estudos da sensibilidade a dessecacdo (SUN, 18883 grande vantagem do uso de
sementes ortodoxas como modelo de estudo da te@atid € o continuo suprimento de
material experimental, além da possibilidade dedwido da tolerancia a dessecacgéo depois
de perdida, por meio de aplicacdo de efeitos dessst osmotico (BRUGGINK; VAN DER
TOORN, 1995).



11

A identificacdo das alteracdes fisiologicas e biogoas dos mecanismos reguladores
da tolerancia a dessecacdo, podem ser empregadagramas de melhoramento genético
para auxiliar no desenvolvimento de cultivares madaptadas a estresses abioticos
(SHANKER et al., 2014). Estudos com diferentes eiggéagrondmicas vém sendo realizados
buscando maior entendimento das mudancas que ocoas sementes a medida que estas
perdem &gua, seja durante processo de desenvoteinoen testando metodologias de
secagem (ROSA, et al., 2005; VEIGA et al., 2000xél, sdo poucos os estudos sobre as
mudancas que ocorrem com a perda da tolerancisseabgdo em sementes de espécies
agronbmicas.

O girassol felianthus annuud..) € uma espécie agrondmica que possui sementes
classificadas com ortodoxas quanto a toleranciesaatacdo, presume-se que a perda de seus
mecanismos de tolerancia a dessecacdo durante @esSpoo germinativo possa ser
correlacionada a espécies recalcitrantes e posswed ser utilizada como espécie modelo de
estudo da sensibilidade & dessecacao.

Portanto,objetivou-se caracterizar, por meio de avaliac@sldgicas e bioquimicas,

o comportamento de sementes de girassol quantala ga tolerancia a dessecacéo durante o
processo germinativo e da reindugdo da tolerandesaecacédo, gerando informagdes sobre
esses eventos para o aprimoramento dos conhecsnemtérea de producéo e tecnologia de

sementes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Tolerancia a dessecacao em sementes

Tolerancia a dessecacao € definida como a halalidadum organismo sobreviver a
niveis criticos de desidratacdo, sendo capaz depeear seu metabolismo normal apds a
reidratacdo, sem que ocorra perdas significativassuhs funcbes e sem causar danos
irreversiveis as células (OLIVER; TUBA; MISHLER, @0). Ja Alpert (2005) define o termo
como a capacidade de um organismo equilibrar oceatetudo interno de agua com o ar
moderadamente seco e restaurar o seu funcionamemal apds a reidratagéo.

Esta habilidade de tolerar a secagem esta presentiiversos grupos de organismos,
sendo comum em espécies de liquens, briofitagdpfeas, musgos e algas e rara em outros
grupos vegetais (ALPERT, 2000). Em gimnospermasngioapermas, a tolerancia a

dessecacao ocorre mais em sementes, polen e edpssas estruturas tém em comum o fato
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de que séo dispersas para longe da planta-méessitando assim de suportar periodos de
secagem (HOEKSTRA, 2005).

Ainda ndo se sabe ao certo como algumas espécjetaige e/ou suas sementes,
tornaram-se tolerantes a dessecacédo, entretanfmi@de mais aceita € que a tolerancia a
dessecacdo em sementes é considerada uma evolacdensibilidade (PAMMENTER,;
BERJAK, 2000). Isto porque o ambiente no qual ssmeinavam 0s vegetais primitivos era
umido e, durante a evolucdo, as espécies con@nst@mbientes mais secos. Assim,
sementes sensiveis a dessecacdo sdo, geralmeotkizigas por espécies tipicas de
ambientes Umidos (TWEDDLE et al., 2003), visto ca® condicdes ambientais néo
exerceram nenhuma presséo sobre essas espécegquealas evoluissem para producgéo de
sementes tolerantes a dessecacdo (PAMMENTER; BER2@00).

A tolerancia a dessecacdo em sementes é uma catace desejavel para
conservacaex situdas espécies vegetais, uma vez que para a réaidacarmazenamento é
necessario que estas sejam desidratadas (JOSEASDRDAVIDE, 2007). Além da reducéo
do teor de agua, a manutencédo da qualidade fistal@tas sementes armazenadas depende
também da temperatura e umidade do ambiente deanarmento (HARRINGTON, 1972).

Golovina, Hoekstra e Van Aelst (200d¢screveram que em sementes, a tolerancia a
dessecacao pode ser definida como a capacidadermiéngr apos a secagem. As sementes
foram classificadas de acordo com sua capacidadehlteviver a diferentes teores de agua e
temperaturas de armazenamento, sendo categorizadas ortodoxas, recalcitrantes
(ROBERTS, 1973) e intermediarias (ELLIS; HONG; ROBES, 1990).

A grande maioria das espécies de angiospermas zmodsementes que toleram
dessecacdo e armazenagem a baixas temperaturdsngor periodo e sdo denominadas
sementes ortodoxas (ROBERTS, 1973). As culturas mdiivadas mundialmente, tais como
arroz, trigo, milho, soja, feijdo e girassol prodoez sementes tolerantes a dessecacdo. No
entanto, um numero significativo de espécies sels@ agricolas, principalmente de zonas
climaticas Umidas, produzem sementes sensiveisssech;do. As sementes sensiveis a
dessecacao ou recalcitrantes ndo toleram a secag®a@zenamento a baixas temperaturas e
tampouco se mantém viaveis por longos periodos B, 1973). Consequentemente, o
uso e a conservacgdo das sementes de espéciestnatalse que incluem algumas culturas
economicamente importantes, por exemplo, cacaé,czaféfora e seringueira, constituem um
desafio (BERJAK; PAMMENTER, 2013).

De acordo com Ellis, Hong e Roberts (1990) as s@meclassificadas como

intermedidrias seriam aquelas que suportam a secagelerada e permanecem viaveis por
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periodos de armazenamento superiores ao das texaties, contudo menor que aqueles
apresentados pelas ortodoxas. Atualmente acreditpue as sementes ndo se limitam a
categorias distintas, mas sim que estejam inseenasim continuo de tolerancia, onde em
um extremo teriamos as sementes extremamententi@lgrau ortodoxas, enquanto em outro,
as extremamente sensiveis, ou recalcitrantes (PANINHR; BERJAK, 1999).

A capacidade de tolerar & dessecacao é distintdifeasntes partes da semente, sendo
observada maior sensibilidade a dessecacao na mayidiz primaria (BUITINK et al., 2003;
FARIA et al., 2005). Portanto, eixos embrionariés seguramente utilizados como modelo
experimental, para avaliagao de alteracGes ocsrddeante a perda e reinducdo da tolerancia
a dessecacdo (DELTOUR, 1985; FARIA et al., 2005|NFARAES et al., 2011).

2.2 Mecanismos que conferem a tolerancia a dessecacéio gmentes

A capacidade de sobreviver a desidratacdo depeaddiversos mecanismos de
adaptacdo que evitam danos celulares durante a derdgua ou que os reparem durante a
reidratacdo. Tais mecanismos incluem a manutergd@utegridade das membranas celulares,
sistemas antioxidantes eficientes para eliminagdeadicais livres, acimulo de moléculas
protetoras, tais como proteinas resistentes a, Gajdcares nao redutores e expressao de
genes reguladores da dessecac¢do e/ou &cido abqe8ia) (ANGELOVICI et al., 2010;
DEKKERS et al., 2015; LEPRINCE; HENDRY; MCKERSIERI3).

A tolerancia a dessecacao de sementes ortodoxafoesimente relacionada com as
interacdes desses mecanismos, que sdo capazegetgepas células contra as consequéncias
da perda de agua a diferentes niveis de hidratdc&eguir, serdo detalhados alguns destes

mecanismos.

2.2.1 Proteinas resistentes ao calor

Um dos mecanismos associados a tolerancia a deésecdarante o desenvolvimento
de sementes, € a abundancia de proteinas resistentalor (Heat-Stable Proteins) que tém
sido correlacionadas com a transicdo da intole@amara tolerdncia a dessecacgdo. A
estabilidade, propriedades fisicas e abundanciagipsoteinas em organismos que toleram a
desidratacdo sugerem um importante papel nessessmdBLACKMAN et al., 1991;
BOSWELL; MOORE; HAND, 2014).
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Dentre as proteinas resistentes ao calor (PRCsaadese a sintese de determinadas
proteinas na fase final de maturacdo, conhecidas ¢@A (Late Embryogenesis Abundant)
proteinas (DELAHAIE et al., 2013), cuja a presergaacumulo nas fases finais do
desenvolvimento de sementes tém sido relacionamosaquisicéo de tolerancia a dessecacao
em diferentes espécies. O padrdo de acumulo, aéocta abundante e as caracteristicas
fisicas de resisténcia a desnaturacdo das protefasindicam seu importante papel na
tolerancia a dessecacéao, protegendo os comporesitgasres da falta de agua, promovendo
ajustes osmaticos ou substituindo a agua perdidadessecacdo (HAND et al., 2011).

Proteinas de choque térmico (Heat Shock Protei&s)asitro grupo de proteinas
usualmente encontrados em plantas submetidas awit défdrico (WEHMEYER;
VIERLING, 2000). Algumas familias funcionam ligando-se as regides débradas das
cadeias peptidicas, sugerindo que sua funcdo pstaa relacionada com a manutencao
correta da estrutura terciaria de certas protgiBREQGLU, 2009). Assim, como o estresse
promove a deshaturacéo e a agregacao de proteinasnaior sintese de proteinas de choque
térmico ajudaria a proteger outras proteinas daranéstresse osmotico que ocorre apos a
desidratacdo da célula (SU; LI, 2008).

Acredita-se que a importancia das PRCs na tolex@ndiessecacdo de sementes deve-
se ao fato dessas proteinas atuarem como chapenmopasiindo a desestruturacdo proteica
(FEDER; HOFMANN, 1999). O termo chaperona é utdiagpara designar moléculas que
atuam na montagem ou manutencao de estruturasutaskes; impedindo que haja interacdes
errbneas, participam da estabilizacdo de proteirges membranas em condicdes de estresse
(HAND et al., 2011).

Avaliando a tolerancia a dessecacdo de sementesojdecolhidas em estadios
proximos da maturacéo fisiologica, Veiga et al.0@0verificaram que o0 ganho da tolerancia
a dessecacao foi acompanhado do aumento do condeUdBA proteinas. Em embrides de
Arabidopsis thalianatambém foi observado que as PRCs come¢am a amussuburante a
maturacdo e sao abundantes apds aquisicdo dantiera dessecacdo (WEHMEYER;
VIERLING, 2000). Em trabalhos com sementes recalsies deCastanospermum australe,
foi observado que a auséncia de LEA proteinasreltéonada a sensibilidade a dessecacéo
dessa espécie (DELAHAIE et al., 2013).

Em estudos coriMedicago truncatulaBoudet et al. (2006) verificaram que a perda da
tolerancia a dessecacao durante a germinacao doipmnhada da reducdo do conteudo de
proteinas resistentes ao calor e conseguiram fidantialguns grupos dessas proteinas.

Também em estudos com sementesSdsbania virgatd COSTA, 2011) eAnadenanthera
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pavonina(SOARES et al., 2015), o decréscimo da abundaneiardteinas resistentes ao
calor, coincidiu com a reducao na capacidade dasrges de tolerar a dessecacéo.

2.2.2 Sistemas antioxidantes

A dessecacdo das sementes induz o acumulo deisaliicas nas células, devido a
danos na cadeia de transporte de elétrons em mdoaé e ruptura de plastidios (LEPRINCE
et al., 1994; NTULI et al., 2011). Estas molécwdas prejudiciais a integridade celular, sendo
capazes de induzir a oxidacdo e despolimerizacdacu®s nucléicos, a desnaturacdo de
proteinas e a peroxidacdo dos lipidios da memiptasanatica (KRANNER; BIRTIC, 2005;
KRANNER et al., 2010). A tolerancia a dessecacates®er relacionada, ao menos em parte,
a capacidade de as sementes eliminarem o0 excesspéees reativas de oxigénio (EROS)
(CONTRERAS-PORCIA et al., 2011).

A incapacidade das sementes sensiveis a desselsaefgiuarem a adequada protecao
contra eventos oxidativos, consequentes da desmagan do metabolismo durante a
desidratacdo e o armazenamento, pode ser considesatb uma das principais causas da
sensibilidade a dessecacao e da reduzida longevikssas sementes (PULIDO; CAZALIS;
CEJUDO, 2009).

Durante o processo de secagem, a estrutura cdlulmente esta bastante vulneravel
a acao de agentes oxidantes (PAMMENTER; BERJAK9L9O controle dos radicais livres
€ de grande importancia para a sobrevivéncia daergemvisto que eles sao altamente
destrutivos. Durante a dessecacdo, pode haver da g controle dos mecanismos de
manutencdo de radicais livres, gerando reacderutieas na célula e sua consequente morte
(KRANNER; BIRTIC, 2005).

Sistemas enzimaticos removedores de radicais livaesam como agentes
antioxidantes na protecao contra EROS. A enzimarsujmo dismutase (SOD) considerada a
primeira no processo de defesa antioxidante, atudaado a acdo dos superdxidos (O
catalisando sua conversdo a peréxido de hidrog@ti®.), que € um composto menos
reativo. Ja a catalase e a peroxidase sao tambgimasnantioxidantes que catalisam a
conversdo de peroxido de hidrogénioo@z) em &gua (HD). S&o consideradas enzimas
indispensaveis para a eliminacdo de EROS, prirmoigiale em condi¢cfes de estresse severo,
pois suas atividades sao efetivas principalmentndmp ha altos niveis de>G (GILL;
TUTEJA, 2010).
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Em estudos sobre tolerdncia a dessecacdo de senumnieelfairia occidentalis
espécie sensivel a dessecacao, Nkang, Omokaroes(#g@0), concluiram que um aumento
no nivel de EROS pode estar associado ao declmiviabilidade das sementes e que a
peroxidacao pode ocorrer com a desidratacdo dasnsesn sendo afetada pela temperatura de
secagem e taxa de dessecagcdo. Em sementes rastdsitieCamellia sinensisubmetidas a
dessecacao, a producdo de EROS foi aumentadadaedgium aumento de expressao de
enzimas antioxidantes, mostrando o efeito negadlvaltas concentracées de EROS para
germinacao de sementes (CHEN et al., 2011).

O acumulo de radicais livres, a intensificagdo daoxidacdo de lipidios e
deesterificacao de fosfolipidios, bem como decnésala atividade enzimatica de superdxido
dismutase e peroxidase, foram associadas a peridedincia a dessecacdo em sementes de
milho (LEPRINCE et al., 1990). Em sementesS#sbania virgatéoi observado decréscimo
da atividade da enzima catalase com o aumento mibselade & dessecagdo (COSTA,
2011).

2.2.3Integridade das membranas celulares

A integridade das membranas celulares € essereamhpanutencdo da viabilidade das
sementes. As membranas mantém a integridade celdalimita a fronteira entre os meios
intracelular e extracelular, constituindo uma hearseletiva, por meio da qual se processam
trocas de substancias e energia entre a célulaamexterior. A membrana celular funciona
também como um sensor, permitindo a célula modiBeaem resposta a diversos estimulos
ambientais (BEWLEY; BLACK, 1994; CORREA; AFONSO JUDR, 1999).

Com a secagem, as membranas celulares sofrem urespoode desorganizacao
estrutural, sendo maior a desorganizacdo quantomfieno grau de umidade das sementes.
A permeabilidade seletiva das membranas, que penietencdo de solutos no interior da
célula, perde sua eficiéncia durante a secageim,assntensidade de liberacdo de exsudados
depende diretamente do estado de organizacdotdmaisle membranas celulares (ALPERT;
OLIVER, 2002).

As membranas celulares sdo compostas principalnpemt@roteinas e fosfolipidios
dispostos em uma camada fluida, cuja organizacdecuolar € estabilizada pela relacao entre
0s componentes da membrana e a agua (MARCOS FII2005). Sendo o processo de
peroxidacdo de lipideos um evento deteriorativeo@ado a danos de membranas das

sementes ocorrido devido a estresses, como o dadratagsdo (BASAVARAJAPPA;
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SHETTY; PRAKASH, 1991). Como uma ferramenta de égs$ude mudancas bioquimicas, a
enzima esterase (EST) pode ser utilizada como wharcaolecular para avaliar a integridade
do sistema de membranas, sendo sua atuacao assoamds reacoes de hidrélise de ésteres
de membranas e o metabolismo de lipidios (SANTOBNKEZES; VILLELA, 2004).

As membranas celulares séo particularmente vuleerd& danos durante a perda da
tolerancia & dessecacao ao longo da germinacaseBrmntes, a integridade das membranas é
de importancia crucial para a manutencdo da viuk, de modo que qualquer ruptura
indevida, gerada durante a secagem, pode causaequ@ncias imediatas as sementes
durante a reidratacdo (KERMODE; FINCH-SAVAGE, 20@in sementes de ervilha, milho
e soja (KOSTER; LEOPOLD, 1988), a perda da tolagdéadessecacao durante a germinacao
coincidiu com o aumento da permeabilidade das mamalst

O teste de condutividade elétrica é utilizado paralisar indiretamente a integridade
de membranas celulares em sementes. O métodoteomaiguantificacéo dos eletrolitos em
consequéncia do estado organizacional das membrarmserda do potencial fisiolégico das
sementes esta diretamente ligada as maiores gadesidle solutos lixiviados, resultado da
perda da integridade da membrana (VIEIRA et aD220

2.3 Sementes ortodoxas como modelo para o estudo daakitrancia

Um grande obstaculo enfrentado no estudo da r&@éaicia € justamente o fato destas
sementes perderem a viabilidade em curto periodard@zenamento, dificultando sua
manipulacdo. Apés a dispersdo, as sementes reagated permanecem viaveis por periodos
relativamente curtos, dificultando o trabalho caseetipo de semente (PAMMENTER et al.,
1994). Ao contrério, sementes ortodoxas adquirelerdocia a dessecag¢do ao final do
desenvolvimento, sendo dispersas com baixos telerégua, e em estado quiescente, sendo
mais facil o trabalho com esse tipo de sementetqgleea armazenamento (LEPRINCE;
BUITINK, 2010).

Tentativas de elucidar os eventos moleculares|digicos e bioguimicos relacionados
com a sensibilidade a dessecacdo sédo de grandetdampa, uma vez que podem auxiliar na
designacdo de estratégia de conservacdo de vés@écies que produzem sementes
recalcitrantes (LEPRINCE; BUITINK, 2010). Durante processo germinativo sementes
ortodoxas perdem progressivamente a toleranciassedacdo, tornando-se comparaveis as
recalcitrantes, e por isso tém sido utilizadas patado da recalcitrancia. Sun (1999) sugeriu

0 uso desse grupo de sementes como sistema moakoeptudo da recalcitrancia. As
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evidéncias sdo de que muito dos processos, tantamimto fisiolégico, como celular e
molecular que ocorrem durante a perda da toler@nclassecacdo em sementes ortodoxas,
durante o processo germinativo, sdo similares eguetsponsaveis pela sensibilidade a
dessecacao em sementes recalcitrantes.

Uma grande vantagem do uso de sementes ortodoxas cwmdelo de estudo da
recalcitrancia é o continuo suprimento de matexgderimental, além da possibilidade de
reinducdo da tolerancia a dessecacao depois delgepdr meio de aplicacdo de efeitos de
estresse osmoético (BRUGGINK; VAN DER TOORN, 199%JIBINK et al., 2003; FARIA
et al., 2005).

A utilizacdo de sementes ortodoxas em processoimggino como modelo pode
conferir maior flexibilidade na conducédo de expermos que visam o entendimento da

sensibilidade a dessecacéo, facilitando a realizde&studos comparativos.

2.4 Reinducédo da Tolerancia a Dessecacao

Durante o processo germinativo, a retomada doepsos metabodlicos nas sementes,
leva a protrusao radicular e a perda progressitaldeincia a dessecacao adquirida durante a
maturacao (BUITINK et al., 2003; MAIA et al., 201 No entanto, apos a protrusao radicular,
h& uma pequena janela de desenvolvimento duramuela tolerdncia a dessecacéo pode ser
reestabelecida em algumas espécies, por meiotdmrato osmaotico combinado ou ndo com
aplicacdo exogena de acido abscisico (ABA) (BUITIRKal., 2003; COSTA et al., 2015;
MAIA et al., 2011).

Com o intuito da compreensdo dos eventos relacisnatbm a tolerdncia a
dessecacao, estudos tem permitido o desenvolvimdmtonetodologias para reinduzir a
tolerancia a dessecacao em sementes em estagngadwa de germinacdo. Uma das técnicas
mais utilizadas para essa reinducdo em sementesngelas € o tratamento em solucao
osmotica de polietilenoglicol (PEG), sob baixas gemturas (BUITINK et al., 2003;
VIEIRA et al., 2010).

A reinducdo da tolerancia a dessecacdo ocorre alawida série de mecanismos
fisioldgicos e estruturais regulados geneticam@B@UDET et al., 2006; BUITINK et al.,
2003). Durante a incubacdo em solucdo de poliegléeol, as raizes primarias séo
submetidas a um estresse hidrico moderado (ASHRAF)DLAD, 2005), o qual pode
produzir uma memoria mediada por proteinas, fatdeetsanscricdo e alteracdes epigenéticas
(BRUCE et al., 2007).
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Muitos processos fisiologicos em nivel celular elenolar, que ocorrem durante a
perda da toleréncia & dessecacdo em sementesxasoderminadas, podem ser similares
aqueles responsaveis pela sensibilidade a dessee@d@&nciada nas sementes recalcitrantes
(SUN, 1999). No entanto, as pesquisas atuais téstabo correlacionar os eventos
metabolicos que ocorrem com o restabelecimentml@aahcia a dessecacdo em sementes
ortodoxas com 0s eventos que ocorrem com as sesegtdcitrantes (FARIA et al., 2005).

Bruggink e Van der Toorn (1995) demonstraram sesipel restaurar a tolerancia a
dessecacdo em sementes ortodoxas germinadascdenis sativug Impatiens wallerianae
sugeriram que esta abordagem poderia servir comsistema modelo adequado e confiavel
em estudos desta natureza. A técnica foi apliceala, sucesso, para outras espécies, como
Medicago truncatulgBUITINK et al., 2003),Tabebuia impetiginos@/IEIRA et al., 2010),
Arabidopsis thaliangMAIA et al., 2014) ,Bauhinia forficata(RODRIGUES et al., 2015) e
Sesbania virgatd MASETTO; FARIA; FRAIZ, 2015) por meio de tratameném solucéo
osmatica de polietilenoglicol, combinados ou ndm @plicacdo exdgena de acido abscisico.

No entanto, a aplicacdo da técnica de reinducéimldeéncia a dessecacao requer o
desenvolvimento de um protocolo adequado parafesedies espécies. Entre os principais
fatores que afetam a eficiéncia dessa técnicaaakese o potencial hidrico das solugdes
osmaticas de polietilenoglicol (BUITINK et al., 28)0

2.5 Caracterizacao da espécie

O girassol felianthus annuud..) € uma dicotiledbnea anual pertencente a famili
Asteraceae, origindrio da América do Norte (Sudpekis Estados Unidos e Norte do
México) e a sua utilizacdo como oleaginosa destaeoa partir da segunda guerra mundial,
sendo antes utilizado principalmente como ornam¢@sSTRO; SILVA JUNIOR, 2013).

E uma espécie agronomicamente considerada de ctameorto ristico, com ampla
capacidade de adaptacdo as condi¢cdes edafoclimapeos ser uma planta que possui
caracteristicas de resisténcia tanto ao frio quaatoalor. Em funcdo de suas caracteristicas
favoraveis e adaptaveis ao clima tropical do Brasitultura do girassol tem se expandido
para diversas regifes do pais. Esta cultura passior tolerancia a seca, quando comparada
ao milho e a soja, além de contribuir com a rotag&ucessao as culturas subsequentes,
principalmente na safrinha (EMPRESA BRASILEIRA DEFQUISA AGROPECUARIA -
EMBRAPA, 2018).
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O aquénio, fruto do girassol, comumente considersgimente, é do tipo seco,
indeiscente, constituido pelo pericarpo e pela sgangropriamente dita. A semente ndo tem
endosperma, sendo o0s cotilédones a Unica resetiiivaupara o embrido (NEUMANN et
al., 2009).

De acordo com O’Brien (2009), sementes de giras®olclassificada de acordo com
sua composi¢do quimica como oleaginosas, por apeesen em meédia, 47,3% de lipidios,
24% de proteinas, 19,9 % de carboidratos e 4%rdmsiem seu conteldo de matéria seca,
com grau de umidade de 4,7%. Esses lipidios emdaimgra sdo considerados a base do
material de reserva para o processo de germinacgao.

Em sementes oleaginosas a isocitrato liase (IQlh& enzima chave na regulacéo do
ciclo do glioxilato e esta diretamente envolvido metabolismo dos lipidios armazenados
como material de reserva (BEWLEY; BLACK, 1994). Buadancia de proteinas contribui
como material de reserva para as sementes de dgjirasndo a enzima glutamato
desidrogenase (GTDH) atuante na oxidacdo de pesteide armazenamento para
fornecimento de energia para o ciclo de Krebs (LEXHBER; NELSON; COX, 2006).

O girassol produz sementes ortodoxas, em grandgidade e de facil manipulacéo,
constituindo-se eficiente ferramenta para estu@oniga duracdo. Por isso, presume-se que
a perda de seus mecanismos de tolerancia a dedsaetagnte o processo germinativo possa
ser correlacionada a espécies oleaginosas reaateisr e possivelmente ser utilizada como
espécie modelo de estudo da sensibilidade a desseem trabalhos futuros.

Pouco se conhece a respeito da perda e da reindactmerancia a dessecacao de
sementes de girassol. Dessa forma, no presenwhoafbram caracterizadas por meio de
avaliacdo das altera¢cBes bioquimicas e fisiologegerda da tolerancia & dessecacao durante

0 processo germinativo e a reinducéo da toler@ndissecacdo das sementes de girassol.

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Local

O experimento foi conduzido no Laboratério Centi@lSementes do Departamento de
Agricultura (DAG) da Universidade Federal de La\dsLA), Lavras, Minas Gerais, Brasil.
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3.2 Material vegetal

Foram utilizadas sementes do hibrido simples desgid Hélio 251, produzidas pela
empresa Heliagro Agricultura e Pecuaria LTDA naesdD16/17. O hibrido Hélio 251 possui
sementes oleaginosas com percentual de lipidios/ajie de 40-44%. Até a realizacdo dos
experimentos, as sementes foram armazenadas emacfaaa 10 °C e 50% UR, em
embalagem de papel Kraft multifoliado.

O grau de umidade inicial foi determinado pelo rdétde estufa a 105 * 3 °C, por 24
horas (BRASIL, 2009).

3.3 Curva de embebicdo das sementes

Para determinacéo do padrdo de embebicdo de aiggaspenentes, foi elaborada uma
curva, utilizando-se 50 repeticdes com uma semeada, sendo cada uma delas pesada
individualmente para determinacdo da evolucao diatscao.

As sementes foram colocadas para embeber em relpspEl tendo como substrato
trés folhas de papel germitest saturadas com aegidadla e acondicionados em germinador a
25°C sob luz constante, sendo distribuidas 10 geseor rolo.

As sementes foram pesadas em balanca com prea@s8@@01g de hora em hora
durante as primeiras 12 horas, a cada 6 horag4dtéras de embebicao, e a cada trés horas
apos o inicio da fase Il do processo germinativa. anotado 0 momento da protrusdo das
radiculas, momento esse em que observou-se a giotmadicular de mais de 50% das
sementes. Para a representacdo grafica da curam feelecionadas apenas as sementes

germinadas, as quais totalizaram 49 sementes.

3.4 Caracterizagdo da perda da tolerancia a dessecacao

Para caracterizacdo da perda da tolerancia a dgdsecdurante o0 processo
germinativo, foram avaliados 4 pontos criticosaf#otruséo radicular (O horas, 6 horas, 12
horas, 20 horas de embebicdo) e dois pontos apéstraisdo radicular (1 mm e 3 mm de
protrusao radicular).Pontos estes fundamentados com base na curva debigad
escolhidos para representar o inicio e meio de gadadas fases de germinacéo das sementes

de girassol.
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A hidratacdo das sementes foi conduzida em rolpagel, contendo trés folhas de
papel germitest saturadas com agua destilada, mcmmatios em germinador a 25 °C sob luz
constante até serem atingidos os periodos de &pdi@apré-estabelecidos.

A desidratacdo foi feita em caixas plasticas tipdogx vedadas com filme plastico,
colocando-se as sementes sobre telado, com umalaateal00 g de silica gel ao fundo e
acondicionadas em BOD a 20 °C. As sementes forantisaa na referida condi¢ao, durante
72 horas, com o intuito de manter as sementestaacdo prolongada de estresse.

Apos a desidratacdo, as sementes foram pré-umedeeitt ar umido em caixas
plasticas tipo gerbox vedadas com filme plastiadpaando-se as sementes sobre o telado,
com uma camada de 30 mL de 4gua destilada ao fendoondicionadas por 24 horas em
BOD a 25 °C, para prevenir danos causados pela legdoe (CROWE; CROWE;
HOEKSTRA, 1989).

Foi realizado um tratamento com sementes de glrgssondo foram submetidas a
embebicdo e nem desidratadas em silica gel, sorseineetidas ao pré- umedecimento em ar
umido, considerado como testemunha.

O grau de umidade apés cada procedimento foi detedm pelo método de estufa a
105 £ 3 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009).

A andlise de sobrevivéncia foi realizada consid#waas sementes que retomaram o
crescimento e que produziram plantulas normais, rpeio das avaliacdes fisiologicas

descritas no item 3.6.

3.5 Reindugéo da tolerancia a dessecagéo

Na tentativa de reinduzir a tolerancia a dessecagdcementes de girassol, estas
foram colocadas para embeber em rolos de papeb temao substrato trés folhas de papel
germitest saturadas com agua destilada e aconddnsnem germinador a 25 °C sob luz
constante, e amostradas apds 27 horas de embebigamento em que é possivel coletar
sementes com radicula de 1 mm, e apos 30 horasndeb&do quando foram coletadas
sementes com radiculas de 3 mm. As radiculas foreaidas com régua graduada em
milimetros para maior precisao.

Foram testados protocolos para tratamentos de epegem com diferentes
concentracdes de polietilenoglicol (PEG) 6000 remgumtes potenciais: PEG - 1,4 MPa, PEG
- 1,8 MPa e PEG - 2,2 MPa. As sementes foram eapa@siesses tratamentos em placas de

petri com uma folha de papel filtro ao fundo umedieccom solucdo de PEG, sendo que
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nestas condi¢cdes as sementes ndo ficaram completasigomersas, para evitar possiveis
condi¢cdes de hipdxia. As sementes selecionadas Iconm e 3 mm de radicula foram
mantidas nos referidos tratamentos separadamenté2plooras em BOD a 5 °C no escuro.
Apos os trés dias, as sementes foram retiradasjdavem agua corrente para a remocéo dos
residuos de solugcdo e secadas sobre papel todlhaead excesso de agua fosse eliminado.

Posteriormente, a secagem foi realizada em caléatiqgas tipo gerbox vedadas com
filme plastico, colocando-se as sementes sobréadaecom uma camada de 100 g de silica
gel ao fundo e acondicionadas em BOD a 20 °C. Asertes foram mantidas na referida
condicédo durante 72 horas, com o intuito de maagesementes em situagao prolongada de
estresse. Foi realizado um tratamento sem pré-secagm PEG, apenas secado na silica gel,
tomado como controle.

ApoOs as referidas combinacfes de tratamentos deepegem e desidratacdo, as
sementes foram pré-umedecidas em ar umido em cpi&ascas tipo gerbox vedadas com
filme plastico, colocando-se as sementes sobre&adaecom uma camada de 30 mL de agua
destilada ao fundo, e acondicionadas por 24 haraB8@D a 25 °C, para prevenir danos
causados pela embebicdo (CROWE; CROWE; HOEKSTR&9)19

O grau de umidade apés cada procedimento foi detadm pelo método de estufa a
105 = 3 °C, por 24 horas (BRASIL, 2009).

As sementes foram submetidas a anélise de sobneidy&onsiderando as sementes
gue retomaram o0 crescimento e que produziram péEnnhormais, por meio das avaliacdes

fisioldgicas descritas no item 3.6.

3.6 AvaliagOes Fisiologicas

3.6.1 Teste de germinacao

No teste de germinacdo foram utilizadas quatro tigies de 50 sementes por
tratamento. A semeadura foi realizada em substoddode papel germitest, umedecido com
2,5 vezes @peso do papel em agua destilada, e foram mantidogeeminador a 25 °C, por
um periodo de 10 dias. As contagens foram realizada quatro e 10 dias apés semeadura e
0s resultados expressos em porcentagem de planariasis (BRASIL, 2009).
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3.6.2 Primeira contagem de germinacéo (PC)

Foi conduzida juntamente ao teste de germinac@aado-se o numero de plantulas

normais aos quatro dias ap0s a semeadura comultades expressos em porcentagem.

3.6.3Teste de Emergéncia de plantulas

A emergéncia de plantulas foi realizada sob comdicfontroladas em camara de
crescimento vegetal a 25 °C, utilizando-se quapetices de 50 sementes por tratamento,
semeadas em bandejas com mistura de areia e éepr@aporcdo de 2:1, umedecidas até 60%
da capacidade de campo. A emergéncia das plarfoilasomputada aos 14 dias apos a
semeadura, avaliando-se o nimero de plantulas etagrgendo os resultados expressos em

porcentagem.

3.6.4indice de Velocidade de Emergéncia (IVE)

Concomitante ao teste de emergéncia foi realizadindice de velocidade de
emergéncia, computando-se diariamente o numerolatgufas emergidas, calculado pela
formula proposta por Maguire (1962).

3.6.5Condutividade elétrica

Na avaliacdo da condutividade elétrica na solugierdbebicdo das sementes, foram
utilizadas quatro repeticbes de 50 sementes p@niemto. As sementes foram pesadas em
balanca com precisdo de 0,001 g e colocadas pdrabemem copo plastico descartavel de
200 mL contendo 75 mL de agua destilada e deioajziutante um periodo de 24 horas, em
BOD a temperatura de 25 °C, conforme Branddo Jiati@l. (1997). Apbs o periodo de
condicionamento, as amostras foram agitadas lewemprocedendo-se entdo a leitura da
condutividade elétrica por meio do condutivimett® TECNOPON, modelo mCA 150,

sendo os resultados expressos emh.¢rBl.g de sementes.
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3.7 Proteinas resistentes ao calor

A determinacdo da abundancia de proteinas resstaotcalor foi realizada por meio
da técnica de eletroforese utilizando-se 100 mgixie embrionario de sementes para cada
uma das trés repeticdes bioldgicas dos referidgbanentos da etapa de perda da tolerancia a
dessecacao: testemunha, O horas, 6 horas, 12 BOrheras de embebi¢cdo, 1 mm e 3 mm de
protrusao radicular; e também para os tratamergoeidducdo da tolerancia a dessecacao
aplicados nas sementes de 1 mm e 3 mm: contro(®,-PE4 MPa, PEG - 1,8 MPa e PEG -
2,2 MPa. Nos tratamentos de reinducdo da tolerénail@ssecacdo foram utilizadas duas
repeticdes bioldgicas para cada tratamento.

Foram utilizados eixos embrionarios para a avatiaga abundancia de proteinas
resistentes ao calor para que os cotilédones dasnses de girassol ndo tivessem grande
influéncia nos resultados, devido seu maior volemgenor sensibilidade a dessecacéao.

Para esta andlise os pericarpos das sementes feraovidos manualmente para
facilitar a retirada dos eixos embrionarios, quario extraidos com auxilio de laminas de aco.
Os eixos embrionarios foram macerados em cadinhpresenca de nitrogénio liquido e
polivinilpirrolidona (PVP) e armazenados a - 86€ a realizagdo das andlises.

Foram utilizados 100 mg de cada amostra maceraal@sAla extragdo, as amostras
foram devidamente lavadas com éter, para retiradsab. Para cada 100 mg de amostra nos
microtubos foi acrescido 300 uL de éter etilico0® AL de agua, com homogeneizacdo em
agitador vortex e repouso por uma hora em geloatemal homogeneizado foi centrifugado a
14000 rpm por 30 minutos a 4 °C. Depois foi adiattanuma solugdo tampéo de extracdo
(Tris HCI 50 mM pH 7,5; 0,5 M NaCl; 0,006 M Mg&£l 0,000 M PMSF; e 0,1%
Bmercaptoetanol) na propor¢ao 1:10 (peso da amesiane do tampao), as amostras foram
homogeneizadas utilizando vortex. Posteriormentaniocentrifugadas a 14000 rpm por 30
minutos a 4 °C e apds esse processo 0s sobrermdanten transferidos para novos
microtubos, em seguida, incubados em banho-marid5minutos a 85 °C.

As amostras foram centrifugadas, e pipetadgsL.7@o extrato para novos microtubos,
as quais foram adicionados @b de tampéao da amostra (2,5 mL glicerol; 0,46 g SEISMg
azul de Bromofenol e Tris-HCL 50 mM pH 7,5 para ptetar um volume final de 20mL).

As amostras foram imersas em agua fervente poo aimautos e 5QuL de cada
amostra foram aplicados em gel de poliacrilamid&$AGE a 12,5% (gel separador) e 6%
(gel concentrador). Foi realizada a corrida elenética, a 150 V por 6 h e a coloracdo do gel

feita utilizando-se solugdo de 0,05% Coomassie Bloe12 horas com solucdo de acido
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acético para descoloracdo, conforme metodologieriteepor Alfenas (2006). Os géis foram

fotografados sobre transluminador. As expresséespdateinas resistentes ao calor foram
determinadas por meio do software Im&ggD18), onde as fotografias dos géis obtidos em
eletroforese foram avaliadas pela intensidade esumagdo das isoformas obtidas e os

resultados foram expressos em fnm

3.8 Atividade de isoenzimas

A atividade das isoenzimas superoxido dismutas®jSCatalase (CAT), peroxidase
(POX), esterase (EST), isocitrato liase (ICL) etaato desidrogenase (GTDH) foram
verificadas através da técnica de eletroforesaarfartilizados 100 mg de eixo embrionario
de sementes para cada uma das trés repeticoegitisi@os referidos tratamentos da etapa
de perda da tolerancia a dessecacéo: testemurniara®, 6 horas, 12 horas, 20 horas de
embebicdo, 1 mm e 3 mm de protruséo radiculanndédan para os tratamentos de reinducéo
da tolerancia a dessecacéao aplicados nas sementesiieh e 3 mm: controle, PEG - 1,4 MPa,
PEG - 1,8 MPa e PEG -2,2 MPa. Nos tratamentos iddugio da tolerancia a dessecacao
foram utilizadas duas repeti¢des bioldgicas patla tiatamento.

Foram utilizados eixos embrionérios para as avidisgas alterac6es isoenzimaticas
para que os cotilédones das sementes de giraseoltivessem grande influéncia nos
resultados, devido seu maior volume e menor sdidsibe a dessecacdo. E utilizadas
sementes inteiras (somente com a remo¢ao manuapelosarpos) para a avaliacdo da
isoenzima isocitrato liase, pois representaria orela acdo dessa isoenzima que esta
relacionada com a metabolizagdo de reservas lggdsendo a concentracdo de lipidios em
maior porcentagem nos cotilédones.

Para esta analise os pericarpos das sementes feraovidos manualmente para
facilitar a retirada dos eixos embrionarios, quefo removidos com auxilio de laminas de
aco. Os referidos eixos embrionarios foram macera&do cadinho até a formacdo de um po
fino na presenca de nitrogénio liquido e polivimigidona (PVP) e armazenados a - 86 °C
até a realizacdo das analises. Para as analisesadie isoenzima foram pesadas, em
microtubos, subamostras com 100 mg de material nr@dceAntes da extracdo, as amostras
foram devidamente lavadas com éter e agua, paradetdo 6leo. Para cada 100 mg de
amostra nos microtubos foram acrescidos 300 pLtele adilico e 300 uL de agua, com
homogeneizacdo em agitador vortex e repouso por bora em gelo, os materiais

homogeneizados foram centrifugados a 14000 rpn8@aninutos a 4 °C. Os sobrenadantes
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das amostras foram descartados e logo adicionad@syu8 do tampéo de extracdo, foi
utilizado tampéao fosfato (0,6g de fosfato de sdalimasico a 0,034 M; 7,0g de sacarose 0,2
M; 2,56 g de PVP; 50 mg de DTT 0,003 M; 100 mg did@L ascérbico 0,0057 M; 50 mg de
borato de sédio 0,0025 M; 1 g de PEG 6000; compteteolume final para 100 mL; 0,2% de
B-mercaptoetanol; sem a necessidade de ajuste degrH)a extragcdo da peroxidase. Foi
utilizado tamp&o Tris HCI (0,2 molLpH 8,0) + 0,1% de-mercaptoetanol + 0,1% de
Fenilhidrazina para a extracdo da isocitrato liasg@ara as demais enzimas, foi utilizado
tamp&o Tris HCI (0,2 mol 'L pH 8,0), e 0,1% d@-mercaptoetanol. Os materiais foram
homogeneizados em agitador vértex e mantidos pbtiofas a 4 °C, seguido de centrifugacéo
a 14000 rpm por 30 minutos, a 4 °C (ALFENAS, 2006).

As corridas eletroforéticas foram realizadas entesias de géis de poliacrilamida,
NATIVA-PAGE, em sistema descontinuo (4,5% gel comialor e 7,5% gel separador). O
sistema gel/eletrodo utilizado foi Tris-glicina @8. Foram aplicados 50 pL do sobrenadante
das amostras dos tratamentos nas canaletas dos gé&scorridas eletroforéticas foram
efetuadas a 4 °C, 150V por seis horas (ALFENASGR0A0 término das corridas, 0s géis
foram revelados para os sistemas isoenzimaticof® &®.1.15.1.1.), CAT (EC.1.11.1.6),
POX (EC 1.11.1.7), EST (EC 3.1.1.1), ICL (EC 4.1)3 GTDH (EC 1.4.1.2.), conforme
metodologias descritas por Alfenas (2006). Os fypgam fotografados sobre transluminador.
As expressdes das isoenzimas foram determinadamgiordo software Imag8J2018), no
qual as fotografias dos géis obtidos em eletroboriesam avaliadas pela intensidade e

mensuracao das isoformas obtidas e os resultadhs Expressos em nim

3.9 Andlise estatistica

O delineamento experimental utilizado neste trab&th o inteiramente casualizado
(DIC). Os dados dos testes fisiologicos, da aburidade proteinas resistentes ao calor e
atividade isoenzimaticas dos tratamentos correspuad a perda da tolerancia a dessecacgao
(testemunha, 0 horas, 6 horas, 12 horas, 20 herasntbebicdo, 1 mm e 3 mm de protrusao
radicular) foram submetidos a analise de variaf@ilOVA) com auxilio do software
estatistico SISVAR® (FERREIRA, 20143 5% de probabilidade, pelo teste F, e a
comparacao das médias foi realizada pelo testealelnott com significancia de 5%.

Para os dados dos testes fisioldgicos, da abural@egroteinas resistentes ao calor e
atividade isoenzimaticas dos tratamentos correspued a reinducdo da tolerancia a

dessecacao foi utilizado o esquema fatorial de 8eAdo dois comprimentos de radicula (1
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mm e 3 mm) e quatro tratamentos de reinducdo dedtutia a dessecacgdo (controle, PEG -
1,4 MPa, PEG - 1,8 MPa e PEG - 2,2 MPa). Os dadommf submetidos a analise de

variancia (ANOVA) com auxilio do software estatistiSISVAR® (FERREIRA, 20143 5%

de probabilidade, pelo teste F, e a comparacaongasas foi realizada pelo teste de Scott-

Knott com significancia de 5%.
4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Curva de embebicdo

A curva de embebicdo para as sementes de girdsKAURA 1) corresponde ao
padrao trifasico descrito por Bewley e Black (19%hte padrao é caracterizado por uma fase
inicial, fase I, de r4pida absor¢cdo da &gua, ondoetanto em sementes viaveis como
inviaveis, em consequéncia da diferenca do potehaigico existente entre a semente e 0
substrato. Fase Il com reduzida velocidade de faicia na qual ocorre a preparacao para
germinacdo por meio da degradacdo das substaneiassdrva gerando energia para a
retomada do crescimento do embrido. E a faseriadécada pela retomada do crescimento do
embrido, tornando-se visivel pela protrusdo dauai{MARCOS FILHO, 2015).

Figura 1 - Curva de embebicdo de sementes de dgirgselianthus annuus ).sob
temperatura de 25 °C. A seta indica 0 momento daysdo radicular.
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Fonte: Do autor (2018)
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Observa-se que a fase | foi caracterizada por uneato significativo no peso fresco
das sementes devido a rapida absor¢do de aguaedasaprimeiras 12 horas de embebicéo
(FIGURA 1). A seguir notou-se a reducéo e estadyjio da absor¢cdo de agua durante as
proximas 15 horas, caracterizando a fase Il. Aseségs de girassahiciaram a fase Ill do
processo de germinacdo apds 27 horas de embeljgando foi observada a protrusdo
radicular de mais de 50% das sementes. A duracéamadie uma dessas fases depende de
caracteristicas inerentes a cada semente, comoegeitirdade do tegumento, tamanho da
semente, composicado do material de reserva e ddgzoes durante a embebicdo (BEWLEY;
BLACK, 1994).

Com base nestes resultados foram selecionadoeri#gsrtempos de embebigéo para a
avaliacdo da perda da tolerancia a dessecacaotelargrocesso germinativo de sementes de
girassol, sendo eles: 0 horas, 6 horas, 12 hor@® @oras de embebicdo e sementes
germinadas com protrusao radicular de 1 mm (27shdeaembebicdo) e 3 mm (30 horas de
embebicdo). Esses tempos de embebicéo foram edudibdra representar o inicio e meio de

cada uma das fases de germinacdo das sementeass®i

4.2 Avaliagdes fisiologicas

Os valores do grau de umidade das sementes nasspesitidados dos tratamentos da
perda da tolerancia a dessecacao, antes e apéslmtiegdo em silica gel estdo representados
na Tabela 1. O grau de umidade inicial das sementtss das hidratacbes encontrava-se
proximo dos 7% e no decorrer da embebicdo chegquraximadamente 42%, no momento
de protrusdo radicular. Porém, ap6s a secagem lara gél o grau de umidade chegou
proximo dos 5%, pois as sementes ndo foram sondesidratadas até sua umidade inicial.
As sementes foram mantidas por 72 horas em amhieniesilica gel ativada, pois para uma
semente ser considerada tolerante a dessecagédiogaltlerar a secagem, ela também deve
tolerar a permanéncia no estado seco por algumot€@ARTINS, 2015).
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Tabela 1 -Valores do grau de umidade (%) antes e apds secdgesementes de girassol
submetidas a diferentes periodos de embebicaddsedg secagem em silica gel.
Grau de Umidade (%)

Tratamentos Antes da Secagem Apds Secagem
Testemunha 6,87 -

0 h de embebicéao 6,87 4,73

6 h de embebicéo 26,96 4,66

12 h de embebicéao 34,83 4,65

20 h de embebicgao 38,40 4,68

1 mm de radicula 41,55 4,90

3 mm de radicula 42,81 5,17

Fonte: Do autor (2018).

Para a avaliacdo de sementes de girassol quardeda ga tolerancia a dessecacao
durante o processo germinativo, foi observado efsignificativo para todos os testes
fisiologicos realizados (TABELA 2).

Tabela 2 - Valores médios de primeira contagemedmigacéo (PC), germinacéo (G), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), emergéncia (EGERe condutividade
elétrica (CBE em sementes de girassol submetidas a diferentéedpsr de
embebicdo, seguida de desidratacdo em silicapgterior reidratacao.

PC (%) G (%) VE EMERG. CE @S.cm

Tratamentos (%) )
Testemunha 79,00 a 89,00 a 10,46 b 97,00 a 48,43 c

0 h de embebicgéao 79,00 a 87,00 a 10,37 b 98,00 a ,3380

6 h de embebicéo 83,00 a 87,00 a 11,20 a 99,00 a ,3841

12 h de embebicéao 82,00 a 88,00 a 11,73 a 99,00a 5,813

20 h de embebicéo 85,00 a 91,00 a 11,93 a 97,00a 2,463

1 mm de radicula 12,00 b 21,00 b 8,93 ¢c 90,00 b 2143,

3 mm de radicula 0,00 c 9,00 c 6,25 d 83,00 c 46,09

CV (%) 5,90 4,50 7,89 516 6,10

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na aoh&o diferem entre si, pelo Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Do autor (2018).

De acordo com os dados da germinacdo e primeirtagem da germinacédo, as
sementes de girassol s6 perderam a tolerancia se@&sio apos a protrusdo radicular
(TABELA 2). Os percentuais de plantulas normais d#eriram entre si para os demais
tratamentos antes da protrusdo radicular, incluiadestemunha que n&o foi submetida a
desidratacdo em silica gel, ndo havendo assimoefieigativo na viabilidade e vigor das
sementes de girassol quando submetidas a embebégioda de desidratacdo em silica gel, e

posterior reidratacéo, antes do momento da praimshicular.
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Para as sementes com radicula protundida a detg@&arda germinagdo na primeira
contagem foi em baixas porcentagens para as sesnemte 1 mm de radicula, e nula para
sementes com 3 mm de protrusdo radicular. Ressltselmelhantes sdo observados para o
teste de germinacdo, onde baixas porcentagensro@dao de plantulas normais foram
observadas a partir da protrusdo radicular, o gitera que grande parte das sementes
ortodoxas apds a protrusdo radicular perdem aatotex & dessecacdo (LEPRINCE et al.,
1994).

Para algumas espécies, o inicio da perda da tolarandessecacao acontece quando
as sementes encontram-se em um estado metaboéliscawaamcado, na transicdo da fase Il
para a fase Ill de embebicdo ou até mesmo apostausio radicular, conforme observado
em sementes de espécies agricolas como soja e (HSTER; LEOPOLD, 1988), trigo
(MIAZEK; BOGDAN; ZAGDANSKA, 2001) e tomate, quiab@ ervilha (LIN; YEN;
CHIEN, 1998). Em espécies florestale Sesbania virgatd MASETTO; FARIA; FRAIZ,
2015)e Medicago truncatuldFARIA et al., 2005) foi verificado que as semergesminadas
ainda mantinham a tolerancia a dessecacao apasrasao radicular tornando-se sensiveis
com o avancgo de seus comprimentos radiculares.

Em relacdo ao teste de emergéncia, as sementesrassol apresentaram altas
porcentagens de plantulas emergidas, mesmo paratasientos apos a protrusao radicular
(TABELA 2). Sendo que os tratamentos antes daysat radiculamcluindo a testemunha,

a qual ndo foi submetida a desidratacdo em sigtango diferiram estatisticamente entre si,
apresentando maiores porcentagens de emergénaielag@o aos tratamentos pds protrusao
radicular.

A alta porcentagem de emergéncia de plantulasrdtasrtentos de 1 mm e 3 mm de
protrusdo radicular ndo corroboram com os resudtatio teste de germinacdo para esses
tratamentos (TABELA 2), onde baixas porcentagenfodeacao de plantulas normais foram
observadas a partir da protruséo radicular, caiaatelo a perda da tolerancia a dessecacao.
Esse fato acontece porque a capacidade de toldemsacacao é distinta nas diferentes partes
da semente, e a raiz primaria € a primeira pastetarnar intolerante a secagem (BUITINK et
al., 2003). Como observado na Figura 2 — B, C ea®,plantulas de girassol foram
consideradas anormais no teste de germinacédo dawddoos ou interrup¢ao no crescimento
da raiz primaria causados pela secagem. Embora taudrrido o desenvolvimento de raizes
laterais, essas plantulas séo consideradas anppo& desenvolvimento da raiz primaria €
uma estrutura essencial para uma plantula de giraser considerada normal
(INTERNATIONAL SEED TESTING ASSOCIATION - ISTA, 23).
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Entretanto, no teste de emergéncia o desenvolvintzd raizes laterais possibilitaram
a emergéncia das plantulas dos tratamentos comugdes radiculares, mas essas plantulas
apresentaram menor tamanho de suas estruturaslefatdacdes em relacdo aos tratamentos
antes da protrusao radicular (FIGURA 2 — E e F).démdi¢cdes de campo, principalmente em
ambientes desfavoraveis, essas plantulas provantdmedo sobreviveriam ou ndo se
tornariam uma planta produtiva, pois o desenvolmimede raizes é fundamental para o

crescimento e producéo de plantas de girassol EI1998).

Figura 2- Plantulas de girassol oriundas de sementes sulamaiidiiferentes periodos de
embebicdo, seguida de desidratacdo e posteriorat@pdo, nos testes de
germinacdo e emergéncid: Plantula normal, durante teste de germinacédo do
tratamento de 1 mm de protruséo radiclBarC e D-Plantulas anormais, durante
teste de germinacédo dos tratamentos de 1 e 3 mpnotteisdo radicularE e F-
Plantulas durante teste de emergéncia, lado esyueathmento de 20h de
embebicédo e lado direito tratamento de 3 mm deys@b radicular.

Fonte: Do autor (2018)

Para o indice de velocidade de emergéncia os rsaiateres foram observados para
os tratamentos de 6, 12 e 20 horas de embebigginides pelos tratamentos de 0 horas de
embebicdo e testemunha que nao diferiram estatistiote entre si, e os menores indices de
velocidade de emergéncia para os tratamentos denlen3 mm de protrusdo radicular
(TABELA 2). Fato esse que pode ser relacionado fitoede hidrocondicionamento

(“priming”), devido a pré-embebicdo e posterior ideacdo das sementes, sendo essa
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técnica utilizada para aumentar a velocidade eifroridade da germinacdo de sementes
(MARCOS FILHO, 2015). Os menores valores de IVEapas tratamentos de 1 mm e 3 mm
de radicula, indicaram queda no vigor das sementametidas a esses tratamentos, devido ao
aumento da sensibilidade a dessecacao nesse etatpsenvolvimento.

Ja os resultados para o teste de condutividadécaléhcontram-se na Tabela 2, onde
maiores valores foram observados para as semepgesatamentos: testemunha, zero horas
de embebicdo e 3 mm de protrusédo radicular, segdidotratamentos de seis horas de
embebicdo e 1 mm de protrusdo radicular e com rasnalores de condutividade elétrica
para os tratamentos de 12 e 20 horas de embebicéo.

Em estudos da perda da tolerancia a dessecacauelargerminacdo de sementes de
ervilha, Reisdorph e Koster (1999) constataram quaumento da permeabilidade das
membranas correspondeu a perda progressiva darolera dessecacdo, o que nao foi
observado no presente estudo, em que os dados®htid analises de condutividade elétrica
e da germinacdo das sementes submetidas a diferemgos de embebi¢cdo e posterior
secagem em silica gel ndo se corroboram. Esseptate estar relacionado ao efeito de
hidrocondicionamento, como observado para o IVE,qem® a embebicdo das sementes e
posterior secagem rapida em silica gel contribaia @ acdo de mecanismos de reparo para
reestruturacao do sistema de membranas, as sengeetegingiram a fase Il de embebicao
(12 e 20 horas de embebicao) apresentaram meeoagdéo de exsudatos do que as sementes
que foram submetidas a pouco tempo, ou nenhum teimmmmbebicdo e as que atingiram a
protrusdo radicular. A possibilidade de reestrgi@oado sistema de membranas durante o
condicionamento determina a manutencao da pernczadel seletiva, em que as membranas
organizadas ndo permitem a entrada r4pida de &guaarliiberacdo excessiva de exsudatos
(MARCOS FILHO, 2015).

Sementes ortodoxas adquirem tolerancia a dessedacaote o desenvolvimento e,
em geral, esta capacidade é totalmente perdidaase fAl do processo germinativo
(BEWLEY; BLACK, 1994). Esta afirmacéo reitera osuttados obtidos no presente trabalho,
pois a secagem rapida em silica gel, com postegmratacdo afetou o desempenho
fisiologico das sementes apds a protrusdo radicslemdo que as sementes de girassol
perderam sua tolerdncia a dessecacdo com 1 mmdieulea ponto que ocorre com
aproximadamente 27 horas de embebicéo e correspdiade Il da germinagéo.

A partir da caracterizacdo da perda da tolerancidessecacdo em sementes de
girassol, tentou-se reestabelecer a toleranciasaedacao perdida em funcdo da protrusao

radicular. Para o experimento de reinducdo da &otéa a dessecacdo em sementes de
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girassol com 1 mm e 3 mm de radicula foi determomagrau de umidade antes e apds cada
tratamento de reinducéo e apds a secagem emgeliCRABELA 3).

Tabela 3 -Valores do grau de umidade (%) de sementes desgirasm 1 mm e 3 mm de
radicula, antes e apos tratamento de reinducdolel@ricia a dessecacao (TD) e
posterior secagem em silica gel.

Tratamento de Reinducédo da Grau de Umidade (%)
TD Antes Reinducdo Apos Reindugdo  Apés Secagem
1 mm (Controle) 41,55 — 4,90
1 mm PEG -1,4 MPa 41,55 32,11 4,75
1 mm PEG -1,8 MPa 41,55 29,53 4,66
1 mm PEG -2,2 MPa 41,55 24,74 4,62
3 mm (Controle) 42,81 — 5,17
3 mm PEG -1,4 MPa 42,81 33,15 4,89
3 mm PEG -1,8 MPa 42,81 30,22 4,87
3 mm PEG -2,2 MPa 42,81 25,14 4,73

Fonte: Do autor (2018).

O tratamento osmatico com polietilenoglicol (PEGusa um estresse hidrico
moderado nas radiculas (ASHRAF; FOOLAD, 2005), cqrode ser observado na Tabela 3,
em que todos tratamentos com PEG tiveram uma mialeealucdo do grau umidade, o qual
poderia levar a expressao de genes ligados anolara dessecacdo desativados durante a
embebicdo (BRUCE et al., 2007), podendo reinduzolerédncia a dessecacdo em sementes
germinadas.

Na andlise de variancia para os resultados dosstéisiolégicos observa-se efeito
significativo para a interacdo do comprimento raldic e dos tratamentos de reindugéo da
tolerancia a dessecacdo para os testes de germimagéeira contagem da germinacao e
condutividade elétrica (TABELA 4).

Tabela 4 - Valores médios de germinacéo (%), premedbntagem de germinacédo (PC%) e
condutividade elétrica (CES.cml.gl) em sementes de girassol com 1 mm e 3
mm de radicula, submetidas a diferentes tratamel@geinducéo da tolerancia a
dessecacdo (TD), com posterior desidratacdo erasijel e reidratacao.
(Continua)

Germinacéo (%)

Comprimento Radicular

Tratamentos de Reinducéo da TD

1 mm 3 mm
Controle 21,00 Ca 8,00 Ab
PEG -1,4 MPa 37,00 Ba 12,00 Ab
PEG -1,8 MPa 46,00 Aa 16,00 Ab
PEG -2,2 MPa 33,00 Ba 15,00 Ab

CV (%) 19,22
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Tabela 4 - Valores médios de germinacéo (%), premedbntagem de germinacédo (PC%) e
condutividade elétrica (CES.cml.gl) em sementes de girassol com 1 mm e 3
mm de radicula, submetidas a diferentes tratamel@geinducéo da tolerancia a
dessecacdo (TD), com posterior desidratacdo emasijel e reidratacao.
(Concluséao)

PC (%)
Tratamentos de Reinducéo da TD Comprimento Radicular
1 mm 3 mm

Controle 10,00 Ca 0,00 Bb
PEG -1,4 MPa 24,00Ba 7,00 Ab
PEG -1,8 MPa 34,00 Aa 10,00 Ab
PEG -2,2 MPa 22,00 Ba 8,00 Ab

CV (%) 16,30

Condutividade elétrica @S.cmt.g?)
Comprimento Radicular

Tratamentos de Reinducéo da TD

1 mm 3 mm
Controle 41,06 Aa 45,34 Aa
PEG -1,4 MPa 48,38 Aa 60,56 Bb
PEG -1,8 MPa 46,66 Aa 65,07 Bb
PEG -2,2 MPa 44,67 Aa 62,37 Bb
CV (%) 8,81

Médias seguidas pela mesma letra mailscula naaotuminlscula na linha, ndo diferem entre si,
pelo Teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidaderd=
Fonte: Do autor (2018).

Para o teste de germinacdo de sementes de 1 mmadimla, observa-se maior
porcentagem de plantulas normais para o tratantenteinducao da tolerancia a dessecacéo
com PEG -1,8 MPa, 46% de plantulas normais (TABE)APara o tratamento somente com
secagem em silica gel (controle) foi observado mesnporcentagens no teste de germinacao
do que os tratamentos da reinducdo com PEG. Pasanasntes com 3 mm de radicula os
tratamentos ndo foram capazes de reinduzir a gagdina altas porcentagens, nao houve
diferenca estatistica entre os tratamentos deuefitdda tolerancia a dessecacdo com PEG e
o controle.

Na primeira contagem de germinagdo foram encordraddores superiores para
sementes de 1 mm de radicula tratadas com PEGMBR& resultado semelhante aos
observados para o teste de germinacdo. Ja nastesreem 3 mm de protruséo radicular os
tratamentos de reinducéo da tolerancia a dessecagd®EG foram superiores ao tratamento
controle. Valores inferiores foram observados garaentes com 3 mm de protrusédo radicular
em relagcdo as com 1 mm independentemente do tnatap@ara os testes de germinacédo e
primeira contagem da germinacao (TABELA 4).

Silva (2015) estudando o restabelecimento da twd&da dessecacdo em sementes

germinadas de feijao-caup¥igjna unguiculata obteve resultados semelhantes com relacao
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ao tratamento de reindugdo da tolerancia a dessgcagde sementes da espécie em estudo
foram capazes de retomar sua germinacdo com 2 m 8lenradicula, quando tratadas com
PEG antes da secagem. Em sementeSedbania virgatao tratamento osmaotico com PEG
antes da desidratacédo foi capaz de prevenir a derd®% das plantulas com raiz primaria de
3 mm de comprimento, ndo havendo sobrevivéncigptiagulas néo tratadas (MASETTO,;
FARIA; FRAIZ, 2015).

No teste de condutividade elétrica ndo foi obsewdiferenca significativa entre os
tratamentos com PEG e o controle para as semeatésmin de radicula. Nas sementes com
3 mm de protrusédo radicular os tratamentos de wedwda tolerancia a dessecacao com PEG
obtiveram maiores valores de lixiviagao de exsuslata relagdo ao controle. Os tratamentos
de reinducao da tolerancia a dessecacdo com PEGapaementes com 3 mm de radicula
apresentaram maiores valores de liberacdo de dwsudam relacdo ao controle,
provavelmente por terem passado por um periodaecdegem lenta por 72 horas em PEG
antes de serem submetidos a secagem rapida emngalicsendo que o tratamento controle
foi imediatamente desidratado em silica gel, sevag@ida. Secagem lenta permite atividade
metabolica caracteristica da deterioracdo, pelo ¢ as sementes passarem um maior
periodo com alta umidade e a secagem rapida pecsiita estagnacao de reacdes quimicas
devido a rapida desidratacdo (BEWLEY et al., 2013).

Nos testes de emergéncia e indice de velocidageneéegéncia houve efeito isolado
dos fatores estudados. Em relacdo ao comprimedioutar os maiores valores foram para

sementes com 1 mm de protruséo radicular (TABELA 5)

Tabela 5 - Valores médios de emergéncia (%) e emtlicvelocidade de emergéncia (IVE) em
sementes de girassol com 1 mm e 3 mm de radiauitemetidas a diferentes
tratamentos de reinducdo da tolerancia a dessecamdoposterior desidratacao
em silica gel e reidratacao.

Comprimento Radicular Emergéncia (%) IVE
1 mm 94,00 A 9,14 A
3 mm 82,00 B 6,14 B

CV (%) 3,52 6,58

Médias seguidas pela mesma letra mailscula naaahdio diferem entre si, pelo Teste de F, a 5% de
probabilidade de erro.
Fonte: Do autor (2018).

Pelos valores obtidos no teste de emergéncia eobgErva-se que nas sementes com
radicula de 3 mm houve queda no vigor, devido aneato da sensibilidade a dessecacao

nesse estagio de desenvolvimento. A perda da maieréda dessecacdo em sementes de
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girassol segue padrao semelhante ao obtido pomBuwet al. (2003) e Silva (2015) para
sementes déledicago truncatulae Vigna unguiculata respectivamente, no qual a medida
gue o processo de germinacdo avanca a toleradeissacacao € perdida.

Para o fator tratamentos de reinducdo da toleradcialessecacdo, maiores
porcentagens de emergéncia foram observadas paataraentos de reinducdo com PEG do
que em relagdo ao tratamento controle (TABELA @).pdra o indice de velocidade de
emergéncia, nao foi observada diferenca signifiaagintre os tratamentos de reinducdo com

PEG e o controle.

Tabela 6 - Valores médios de emergéncia (%) e éndicvelocidade de emergéncia (IVE) em
sementes de girassol com 1 mm e 3 mm de radiauitemetidas a diferentes

tratamentos de reinducdo da tolerancia a dessec@idadp) com posterior
desidratacdo em silica gel e reidratacéo.

Tratamentos de Reinducéo da TD Emergéncia (%) IVE
Controle 84,00 B 7,40 A
PEG -1,4 MPa 91,00 A 7,96 A
PEG -1,8 MPa 91,00 A 7,70 A
PEG -2,2 MPa 88,00 A 7,50 A
CV (%) 3,52 6,58

Médias seguidas pela mesma letra mailscula naaoh#o diferem entre si, pelo Teste de Scott-
Knott, a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Do autor (2018).

A alta porcentagem de emergéncia de plantulas @dantentos de reinducdo da
tolerancia & dessecacdo em sementes de girassollcorm e 3 mm de radicula ndo
corroboram com os resultados do teste de germina@@oesses tratamentos (TABELA 4),
onde foram observadas baixas porcentagens de faorde plantulas normais para todos
tratamentos. Situacdo essa, semelhante a ocontdacamente para o experimento da perda
da tolerancia a dessecacao durante o processongéifraj em que como observado na Figura
2 — B, C e D, as plantulas de girassol foram canamghs anormais no teste de germinacéao,
devido a danos no crescimento da raiz primaria, @usna estrutura essencial para uma
plantula de girassol ser considerada normal (ISA0®6). Entretanto, no teste de emergéncia
o desenvolvimento de raizes laterais possibilitasaremergéncia das plantulas de todos
tratamentos, mas essas plantulas apresentaram rt@manho de suas estruturas e até
deformacbes (FIGURA 2 — E e F), sendo que em coedigle campo, principalmente em
ambientes desfavoraveis, essas plantulas provanttméo sobreviveriam ou ndo tornariam
uma planta produtiva (SEILER, 1998).

Pelos dados obtidos nos tratamentos da tentativaeihelucdo da tolerancia a
dessecacao € possivel observar que o tratamelizando PEG -1,8 MPa em sementes com 1
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mm de radicula permitiu um restabelecimento dardolda a dessecacdo de 46% de

germinagao, mesmo com a reduc¢ao do grau de umadé@By %.

4.3 Avaliacao de proteinas resistentes ao calor

O padrao eletroforético de proteinas resistentesaémr (PRCs) dos tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerancia a dessecdgéamte o processo germinativo de
sementes de girassol, € apresentado na Figura 3.

E possivel observar a presenca de proteinas résist@o calor durante todo o
processo germinativo, mas estas diminuem sua abald&om a protrusdo radicular,
coincidindo com o momento de perda da tolerandassecacédo das sementes de girassol. A
abundéancia de PRCs néo diferiu estatisticamenta partratamentos antes da protruséo
radicular, que apresentaram bandas mais intensagatamentos ap0s a protrusédo radicular
apresentaram desaparecimento ou menor intensidadardlas de proteinas resistentes ao
calor, sendo a menor abundancia para o tratamensontin de radicula, tratamento esse com
menor sobrevivéncia de plantulas.

Resultados semelhantes foram encontrados em semeletéSesbania virgata
(COSTA, 2011),Medicago truncatula(BOUDET et al., 2006) éAnadenanthera pavonina
(SOARES et al., 2015), onde o decréscimo dos cdotede PRCs também coincidiram com
a reducdo na capacidade das sementes de toleemsacdcdo, fornecendo subsidios para a
atuacdo dessas proteinas, como um mecanismo aksadialerancia a dessecacao.

Em relac@o ao padréo eletroforético de proteinsistemtes ao calor, dos tratamentos
de reinducao da tolerancia a dessecacdo em serdergeassol (FIGURA 4), houve somente
efeito isolado do fator comprimento radicular, n@igas sementes com 1 mm de radicula
apresentaram maior abundéancia de PRCs em relagé&mm8 mm de protrusao radicular. A
reducdo na abundancia das proteinas resistenteal@p com o aumento do comprimento
radicular, esta relacionada com a maior sensibiéida dessecacdo nesse estigio de

desenvolvimento.
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Figura 3 - Abundancia de proteinas resistentesaéw ¢(PRCs) de eixos embrionarios de
sementes de girassaH€lianthus annuud..) submetidas aos tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerancia a desse¢@fjodurante o processo
germinativo. Tratamentos: T- testemunha; 0- 0 hdeagmbebicdo; 6- 6 horas
de embebicdo; 12- 12 horas de embebicédo; 20- 28shde embebicdo; 1-
sementes com 1 mm de protrusdo radicular; 3- se@smenin 3 mm de protruséo

radicular. M- Marcador molecular. Setas indicamdasndiferentes ou ausentes.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem extatignte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Foram verificados o aparecimento de bandas deipasteesistentes ao calor de maior
peso molecular, mas com pouca intensidade, patsatsnentos de reindugdo com PEG,
sugerindo que esses tratamentos osmaoticos possareaterado genes responsaveis pela
producdo dessas proteinas. Essa reativacdo naenfoiquantidade suficiente para o
restabelecimento total da tolerancia & dessecagp&ementes germinadas, mas parcialmente
como o ocorrido com sementes de 1 mm de radicalgual observou-se maior porcentagem
de plantulas normais para o tratamento de reinddgdolerancia a dessecacdo com PEG -1,8
MPa (TABELA 4).
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Figura 4 - Abundancia de proteinas resistentesadar ¢(PRCs) de eixos embrionarios de
sementes de girassdH€lianthus annuud..) de 1 mm e 3 mm de protruséo
radicular submetidas a diferentes tratamentos deduedo da tolerancia a
dessecacéo (TD). Tratamentos: C — controle; -PEG -1.4 MPa; -1,8 - PEG -
1.8 MPa; -2,2 - PEG -2.2 MPa. M- Marcador molecugetas indicam bandas
diferentes ou ausentes.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

4.4 Avaliacao das expressdes isoenzimaticas
Superéxido dismutase
A expressdo da isoenzima superdxido dismutase (SEDDeixos embrionarios de

sementes de girassol antes e durante o procesamggyo foi aproximadamente constante,
nao diferindo estatisticamente para os tratamedtogperda da tolerdncia a dessecacéo
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(FIGURA 5). Contudo, o desaparecimento de isoforeaargimento de nova isoforma apoés
a protrusao radicular sugere modificagao no meishol (PIRES et al., 2017), provavelmente

devido ao momento da perda da tolerancia a dessecac

Figura 5 - Expressdes da isoenzima superdxido désaySOD) de eixos embrionarios de
sementes de girassoH€lianthus annuud..) submetidas aos tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerancia a dessedagfodurante o processo
germinativo. Tratamentos: T- testemunha; 0- 0 hdemembebig&o; 6- 6 horas de
embebicdo; 12- 12 horas de embebicdo; 20- 20 lwasmbebicdo; 1- sementes
com 1 mm de protruséo radicular; 3- sementes caitm3le protrusao radicular.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade. Barras verticaisaggntam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Resultados semelhantes foram observados por Albgueiest al. (2009), nos quais
ndo houve alteracdo do perfil enzimatico da SODloago do processo germinativo de
sementes de sucupira pretdoydichia virgilioide3. No entanto, Leprince et al. (1990)
trabalhando com sementes de milho, constatou queehreducéo significativa nas atividades
da SOD concomitante com o inicio da perda da totéada dessecacdo. Ja em estudos com
sementes dé&rythrina Falcatg Artur (2014) observou o contrario, no qual o padda
isoenzima superéxido dismutase apresentou umaladieicrescente ao longo da embebicao

até que as radiculas atingissem 3 mm de comprimento



42

Para os tratamentos de reinducéo da tolerancias&ckcao, observa-se uma constante
expressdo da isoenzima SOD, ndo havendo diferestgiisica para nenhum dos fatores
estudados (FIGURA 6).

A deteccao da atividade da SOD ao longo desse®gs0s, sugere que ela esteja
participando da protecé@o contra radicais superéxiBm grupo das enzimas antioxidantes a
enzima superoxido dismutase é a primeira a entnaaigdio, anulando a acao dos superéxidos
(O2), catalisando sua conversao a peroxido de hidiodéhO>), que € um composto menos
reativo (GILL; TUTEJA, 2010).

Figura 6 — Expressdes da isoenzima superoxido dis@y(SOD) de eixos embrionarios de
sementes de girassdH€lianthus annuud..) de 1 mm e 3 mm de protruséo
radicular submetidas a diferentes tratamentos deduedo da tolerancia a
dessecacéo (TD). Tratamentos: C — controle; -PEG -1.4 MPa; -1,8 - PEG -

1.8 MPa; -2,2 - PEG -2.2 MP
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem extatignte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Catalase

A expressao da isoenzima catalase (CAT) referaygdratamentos de caracterizagéo
da perda da tolerancia a dessecac¢éo durante cspoogerminativo de sementes de girassol €
apresentado na Figura 7.



43

Figura 7 — Expressdes da isoenzima catalase (CAT9ixbs embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuut.) submetidas aos tratamentos de caracterizagdo da
perda da tolerancia a dessecacdo (TD) durante ©ess0 germinativo.
Tratamentos: T- testemunha; 0- O horas de embebicd horas de embebicao;

12- 12 horas de embebicao; 20- 20 horas de emleldic&ementes com 1 mm de

protrusao radicular; 3- sementes com 3 mm de madruadicular.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \egticepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

E possivel observar um padrdo de expressdo unifpare a isoenzima catalase ao
longo do processo germinativo das sementes desgirat® 20 horas de embebicéo e queda da
expressao apos a protrusdo radicular. Apesar dectarido uma suave modificacdo no
padrdo de expressdo da CAT no tratamento de 268 Herambebicdo, a expressao da catalase
nao diferiu estatisticamente dos tratamentos aeprotrusao radicular, que apresentaram
alta expressdo dessa isoenzima. Ja os tratamegmiesaaprotrusdo radicular apresentaram
baixa expressao da CAT, coincidindo com o momeatpetda da tolerancia a dessecacao das
sementes de girassol, reiterando a importanciadesstemas antioxidantes para tolerancia a
dessecacéo.

Resultados semelhantes foram observados em estioedpsocesso germinativo de
sementes de café (RESENDE, 2006) e sucupira pfAU{QUERQUE et al., 2009), nos
gquais a atividade da catalase foi maior nas prameiroras de embebicédo, reduzindo sua

expressdo com o avango do processo germinativosétnentes d&esbania virgataom
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protrusao radicular de 3 mm, houve reducao nadaiild da CAT quando foram desidratadas
até 10% de umidade, coincidindo com queda no ptrakde sobrevivéncia das sementes
(COSTA, 2011).

Em relacdo a expressdo da catalase nos trataméatosinducdo da toleréncia a
dessecacao de sementes de girassol (FIGURA 8)saaian padrdao uniforme, ndo havendo
diferenca estatistica para nenhum dos fatoresatsd

Com o restabelecimento da tolerancia a dessecagésementes ddedicago
truncatulahouve o aumento da expressdo da enzima catalad€INB et al., 2006), o que

nao foi observado no presente estudo com semeagisagsol.

Figura 8 — Expressfes da isoenzima catalase (CATixbs embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuus..) de 1 mm e 3 mm de protrusdo radicular
submetidas a diferentes tratamentos de reinducatoldeincia a dessecacao
(TD). Tratamentos: C — controle; -1,4 - PEG -1.4ay1HA.,8 - PEG -1.8 MPa; -2,2
- PEG -2.2 MPa.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatistnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrdo das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Peroxidase

A expressdo da isoenzima peroxidase (POX) referaatis tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerancia a dessechgaote o0 processo germinativo de
sementes de girassol é apresentado na Figura 9.

O padrao da expressao da peroxidase foi semelaamt&go do processo germinativo

das sementes de girassol, ndo diferindo estatisticge para os tratamentos até a protrusao
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radicular de 1 mm, havendo uma queda da expressssn dsoenzima com a protrusao
radicular de 3 mm, concomitantemente ao momentoed#a da tolerancia a dessecacao das

sementes de girassol. Padréo esse semelhantedm mdota isoenzima catalase.

Figura 9 - Expressfes da isoenzima peroxidase (RI@X)ixos embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuu4.) submetidas aos tratamentos de caracterizacdo da
perda da tolerancia a dessecacdo (TD) durante @e$s0 germinativo.
Tratamentos: T- testemunha; 0- 0 horas de embebtga® horas de embebigéo;
12- 12 horas de embebicao; 20- 20 horas de emleldic&ementes com 1 mm de
protrusao radicular; 3- sementes com 3 mm de mé&brvadicular.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatistnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Em sementes de milho, houve decréscimo na atividadBOX juntamente com o
inicio da perda da tolerancia a dessecacéo (LEPRI&IGI., 1990), semelhante ao ocorrido
no presente estudo. Tang (2000) em estudo com sesnéePinus taedaobservou que a
maior atividade da peroxidase foi relacionada dadesde tolerancia a dessecacao, quando
comparado ao estado intolerante, que apresentoormémidade da POX. No entanto, em
estudo da perda da tolerancia a dessecacao emtssrdelnadenanthera colubrindlartins

(2015) observou-se que a atividade enzimatica daxjglase manteve-se uniforme ao longo
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do processo germinativo, com um acentuado aum@d®aprotrusao radicular, momento de
perda da toler&ncia a dessecacao dessa espé@edpoesse aumento na atividade da POX
nao estar associado com a perda da toleranciasaad€sio, mas com o desenvolvimento de
plantulas.

Para os tratamentos de reinducdo da tolerancisseck;do, observa-se um padrédo
semelhante de expressao da isoenzima peroxidaaetquis os tratamentos, ndo havendo
diferenca estatistica para nenhum dos fatoresaddsd FIGURA 10).

Figura 10 - Expressdes da isoenzima peroxidase l@Xixos embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuusL.) de 1 mm e 3 mm de protrusdo radicular
submetidas a diferentes tratamentos de reinducatoldedncia a dessecacéo
(TD). Tratamentos: C — controle; -1,4 - PEG -1.4ay1A.,8 - PEG -1.8 MPa; -2,2
- PEG -2.2 MPa.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatistnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Para a manutencao dos niveis das espécies red¢ivasgénio (EROS) em equilibrio
nas células, € necessario que as enzimas SOD, CRD> atuem de forma conjunta e
integrada (MITTLER, 2002). Embora a expressdo danem superoxido dismutase tenha
permanecido aproximadamente constante duranteceggo germinativo, as enzimas catalase
e peroxidase tiveram sua expressao diminuida cgmotausédo radicular. Provavelmente o

desequilibrio entre a atividade da SOD e da CADX Bode ter contribuido no acumulo de
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EROS apds secagem de sementes com protrusao aadecabnsequentemente, para perda da
tolerancia a dessecacdo.

De acordo com Leprince et al. (1994), a transigdiestado tolerante para o estado
sensivel a dessecacao, durante a germinacdo datssnoetodoxas, pode estar relacionada
com o acumulo de EROS nas células. Por isso, sggerpie a perda da tolerancia a
dessecacdo em sementes de girapsale estar associada a falhas no sistema antimadat
enzimatico, devido a diminuicdo da atividade dagireas catalase e peroxidase. Os
tratamentos de reinducdo da tolerdncia a desseasf@mados ndo foram capazes de
restabelecer a atividade das enzimas CAT e PO, qafilio na recuperacdo da tolerancia a

dessecacao.

Esterase

A expressao da isoenzima esterase (EST) referestéa@aamentos de caracterizagéo
da perda da tolerancia a dessecacédo durante cspoogerminativo de sementes de girassol é
apresentado na Figura 11.

As maiores expressdes da esterase ocorreram taraeraos de 0, 6, 12 e 20 horas de
embebicdo, seguida de desidratacdo em silica geln&o diferiram estatisticamente entre si.
As menores expressdes foram observadas no tra@mnestemunha e apds a protrusao
radicular, 1 mm e 3 mm de radicula.

As maiores expressdes da isoenzima EST, para t@sngatos antes da protrusdo
radicular, provavelmente esta relacionado ao fagses tratamentos terem passado por um
periodo de secagem de 72 horas em silica gel, mdmsaaior peroxidacao lipidica devido ao
estresse da desidratacdo, 0 que ndo ocorreu amaato testemunha, por ndo ter passado
pelo estresse de desidratacdo em silica gel. Jara@snentos pos-protrusdo radicular a
intensidade das bandas foi reduzida, indicando memo de membranas, aumento da
permeabilidade do tegumento devido a0 momento diugsio radicular e baixa qualidade

fisioldgica dessas sementes com a perda da tolaramiessecacao.
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Figura 11 - Expressfes da isoenzima esterase (BS€)xos embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuus.) submetidas aos tratamentos de caracterizagdo da
perda da tolerancia a dessecacdo (TD) durante oegso germinativo.
Tratamentos: T- testemunha; 0- O horas de embelic&horas de embebigéo;
12- 12 horas de embebicédo; 20- 20 horas de emleldiedementes com 1 mm
de protruséo radicular; 3- sementes com 3 mm deugép radicular.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \egticepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Pires et al. (2017) estudando as alteracOes fggg#é e enzimaticas durante o
processo germinativo de sementes de gergelim sidaset diferentes potenciais osmaticos,
obteve resultados semelhantes em relacdo a ensterase, a qual diminuiu sua expressao
apds o momento de protrusdo radicular, indicanda wmenor peroxidacao lipidica e um
aumento da permeabilidade do tegumento devidorapineento para protrusao radicular.

Em relagdo ao padréo eletroforético da esterasetrdtmmentos de reindugéo da
tolerancia a dessecacdo de sementes de giras€dRA 12), houve somente efeito isolado
do fator comprimento radicular, no qual as semeotes 1 mm de radicula apresentaram
maior intensidade de bandas da isoenzima EST emgéeelas com 3 mm de protruséo
radicular. A reducdo na expressao da esterasep@umento do comprimento radicular, esta

“a
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relacionada com o maior grau de deterioracdo dessaentes, devido aos estresses de
desidratacdo. Aung e McDonald (1995) observaram dimauicédo da atividade da esterase
com um processo crescente de deterioracdo em sEnEnamendoim. Carvalho et al. (2014)

verificaram menor expressdo da EST em sementesjaeas longo do armazenamento em
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condicbes nao controladas, coincidindo com diméwigia germinagdo e vigor dessas

sementes.

Figura 12 - Expressfes da isoenzima esterase (S€)xos embrionarios de sementes de
girassol Helianthus annuusl.) de 1 mm e 3 mm de protrusdo radicular
submetidas a diferentes tratamentos de reinducatoldeincia a dessecacao
(TD). Tratamentos: C — controle; -1,4 - PEG -1.4ay1A.,8 - PEG -1.8 MPa; -2,2
- PEG -2.2 MPa.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem extatignte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrdo das meédias.
Fonte: Do autor (2018)

Isocitrato liase

A expressdo da isoenzima isocitrato liase (ICL)ensfite aos tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerancia a dessechgaote o0 processo germinativo de
sementes de girassol € apresentado na Figura 13.

Observa-se maiores expressfes da isoenzima ICLap@sstemunha e os tratamentos
com protrusdo radicular, que néo diferiram esta#istente entre si, € uma menor expressao
para os tratamentos antes da protrusdo radiculer, fogram submetidos a 72 horas de
desidratacdo em silica gel.

Com base na expressdo dessa enzima verifica-seequesementes de girassol, a
isocitrato liase tem uma atividade pré-existent@idie a sua expressdo nas sementes

utilizadas como testemunha, as quais nao foram leddsee nem desidratadas em silica gel.
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A desidratacdo das sementes apds periodos de ed@bgé-determinados pode ter causado
um estresse, que afetou a atividade dessa enziomudd, com a protrusdo radicular foi
requerida uma maior atividade de ICL para metahgéip das reservas lipidicas das sementes
de girassol, afim de se obter carboidrato, e bistfio para as plantulas em crescimento
(CIONI; PINZAUTI; VANNI, 1981), o que explica a altatividade desta enzima no momento
protruséo radicular.

Figura 13 — Expressdes da isoenzima isocitratoe lIHE€L) de sementes de girassol
(Helianthus annuug.) submetidas aos tratamentos de caracterizacao da gar
tolerancia a dessecacdo (TD) durante o processoirgdivo. Tratamentos: T-
testemunha; 0- O horas de embebicao; 6- 6 horasndbebicdo; 12- 12 horas de
embebicdo; 20- 20 horas de embebicdo; 1- sementaslcmm de protruséo
radicular; 3- sementes com 3 mm de protrusao rkmticu
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Em relacdo ao padréo eletroforético da isocitiatseldos tratamentos de reindugéo da
tolerancia a dessecacdo de sementes de giras€dRA 14), houve somente efeito isolado
do fator comprimento radicular, no qual as semeotes 3 mm de radicula apresentaram
maior intensidade de bandas da isoenzima ICL eacdel as com 1 mm de protrusdo

radicular.
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Figura 14 — Expressdes da isoenzima isocitratoe lid€L) de sementes de girassol
(Helianthus annuud..) de 1 mm e 3 mm de protrusao radicular submetala
diferentes tratamentos de reinducdo da toleranciadeadsecacdo (TD).
Tratamentos: C — controle; -1,4 - PEG -1.4 MP& -REG -1.8 MPa,; -2,2 - PEG
-2.2 MPa.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem extatignte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrdo das meédias.
Fonte: Do autor (2018)

O aumento na expressao da isocitrato liase, conrescimento radicular, esta
relacionado com a maior necessidade de metabatizagh reservas lipidicas para o
desenvolvimento, nesse estagio de crescimento.ividade da isocitrato liase aumenta
durante a germinacdo das sementes, obtendo-seyattximos de expressdao da mesma
quando ocorre 0 maximo da proporcdo de lipidiogatkglos para a sintese de sacarose
(MARTINS et al., 2000).

Glutamato desidrogenase
A expresséao da isoenzima glutamato desidrogenaleH({referente aos tratamentos

de caracterizagdo da perda da tolerancia a deSsecagante o processo germinativo de

sementes de girassol € apresentado na Figura 15.
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Esta isoenzima apresentou diminuicdo de sua exdweas longo do processo
germinativo. Os tratamentos ndao submetidos a em@el@presentaram maior expresséao da
GTDH, mesmo o tratamento submetido a 72 horas sidrdéacdo em silica gel, seguidos da
diminuicdo da expressdo dessa enzima nos tratasnqo® foram submetidos a 6, 12 e 20
horas de embebicdo, as quais ndo diferiram egtatigtnte entre si. A menor expresséo foi

observada para os tratamentos ap06s a protrusaoledi

Figura 15 — Expressdes da isoenzima glutamato rdgsidase (GTDH) de eixos embrionarios
de sementes de girassélglianthus annuu4.) submetidas aos tratamentos de
caracterizacdo da perda da tolerdncia a desse¢@ffodurante o processo
germinativo. Tratamentos: T- testemunha; 0- 0 hdeaembebicado; 6- 6 horas
de embebicdo; 12- 12 horas de embebicdo; 20- 28shde embebicdo; 1-
sementes com 1 mm de protruséo radicular; 3- se&smeom 3 mm de protruséo
radicular.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem emtatignte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrdo das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Esse comportamento € esperado durante 0 processungvo, pois esta enzima
trabalha para fornecer intermediarios para o cadoKrebs. No entanto, no periodo de
germinacao, as sementes comecam a exigir maiobole@cao de lipideos para a geracéo de
energia do que os intermediarios do ciclo de Krelge explica a diminuicdo da GTDH ao
longo do processo germinativo, e 0 aumento dadaiilé da isocitrato liase com a protrusao
radicular (FIGURA 13).
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Pires et al. (2017) estudando as alteragfes fggzdé e enzimaticas durante o
processo germinativo de sementes de gergelim,jogain que a enzima GTDH apresentou
atividade constante até antes da protrusdo radicoten diminuicdo da atividade dessa
enzima apés esse momento, coincidindo com o aunderdtividade da isocitrato liase.

Para os tratamentos de reinducdo da tolerancisseck;do, observa-se um padrédo
semelhante de expressdo da isoenzima glutamatdragsnase para todos tratamentos, néo
havendo diferenca estatistica para nenhum dosfaéstudados (FIGURA 16).

Figura 16 — Expressfes da isoenzima glutamato mgsidase (GTDH) de eixos embrionarios
de sementes de girassélelianthus annuus.) de 1 mm e 3 mm de protrusao
radicular submetidas a diferentes tratamentos deduedo da tolerancia a
dessecacdo (TD). Tratamentos: C — controle; -PEG -1.4 MPa; -1,8 - PEG -
1.8 MPa; -2,2 - PEG -2.2 MPa.
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Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatigtnte entre si pelo teste de Scott-Knott ao
nivel de 5% de probabilidade de erro. Barras \agiepresentam o desvio padrao das médias.
Fonte: Do autor (2018)

Embora a diminuicdo na atividade desta enzima esperada com o avanco do
processo germinativo, sua atividade apds a pratruadicular indica que o estresse da
desidratac&o nao foi prejudicial ao ponto de irshia atividade.

5 CONCLUSOES

Em sementes de girasséidlianthus annuu4..) a tolerancia a dessecacao é perdida

apos 1 mm de protruséo radicular.
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Os tratamentos de reinducéo da tolerancia a desgecam polietilenoglicol (PEG)
aplicados as sementes de girassol com 1 mm deuladmram capazes de restabelecer a
sobrevivéncia em baixas porcentagens, com despagae tratamento com PEG -1,8 MPa.

Os tratamentos de reinducdo da tolerancia a degsecam polietilenoglicol (PEG)
nao foram eficientes para restabelecer a germindgsementes de girassol com 3 mm de
radicula.

Ocorre reducdo da abundancia de proteinas resistat calor com a perda da
tolerancia a dessecacdo em sementes de girassol.

N&o foram observadas alteracfes da expressdo elazis@m superdxido dismutase
(SOD) com a perda da tolerancia a dessecacao eantesme girassol.

Ocorre reducdo da expressao das isoenzimas cat@lase e peroxidase (POX) com
a perda da tolerancia a dessecacdo em sementesaskolg principalmente com 3 mm de
radicula.

A reducdo na expressdo da isoenzima esterase (BES®)relacionada a baixa
qualidade fisiologica das sementes de girassolaperda da tolerancia a dessecacao.

A expressao das isoenzimas de mobilizacdo de eesersocitrato liase (ICL) e
glutamato desidrogenase (GTDH) néo foram afetadiasacperda da tolerancia a dessecacéao
em sementes de girassol.

Os tratamentos de reinducéo da tolerancia a desgseodo alteraram a expressao das
isoenzimas estudadas (SOD, CAT, POX, EST, ICL e B)ID
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