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RESUMO

Tratamentos pré-germinativos vém sendo estudados com o intuito de melhorar o desempenho
fisiol6gico das sementes de hortalicas. Objetivou-se avaliar a atividade enzimdtica de sementes de
alface submetidas ao osmocondicionamento com diferentes tipos de soluto e aplicagdo de giberelina
na presenca e auséncia de luminosidade. Foram utilizadas sementes da alface crespa, cultivar
Horténcia, submetidas ao condicionamento fisiolégico em: duas solugdes (PEG-6000 e KNO;), duas
concentracdes de giberelina (0 e 200 m L) e duas condi¢des de luminosidade (presenca e auséncia de
luz). Apés o condicionamento as sementes foram secas em ambiente natural (condi¢des ambientais de
Lavras, 25°C) até atingirem o peso inicial. As varidveis analisadas foram: a porcentagem de
germinacdo, indice de velocidade de emergéncia e eletroforese de isoenzimas. Foi utilizado
delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, de acordo com esquema fatorial 2x2x2,
mais uma testemunha adicional (sementes secas — sem condicionamento). Pelos resultados, pode se
observar que o condicionamento fisiolégico em solu¢do de PEG com -0,8 MPa por 96 horas em
temperatura de 20°C, na presenca de luz, melhora o desempenho de sementes de alface. A adi¢do de
giberelina durante o condicionamento osmético ndo melhora o desempenho de sementes de alface
germinadas na luz ou no escuro. As andlises das atividades enzimdticas auxiliam na avaliacdo dos
efeitos de tratamento para condicionamento de sementes de alface.

Palavras-chaves: Lactuca sativa L., priming, germinacao, eletroforese de isoenzimas .
INTRODUCAO

O condicionamento osmético ou priming tem se destacado por ser um tratamento pré-
germinativo de fécil execucdo, além de proporcionar grandes beneficios as sementes de hortalicas,
como: uniformizar o desempenho de lotes de sementes, melhorar a germinacdo e emergéncia de
plantulas sob condi¢cdes de estresse, superar dorméncia em algumas espécies, entre outros
(NASCIMENTO & COSTA, 2009). Essa técnica consiste na hidratacdo controlada das sementes,
visando a ativacdo das fases iniciais da germinacdo sem que a protrusdo da radicula ocorra.

Dentre os principais solutos utilizados para obten¢do do potencial osmético, o PEG é o mais
empregado. Trata-se de um polimero que ndo atravessa a membrana celular, garantindo que as
sementes absorvam somente dgua, porém torna-se necessdria a aeracao artificial da solu¢cao. O KNO;,
um sal inorgénico, também utilizado para o condicionamento fisiol6gico ndo reduz a disponibilidade
de oxigénio, contudo ha relatos de prejuizos a qualidade das sementes de algumas espécies.

Reguladores de crescimento, associados a técnica de condicionamento osmoético, tem sido
difundido em algumas espécies com intuito de beneficiar a qualidade de sementes. O uso de giberelina
associada ao priming, na fase germinativa possui efeito estimulante no processo de germinacao,
podendo melhorar o vigor e germinacdo. Efeitos positivos do uso de giberelinas foram observados em
sementes de alface (MENEZES et al., 2006), mamiao (LOPES & SOUZA, 2008), pimentdo
(ALBUQUERQUE et al., 2009) e tomate (ANDREOLI & KHAN, 1999).
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Tratamentos pré-germinativos, como o condicionamento osmético, podem alterar as atividades
bioquimicas das sementes. As enzimas sdo catalisadores bioldgicos, 6timos indicadores de
deterioracdo de sementes. As alteragGes enzimdticas mais freqiientes durante a deterioragdo das
sementes sdo: alteracdes na estrutura, inativagdo progressiva, reducdo ou paralisacdo da sintese de
algumas enzimas e redugdo da atividade de enzimas respiratérias (MARCOS FILHO, 2005).

Sementes de algumas cultivares de alface ndo germinam se ndo forem expostas a luz. Acredita-
se que essa regulacdo da germinacdo de sementes de alface por fitocromos é mediada pela giberelina
(YOSHIAKI et al., 2008). Em geral, as sementes que necessitam de luz para germinar a requerem
também durante a embebicdo. Assim, para estas espécies, luz artificial deve ser fornecida durante o
condicionamento osmotico.

Dentre as enzimas que podem ser utilizadas para avaliacdo da qualidade fisioldgica de
sementes submetidas ao priming, hd a malato desidrogenase (MDH) e a alcool desidrogenase (ADH),
que se destacam nos processos respiratorios; a superéxido dismutase (SOD) e a catalase (CAT) que
estdo envolvidas na remogdo de radicais livres (MARCOS FILHO, 2005); e a esterase (EST) que é
uma enzima envolvida em reacdes de hidrdlise de ésteres estando diretamente ligada ao metabolismo
dos lipidios, como os fosfolipidios totais de membrana (HENNING et al., 2009).

Ante o exposto, objetivou-se avaliar a atividade enzimdtica de sementes de alface submetidas ao
osmocondicionamento com diferentes tipos de soluto e aplicacdo de giberelina na presenca e auséncia
de luminosidade.

MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram realizados no Laboratério Central de Sementes da Universidade Federal de
Lavras. Utilizaram-se sementes de alface crespa, cultivar Horténcia, que foram submetidas ao
condicionamento fisiol6gico avaliando-se os seguintes fatores: duas solugcdes (PEG-6000 e KNO;),
duas concentracdes de giberelina (0 e 200 mg L") e duas condi¢des de luminosidade (presenga e
auséncia de luz). O condicionamento osmético foi realizado em solucdo aerada com potencial
osmotico de -0,8 MPa, para as duas solugdes, durante um periodo de 96 horas sob temperatura de
20°C. A concentracio de giberelina (GAs) na solugio osmética foi de 200 mg L de acordo com
Menezes et. al (2006). A concentracdo da solucdo de PEG-6000 foi obtida de acordo com a equagdo
proposta por Michel & Kaufmann (1973), enquanto que a concentracdo da solu¢do de KNO; foi
determinada de acordo com a equagdo de Van’t Hoff (HILLEL, 1971). As concentra¢des das solugdes
osmdticas de PEG e KNO; na temperatura de 20°C foram de 250,98 e 22,92 gL'. Apés o
condicionamento as sementes foram secas em ambiente natural até atingirem o peso inicial e as
seguintes varidveis foram analisadas: porcentagem de germinaciao: foram utilizadas caixas gerbox
com duas folhas de papel mata-borrdo umedecidas com 4gua destilada (2,5 vezes o peso do papel).
Cada tratamento foi constituido por quatro repeti¢des de 50 sementes, que permaneceram em camaras
tipo BOD com temperatura de 20 °C e luz constante. A contagem final foi realizada no sétimo dia
apds a instalacdo do teste, sendo computada a percentagem de plantulas normais; indice de
velocidade de emergéncia: realizada com semeadura das sementes em caixas plasticas contendo
Plantmax como substrato. Foram realizadas irrigacdes didrias. Cada tratamento foi constituido por
quatro repeticdes de 50 sementes. Foram realizadas contagens didrias das plantulas normais emergidas
até os 10 dias ap0s a instalacdo do ensaio. O calculo foi feito conforme férmula proposta por Maguire
(1962).

A atividade enzimdtica foi avaliada por meio de eletroforese de isoenzimas, realizada apds o
condicionamento. As sementes foram armazenadas a -86 °C, quando foram maceradas em cadinhos
em presenga de PVP e nitrogénio liquido. Para extracdo das isoenzimas foi utilizado tampao Tris HCI
0,2M pH 8,0, na proporc¢do de 250 pL por 100 mg das sementes, homogeneizado e mantido por 12
horas a 4°C, seguido de centrifugacdo a 14.000 xg por 30 minutos a 4°C. A corrida eletroforética foi
realizada em sistema de géis de poliacrilamida a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O
sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 uL. do sobrenadante da
amostra e a corrida efetuada a 120 V por 4 horas. Terminada a corrida, os géis foram revelados para os
sistemas malato desidrogenase (MDH), dlcool desidrogenase (ADH), superdxido dismutase (SOD),
catalase (CAT) e esterase (EST) (Alfenas et al., 1998).
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O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeticdes,
de acordo com um esquema fatorial 2x2x2, mais uma testemunha adicional (sementes secas — sem
condicionamento). A andlise de variancia foi realizada através do software ASSISTAT e a comparagdo
de médias foi feita pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. A comparagdo com a testemunha foi
realizada pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Pelos resultados da andlise de variancia, observou-se interacdo tripla significativa entre os
fatores para as varidveis: porcentagem de germinac¢do e indice de velocidade de emergéncia.

Na presenca de luz ndo houve diferencas significativas para a porcentagem de germinacao
devido aos solutos ou pela presenga ou auséncia de giberelina na solugdo de condicionamento (Tabela
1). Na auséncia de luz e com a utilizagdo de KNOj; e giberelina houve decréscimo no percentual de
germinacdo, nos demais tratamentos nao foi observada diferencga significativa. Esse resultado pode ter
ocorrido devido ao teste de germinagdo proporcionar condicdes ideais para a semente germinar.
Assim, um lote com baixo vigor e alta viabilidade ndo seria diferenciado dos demais. Carvalho et al.
(2000) comentam que quando as sementes apresentam elevado potencial fisioldgico, ndo € verificada
resposta significativa na germinagao das sementes submetidas ao condicionamento.

Na Tabela 1, observando-se os dados referentes ao indice de velocidade de emergéncia,
verificou-se que os tratamentos com condicionamento osmético ndo diferiram da testemunha, com
excecdo das sementes osmocondicionadas com ambas as solucdes com giberelina e auséncia de luz,
que apresentaram indice inferior.

Ainda avaliando-se o indice de velocidade de emergéncia (Tabela 1), observou-se que, na
presenca de luz e giberelina, o tratamento com KNOj; foi superior ao PEG. J4 no tratamento sem
giberelina e na presenca de luz, a embebicdo em PEG propiciou maiores indices. Entretanto, quando a
embebigdo foi em soluto PEG nas duas condi¢des de luminosidade, a adi¢do de giberelina reduziu as
médias observadas. Quando o soluto foi KNO; na presenca de luz, a adi¢do de giberelina aumentou o
indice observado. Ja na auséncia de luz, verificou-se que independente do soluto utilizado a adicao de
giberelina reduziu a velocidade de emergéncia. Todos os tratamentos apresentaram indices de
velocidade de emergéncia superiores a testemunha, exceto aqueles que foram submetidos ao
condicionamento fisioldgico com giberelina e auséncia de luz.

Tabela 1- Médias da porcentagem de germinagdo (PG) e indice de velocidade de emergéncia (IVE) de
sementes de alface submetidas ao condicionamento fisioldgico.

Solugdo Com luz Sem Luz
Com GA; Sem GA; Com GA; Sem GA;
Germinagdo (%)
PEG 88 Aa’ 95 Aa' 77 Aa' 85 Aa’
KNO; 79 Aa' 87 Aa' 58 Bb 88 Aa'
Testemunha 91
Indice de velocidade de emergéncia
PEG 7,02 Bb' 10,99 Aa 591 Ba' 8,95 Aa
KNO; 9,45 Aa 7,47 Bb 4,78 Ba' 9,23 Aa
Testemunha 4,83
Meédias seguidas pela mesma letra, maitiscula na linha e mintscula na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.

"Nio difere da testemunha pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

No padrdao enzimitico da catalase (Figura 1), se observa maior atividade para o grupo das
sementes osmocondicionadas com PEG em relacdo ao grupo submetido ao KNO;. Em situacdes de
estresse, uma maior atividade da enzima ocorre com o intuito de proteger a semente de danos causados
por intoxicagdes, o que pode ter ocorrido nos tratamentos que tiveram o PEG como soluto, Esse fato
pode ter ocorrido porque o PEG ndo penetra no interior das sementes, ndo alterando, portanto, a
atividade de prote¢do exercida por essa enzima. Ao contrdrio, o efeito téxico do KNO; pode ter
alterado negativamente o funcionamento da enzima, e por isso prejudicado o desempenho das
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sementes. J4 a intensidade da atividade da catalase na testemunha tende a ser intermedidria
diferenciando dos outros tratamentos.

Também foi observada, para os dois solutos, menor atividade da enzima nas sementes que
permaneceram no escuro durante o condicionamento com adi¢do de giberelina. Estes mesmos
tratamentos apresentaram menor germinacao e vigor. A catalase € uma enzima antioxidante do sistema
de defesa, envolvida na remocdo de peréxido de hidrogénio. A redugido da atividade dessa enzima faz
com que as sementes fiquem mais suscetiveis aos efeitos deletérios de radicais livres sobre os dcidos
graxos insaturados das membranas, comprometendo o seu vigor (BAILLY et al., 2001).

Figura 1- Padriao enzimadtico catalase em sementes de alface cv. Horténcia osmocondicionadas.
(P — com PEG, K — com KNO3; L — com luz, E — escuro; C — com GA;3, S — sem GA;3)

Nos tratamentos utilizando PEG, verificou-se uma baixa atividade da MDH que pode estar
relacionado a restricdo de oxigénio nessa solucdo (Figura 2A), caracterizando redug@o na respiracdo
aerébica, uma vez que essa enzima tem uma funcio importante no ciclo de Krebs para a produgéo de
NADH. Por outro lado a maior atividade dessa enzima foi observada em sementes condicionadas em
solugdes de KNO; e testemunha. Embora os resultados com MDH evidenciem prejuizos na
oxigenacdo das sementes durante o priming, quando o soluto foi PEG, pode-se presumir que esse
prejuizo ndo foi de intensidade suficiente para reduzir o desempenho das sementes em relacdo aos
tratamentos com boa oxigena¢do. A MDH catalisa a conversdo de malato a oxalacetato, e, além da
importante funcéo dentro do ciclo de Krebs, participa do movimento de malato através da membrana
mitocondrial e da fixagdo de CO, nas plantas (TAIZ & ZEIGER, 2009).
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Figura 2- Padrio egzimético de sementes de alface cv. Horténcia osmocondicionadas: (A) Malato
desidrogenase; (B) Alcool desidrogenase; (C) Esterase; (D) Superoxido dismutase.

Quanto ao sistema enzimdtico da 4lcool desidrogenase (ADH) (Figuras 2B), foi observada
maior atividade em sementes condicionada em solugdo de KNOs. Estes resultados divergem daqueles
encontrados por Vidigal (2008) e Brandao Junior et al. (2002), que correlacionaram a alta atividade
dessa enzima a maior viabilidade de sementes. Esta enzima estd relacionada a respira¢do anaerobica,
promovendo reducdo do acetaldeido a etanol (BUCHANAN et al., 2005). O aceltadeido acelera a
deterioracdo das sementes. Com o aumento da atividade da ADH, as sementes ficam mais protegidas
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contra a ac@o deletéria deste composto, a qual € maior quanto comparada a do etanol. Entretanto, a
maior atividade dessa enzima pode indicar maior intensidade do funcionamento da rota anaerdbica de
producdo de energia no nivel celular, devido a estresse provocado por toxidez do KNOs.

Em sementes de alface a atividade da esterase foi mais intensa em sementes submetidas ao
condicionamento em solu¢do de KNO; (Figura 2C). Essa enzima estd envolvida em reacdes de
hidrdlise de ésteres e estd diretamente ligada ao metabolismo de lipidios e ao processo degenerativo de
membranas. Com isso observa-se que alteragdes nos padroes dessa enzima sdo evidéncias da
ocorréncia de eventos deteriorativos (HENNING et al., 2009). Observa-se também, que houve uma
maior intensidade das bandas nos tratamentos com solu¢do de KNO; no escuro, o qual se assemelha
com a testemunha.

Em relacdo a superdéxido dismutase (SOD), maior atividade foi observada na testemunha e
nas sementes osmocondicionadas com PEG (Figura 2D). A SOD estd normalmente relacionada a
sementes de alta qualidade fisioldgica, sendo uma enzima que catalisa os radicais superéxidos livres
(Oy), produzidos em diferentes locais da célula, para oxigénio molecular e H,0O, (MCDONALD,
1999). A menor intensidade da atividade enzimdtica nos tratamentos com KNO; pode estar
relacionado com a absor¢do do sal pelas sementes influenciando, assim, os sistemas de membranas, e
podendo também afetar algum mecanismo que iniba a atividade dessa enzima.

CONCLUSAO

O condicionamento fisiolégico em solu¢cdo de PEG com -0,8 MPa por 96 horas em
temperatura de 20°C, na presenca de luz, melhora o desempenho de sementes de alface.

A adicdo de giberelina durante o condicionamento osmético ndo melhora o desempenho de
sementes de alface germinadas na luz ou no escuro.

Andlises de atividades enzimaticas auxiliam na avaliacdo dos efeitos de tratamento para
condicionamento de sementes de alface.
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