=

& o
¥, £
T e 1O

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA
CENTRO DE CIENCIAS AGRARIAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM AGRONOMIA/FITOTECNIA
CURSO DE DOUTORADO EM AGRONOMIA/FITOTECNIA

IRINALDO LIMA DO NASCIMENTO

ACAO DO ACIDO ASCORBICO NA ATENUACAO DOS EFEITOS DO
ENVELHECIMENTO E DO ESTRESSE SALINO EM SEMENTES DE GIRASSOL

FORTALEZA

2016



IRINALDO LIMA DO NASCIMENTO

ACAO DO ACIDO ASCORBICO NA ATENUACAO DOS EFEITOS DO
ENVELHECIMENTO E DO ESTRESSE SALINO EM SEMENTES DE GIRASSOL

Tese apresentada ao Programa de Doutorado
em Agronomia/Fitotecnia do Departamento
de Fitotecnia da Universidade Federal do
Ceard, como parte dos requisitos para
obtencdo do titulo de Doutor em Agronomia.
Area de concentracdo: Fitotecnia.

Orientador: Prof. Dr. Sebastido Medeiros
Filho

FORTALEZA

2016



Dados Internacionais de Catalogacdo na Publicagdo
Universidade Federal do Ceara
Biblioteca Universitaria
Gerada automaticamente pelo modulo Catalog, mediante os dados fornecidos pelo(a) autor(a)

N195a  Nascimento, Irinaldo Lima.
Acdo do acido ascorbico na atenuacdo dos efeitos do envelhecimento e do estresse salino em sementes de
girassol / Irinaldo Lima Nascimento. —2017.
127f -1l

Tese (doutorado) — Universidade Federal do Ceara, Centro de Ciéncias Agrérias, Programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, Fortaleza, 2017.
Orientacdo: Prof. Dr. Sebastido Medeiros Filho.

1. Antioxidantes. 2. Sementes. 3. Envigoramento. I Titulo.
CDD 664




IRINALDO LIMA DO NASCIMENTO

ACAO DO ACIDO ASCORBICO NA ATENUAGAO DOS EFEITOS DO ENVELHECIMENTO
E DO ESTRESSE SALINO EM SEMENTES DE GIRASSOL

Tese apresentada ao Programa de POs-
graduacdo em Agronomia/ Fitotecnia da
Universidade Federal do Ceard, como
parte dos requisitos para obtencdo do
titulo de Doutor em Agronomia. Area de
concentragdo: Fitotecnia.

Orientador: Prof. Dr. Sebastido Medeiros

Aprovada em: 04 / 08 /2016

BANCA EXAMINADORA

Prof. Dr. Sebastido Medeiros Filho (Orientador)
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dr. Ciro Mirando Pinto
Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira

Pesq. Dr. Elton Camelo Marques
Universidade Federal Rural do Semi-Arido

Prof. Dr. Alek Sandro Dutra
Universidade Federal do Ceara

Prof. Dré. Aila Vieira Amorim

Universidade da Integracdo Internacional da Lusofonia Afro-Brasileira



AGRADECIMENTOS

A CAPES, pelo apoio financeiro com a manutencio da bolsa de auxilio.

Ao Professor Sebastido Medeiros Filho, pela excelente orientagdo.

Ao secretario do departamento de Fitotecnia Deocleciano Bezerra pela grande ajuda

Aos professores participantes da banca examinadora pelo tempo, pelas valiosas
colaboragdes e sugestoes.

Aos colegas da turma de doutorado, pelas reflexdes, criticas e sugestdes recebidas.



RESUMO

A cultura do girassol (Helianthus annuus, L) é considerada de grade importancia para a
producdo de 6leo em todo mundo. Dentre os fatores do ambiente que comprometem a producéo
desta espécie, encontram-se a salinidade de solos e 0 armazenamento de sementes em ambientes
inadequado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo exdgena de &cido
ascorbico na reducgdo dos danos ocasionados pelo envelhecimento acelerado e pela salinidade
de solos, utilizando sementes de girassol cultivar BRS122. Foram desenvolvidos trés
experimentos. Analisou-se, no primeiro experimento, testes preliminares para obtencdo da
melhor metodologia de aplicacdo do &cido ascdrbico em sementes de girassol. As sementes
foram incubadas com 0, 75 e 150 mg L de 4cido ascdrbico em diferentes tempos de exposicio
(4, 8 e 24 h), através de dois diferentes métodos: embebicdo em papel germitest em placa de
Petri e submersdo em solucdo em Erlenmeyer. Apo6s a aplicacdo dos tratamentos, foi
quantificado, nas sementes, o teor de acido ascorbico e posteriormente comparado com o teor
padrdo ja existente (0 h). O método de aplicacdo exdgena, embebicdo em solucdo de &cido
ascorbico, acondicionada em erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, durante 24 horas de
exposicao, foi 0 mais indicado na absor¢éo e no aumento do teor endégeno de acido ascorbico.
No segundo experimento, j& tendo definido a metodologia de aplicacdo exdgena, analisou-se 0
efeito do pré- e poOs-tratamentos com 4&cido ascorbico na atenuacdo dos efeitos danosos
provocados pelo envelhecimento acelerado, juntamente com embebicGes em cloreto de sodio e
cloreto de s6dio com &cido ascorbico. As sementes foram submetidas aos seguintes tratamentos:
sementes ndo envelhecidas e ndo tratadas com A&cido ascoOrbico (controle); sementes
envelhecidas (por 48 h, a 42 °C e 100% U.R.); sementes antes do envelhecimento submetidas
ao tratamento com &cido ascorbico; e sementes envelhecidas e submetidas ao tratamento com
acido ascorbico. Seguiu-se da embebigdo em H20, NaCl (-0,8 Mpa) e 1:1 de NaCl (-0,8 Mpa
)+ 150 mg L de 4cido ascdrbico. Foram analisados parametros de germinagao, de crescimento
e bioquimicos. O Pos-condicionamento com solugdo de &cido ascoOrbico em sementes
envelhecidas, auxilia as variaveis germinativas e de crescimento de plantulas de girassol,
cultivar BRS122. O pdés-condicionamento também € eficiente em promover uma melhora no

conteddo interno, dando destaque para os teores de carboidratos e lipidios totais.

Palavras-chave: Antioxidante. Sementes. Envigoramento.



ABSTRACT

The cultivation of sunflower (Helianthus annuus, L) is considered of great importance for the
production of oil throughout the world. Among the environmental factors that compromise the
production of this species are soil salinity and seed storage in inappropriate environments. The
objective of this work was to evaluate the effect of the exogenous application of ascorbic acid
in the reduction of the damages caused by the accelerated aging and the salinity of soils, using
sunflower seeds cultivar BRS122. Three experiments were developed. In the first experiment,
preliminary tests were carried out to obtain the best methodology for the application of ascorbic
acid in sunflower seeds. The seeds were incubated with 0, 75 and 150 mg L-1 ascorbic acid at
different exposure times (4, 8 and 24 h), by two different methods: soaking in germitest paper
in Petri dishes and submersion in solution in Erlenmeyer. After application of the treatments,
the ascorbic acid content was quantified in the seeds and then compared with the existing
standard content (0 h). The exogenous application method, imbibed in ascorbic acid solution,
packed in Erlenmeyer flask at the concentration of 0.85 mM, for 24 hours of exposure, was the
most indicated in the absorption and increase of the endogenous ascorbic acid content. In the
second experiment, the effect of pre- and post-treatments with ascorbic acid on the attenuation
of the harmful effects caused by accelerated aging, together with imbibition in sodium chloride
and sodium chloride with Ascorbic acid. The seeds were submitted to the following treatments:
seeds not aged and not treated with ascorbic acid (control); Aged seeds (for 48 h at 42 ° C and
100% U.R.); Pre-aging seeds subjected to ascorbic acid treatment; And seeds aged and treated
with ascorbic acid. This was followed by soaking in H2 O, NaCl (-0.8 Mpa) and 1: 1 NaCl (-
0.8 Mpa) + 150 mg L-1 ascorbic acid. Germination, growth and biochemical parameters were
analyzed. The post-conditioning with ascorbic acid solution in aged seeds, helps the
germinative and growth variables of sunflower seedlings, cultivar BRS122. Post-conditioning
is also efficient in promoting an improvement in the internal content, highlighting the

carbohydrate and total lipid contents.

Keywords: Antioxidant. Seeds. Envigorament
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1 INTRODUCAO

O girassol é uma espécie que, devido a qualidade do 6leo comestivel extraida dos
aquénios, vem sendo bastante difundida no senario nacional (BACKES et al. 2008, p. 44). Na
ultima década, houve aumento de 14,8% na producdo de grdos, passando de 26,63 para 32,3
milhdes de toneladas (MAPA, 2011, p.244). Na safra brasileira de 2013/2014, a area semeada
e a producdo alcangcaram 68.700 ha e 108.800 toneladas, com produtividade média de 1.585kg
hal(CONAB, 2014).

A utilizacdo de sementes de girassol com boa qualidade é de total importancia para o
estabelecimento da producdo no campo, sendo necessario o emprego do teste de germinacéo na
analise de qualidade de sementes. Segundo Salgado et al. (2012, p.65), diversas pesquisas vém
sendo desenvolvidas em todo mundo visando a obtencéo de proteinas de alto valor nutricional.
Dentre estas, estdo as direcionadas para a potencializacdo da germinagdo no campo.

Apesar disso, de acordo Avila et al. (2005, p.62), nem sempre existe correlacio do teste
de germinacdo com o realizado em condi¢Ges de campo, 0 que conduz a superestimar a
qualidade. A avaliacdo do teste de germinacao possibilita a obtencdo da expressao maxima da
germinacdo em ambientes favoraveis (BRASIL, 2009). J& sob condic¢des naturais, as sementes
ficam sujeitas a uma série de intempéries do meio, como excesso de radiacdo e competi¢cdo com
outras plantas (TORRES, 2002).

Testes de vigor tém sido instrumentos de uso cada vez mais rotineiros pelas industrias
de sementes, inclusive em programas internos de controle de qualidade ou para a garantia de
controle de sementes destinadas a comercializacdo. Sendo o objetivo basico destes testes, a
identificacdo de diferencas fundamentais no potencial fisiologico das sementes, principalmente
aquelas que possuem lotes com poder germinativos semelhantes (MARCOS FILHO, 2005).

Dentre os testes de vigor, o de envelhecimento acelerado é um dos mais estudados e
recomendados. Conforme Marcos filho (2005), citado por Larré et al. (2007, p.708),

O teste de envelhecimento acelerado avalia a qualidade de sementes submetidas a
elevadas temperatura e umidade relativa do ar, tendo como premissa de que a taxa
de deterioracdo das sementes aumenta consideravelmente quando submetidas a tais

condices, sendo este teste, considerado um dos mais sensiveis para a avaliagdo do
vigor dentre os disponiveis na atualidade.

Além disso, variacOes extremas de temperaturas podem influenciar os processos
fisioldgicos e bioquimicos nas sementes, afetando diretamente o crescimento inicial das
culturas (MARINI et al., 2012).

Sabendo-se que os testes de vigor fornecem indices mais sensiveis ao poten-
cial fisiol6gico quando comparados ao teste de germinacdo (ASSOCIATION OF OFFICIAL
SEED
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ANALYSTS, 2002), qualquer evento que preceda a perda de vigor germinativo, pode servir
como base para o desenvolvimento do teste de envigoramento. A grande demanda de sementes
com alta qualidade tem levado as empresas do setor a procurarem aprimorar suas técnicas, tendo
em vista, maior produtividade associada ao incremento da qualidade do produto.
Matos et al. (2014, p.115) citam que
Pesquisas a respeito dos aspectos fisioldgicos e bioquimicos, durante a germinacéo de
sementes de espécies tropicais, sob condi¢des de estresses abioticos, especialmente
estresse térmico, se tornam de grande relevancia diante das adversidades ambientais
encontradas nos ecossistemas tropicais. Ainda mais que, as informagdes sobre os

mecanismos envolvidos na tolerancia de sementes a determinados niveis de estresse
S80 escassas.

Danos oxidativos aos lipideos, proteinas e outros componentes celulares sao
considerados as maiores causas da deterioracdo de sementes armazenadas (CORTE et al. 2010).
As sementes utilizam diversas estratégias para reverter os possiveis danos provocados pela
deterioracdo em condicOes adversas de armazenamento, dentre elas destacam-se 0s mecanismos
enzimaticos antioxidativos.

E de grande importancia estudos voltados para melhorar o condicionamento de
armazenamento em longo prazo, sobre Otimas condi¢bes de instalacBes. Estudos recentes
indicam compostos antioxidantes, na melhoria do tempo de armazenamento Util de diversas
culturas, os quais tendem a reduzir os danos causados pelo processo de envelhecimento e
salinidade nas sementes.

Diante do exposto e da necessidade de maiores informacdes, o presente estudo tem como
finalidade avaliar o efeito da aplicacdo exdgena de acido ascdrbico, um antioxidante, na reducédo
dos danos ocasionados pelo envelhecimento acelerado e pela salinidade em sementes de

girassol.

2 REVISAO DE LITERATURA

A cultura do girassol

O termo girassol (Helianthus annus, L) deriva do grego hélios, que significa sol, e de
anthus que significa flor, ou “flor do sol”. E uma dicotiledénea anual, ordem Asterales, familia
Asteraceae, compreendendo 49 espécies, 19 subespécies, sendo 12 anuais e 37 perenes (JOLY,
1993, p.777).

O girassol possui um sistema radicular pivotante e em solos pode alcancar até dois
metros de profundidade, com um grande conjunto de raizes secundarias, 80 a 90% dessas raizes

estdo compreendidas nos primeiros 10 cm de profundidade (MERRIEN, 1992, p.66). O caule €
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herbéceo e cilindrico, contudo, em hibridos comerciais ndo ramificados, ocorre haste Unica,
atingindo o diametro entre 1 e 8 cm e altura entre 0,7 a 4 m (DE CAMPO LEITE et al., 2005,
p.641). A inflorescéncia do girassol, chamada capitulo, é a formacéo na parte do apice do colmo
em um alongamento discoide, o diametro do capitulo varia geralmente entre 10 e 40 cm,
dependendo da variedade ou hibrido e das condi¢Ges do desenvolvimento (ROSSI, 1998,
p.333).

O girassol é uma planta originaria do sudoeste dos Estados Unidos e do México (ROSSI,
1998, p.333) e que se adapta muito bem a todos os tipos de solo e clima. Em relacdo a area
plantada e producao mundial, o Brasil fica atrds com uma pequena produtividade. Para que a
area plantada seja aumentada significativamente € necessario que haja grande disponibilidade
de sementes com condicBes fisiologicas adequadas para garantir populacdo de plantas e
produtividade de gréos elevados.

Apesar dessa baixa produtividade, os aquénios de girassdis apresentam potencial
nutritivo elevado para a alimentacdo humana (SMIDERLE, 2005, p.331), podendo ser ainda
utilizado como alimentacdo para aves (SILVA; PINHEIRO, 2005, p.93). Ainda mais, seus
aquénios sdo utilizados para a extracdo de 6leo de alta qualidade para o consumo humano e este
subproduto pode ainda ser usado como ra¢do (AGUIAR, 2001, p.134).

Atualmente o girassol destaca-se como umas das maiores oleaginosas produtoras de
grdos e uma das trés culturas anuais mais importantes em todo o mundo. Os principais
produtores s&o a Russia, Ucrania, Argentina, india e China, estimando-se uma area de producio
superior a 20 milhdes de hectares (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE
UNITED NATIONS - FAO, 2011).

No Brasil o girassol foi introduzido durante o periodo colonial, principalmente na regido
Sul onde as sementes eram consumidas torradas. Os primeiros plantios comerciais surgiram no
estado do Rio Grande do Sul no final da década de 1940. Sendo cultivado na maioria dos
estados, vem ganhando importancia econdmica no sistema de rotagao, consorciacao e sucessao
de culturas (DALL’AGNOL et al. 2005, p.1).

O Brasil € ainda um pequeno produtor desta oleaginosa, com uma area cultivada de
111,3 mil hectares, producdo de 147,1 mil toneladas e uma produtividade média de 1.323 kg
hat (CONAB, 2009). Analisando-se os dez Gltimos anos, observou-se um crescimento maior e
mais consistente na area explorada com um ganho de 4,4% ao ano. Todavia, no periodo, este
ganho anual foi menor que 27%, saindo de 116 mil para 147 mil toneladas (CONAB, 2009).

Quanto as regides produtoras, destacam-se 0 centro oeste com percentuais de 78,68% e

78,04%, respectivamente, para areas exploradas e producéo de gréos, destacando-se os estados
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de Goiés e Mato Grosso. O sul ocupa a segunda posi¢do com 17,16% da area explorada e
20,05% da producéo nacional. O nordeste brasileiro nos ultimos trés anos aparece como regiéo
produtora, contribuindo com 4,22% do total plantado no pais, destacando-se os estados do Rio
Grande do Norte e Ceard. (CONAB, 2009).

O estabelecimento da cultura do girassol ocorre atraveés de populacdo de plantas
provenientes de sementes com pericarpo (aquénios) com padrdo minimo de germinacéo de 75%
(BRASIL, 2009). No campo, as sementes podem estar sujeitas as situacdes adversas, como
temperatura inadequada, excesso ou deficiéncia hidrica, presenca de microrganismos e, com
isso, nem sempre ha uma correlacdo entre os testes de germinacdo com a emergéncia de
plantulas em campo, o que conduz a uma elevada estimativa de qualidade (RODO et al., 2000,
p.289; BRAZ et al., 2008, p.).

Importéncia econémica do girassol

O girassol apresenta grande resisténcia a seca, ao frio, ao calor, além de ampla
adaptabilidade a condicGes adversas, seu rendimento costuma ser pouco influenciado por
caracteristicas como altitude ou fotoperiodo. Neste caso, sua amplitude de adaptacéo é bastante
vasta, tornando a cultura interessante em diversos locais do mundo.

O girassol esta entre as maiores espécies produtoras de 6leo em todo mundo, perdendo
apenas para a soja, o algodao e o amendoim. A exploracdo racional do girassol é de grande
importancia ndo s6 economicamente, mas também pelo seu valor nutritivo, pois é fonte de
proteina de alto valor biol6gico para a alimentacdo humana e animal. Esta cultura pode
melhorar as condi¢des do solo porque promove a ciclagem de nutrientes e ainda disponibiliza
uma grande gquantidade de nutrientes pela mineralizacdo dos restos culturais (LEITE et al.,
2007).

O girassol domesticado foi cultivado inicialmente para o consumo de suas sementes. A
seguir, sua farinha comecou a ser utilizada no preparo de alimentos e usada na fabricacédo de
pdes. Os indios utilizavam as sementes para a fabricacdo de tinta para ornamentagdo de cestas
e telas. Os receptéculos e as raizes eram fervidos e usados com finalidades medicinais (PUTT,
1997, p.1).

As raizes promovem uma consideravel reciclagem dos nutrientes, além da matéria
organica produzida pela morte de seus tecidos em profundidades. Suas hastes servem tanto para
silagem como para adubacdo verde e sua floracdo traz, de 20 a 40 kg de mel por hectare
cultivado. (CAVASIN, 2001, p.69).
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O girassol também pode ser usado como acessorio de decoracdo, ganhando cada vez
mais espago entre os produtores e também na agricultura familiar. O girassol pode ser
implantado consorciado com outros cultivos, sobretudo leguminosas. A venda de sementes de
girassol ou do Gleo ja extraido para usinas produtoras de biodiesel traz aumento de renda para
os produtores familiares. Além disso, os residuos da extracdo do 6leo podem ser reaproveitados
como alimento para animais ou como adubo (CAVASIN, 2001, p.69).

Qualidade de semente e vigor

A qualidade das sementes pode ser conceituada como o somatdrio dos atributos
genéticos, fisicos, fisiologicos e sanitarios que afetam a capacidade de originar plantas com
maior produtividade. A alta qualidade da semente reflete diretamente no resultado final da
cultura, em termos de auséncia de moléstias transmitidas pela semente, do alto vigor das
plantas, maior produtividade e uniformidade da populacdo e estande ideal (BRACCINI et al.
1999, p.1053; CARVALHO; NAKAGAWA, 2000, p.588).

A partir do ponto de maturidade fisiologica ndo ha qualquer procedimento que possa
melhorar o potencial fisiol6gico da semente. Até atingir o ponto de maturidade, a semente ndo
inicia o processo de deterioracdo, pois ainda consiste de uma unidade bioldgica dependente da
planta mée.

O conhecimento da qualidade fisiolégica da semente, antes da semeadura, é o
procedimento mais seguro para se evitar baixa germinacdo. Além de possuir elevado poder
germinativo, as sementes de girassol devem apresentar um elevado vigor, para que a
germinacao seja rapida e uniforme, principalmente em condicdes desfavoraveis (SILVEIRA et
al., 2005).

Os componentes da qualidade das sementes (genético, fisico, fisioldgico e sanitario) tém
importancia equivalente, mas os aspectos fisiolégicos tém recebido mais atencéo da pesquisa,
sobretudo quando se consideram as espécies oleaginosas. A longevidade das sementes também
pode ser afetada pelo gendtipo e pela composicao quimica, pois sementes amiléceas sdo menos
propensas a deterioracdo do que sementes oleaginosas devido a menor estabilidade quimica dos
lipidios em comparagdo com o amido (BRACCINI et al. 2000, p.1053). Na verdade, o
estabelecimento das plantulas apds a semeadura e o inicio do desenvolvimento da lavoura
representa, talvez, o parametro balizador principal da qualidade da semente, do ponto de vista
do consumidor (MARCOS FILHO, 2005).

Estudos desenvolvidos tém mostrado que outras caracteristicas fisiologicas da semente

podem influir decisivamente ndo apenas no estabelecimento de uma populacdo inicial no
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campo, como também sobre todo o ciclo da planta e sobre a produtividade. A soma dessas
caracteristicas fisiologicas mais sutis ¢ atualmente denominada “vigor” da semente. Segundo
Krzyzanowski (1999, p.218), os testes de vigor tém se constituido em ferramentas de uso cada
vez mais rotineiras pela industria de sementes para a determinacéo da qualidade fisiologica.

Testes de vigor visam determinar, com maior precisdo, o grau de deterioracdo da
semente, podendo ser classificados em diretos e indiretos (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000,
p.588). Os testes diretos sdo aqueles que simulam as condi¢bes adversas que a semente
provavelmente encontrara no campo. Assim, por exemplo, o teste de frio foi originalmente
desenvolvido para milho, tendo alcancado grande sucesso, nos E.U.A., porque simula as
condigdes de excessiva umidade no solo e baixas temperaturas, normalmente existentes naquele
pais. Os testes indiretos sdo agrupados em: bioquimicos, fisioldgicos e os testes de resisténcia
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000, p.588).

Braz et al. (2009, p.1857) observaram diferengas significativas em testes de
envelhecimento acelerado utilizando sementes de girassol. Rocha et al. (2015, p. 157)
obtiveram comportamento distinto de sementes de girassol quando expostas em condi¢cdes de
elevada temperatura e umidade. Diferencas no vigor de lotes de sementes também tém sido
detectadas pelo teste de deterioracdo controlada. Segundo Braz et al. (2008)

Teste de envelhecimento acelerado com solucdo saturada de NaCl por 96 horas é
eficiente para classificar lotes de aquénios de girassol. As combinagdes de 20% de

agua nos aquénios por 72 horas de exposicdo e de 25% de 4gua nos aquénios por 48
e 72 horas de exposicao permitem classificar os lotes de aquénios de girassol.

Também em girassol, Braz et al. (2008) constataram que o0s testes de envelhecimento
acelerado e de deterioracdo controlada foram eficientes em classificar os lotes em diferentes
niveis de vigor. Porém Brunes (2010)

Trabalhando com competicdo intraespecifica, utilizando sementes de girassol de alto

e baixo vigor na linha de semeadura, concluiu que comunidades de plantas de girassol
provenientes de sementes com diferentes niveis de vigor ndo apresentam diferengas

quanto ao diametro e altura dos capitulos; sobrevivéncia e a produtividade.

Ja Albuquerquer e Carvalho (2003, p.465), citado por Braz et al. (2009, p.1857), relatam
que a utilizacdo de sementes com baixo vigor prejudica a emergéncia de plantulas de girassol,
embora ndo tenha sido avaliada a producdo. Marcos Filho (2005) relata que a reducédo da
producdo somente ocorre quando as sementes avaliadas apresentaram grau avangado de

deterioracdo.
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Armazenamento e perda da viabilidade de sementes

Os problemas de armazenamento de produtos agricolas constituem objetivo de estudo
permanente, visando prolongar a0 maximo a qualidade dos produtos armazenados. O
comportamento das sementes durante o armazenamento é funcdo dos fatores que afetam sua
conservacao, tais como a temperatura, umidade relativa do ar, teor de umidade das sementes e
tipo de embalagem utilizada (PARRELA, 2014).

O armazenamento de sementes é o procedimento que visa contrapor 0 processo de
deterioracdo natural que ocorre apds atingir a maturidade fisioldgica, aumentando com o tempo,
mas de forma lenta. Visto que, este declinio progressivo proporcionado pela perda de vigor ao
longo do tempo, ndo pode ser freado (PARRELA, 2014).

No Brasil, em um programa de producdo de sementes, 0 armazenamento é uma etapa
obrigatdria, devido as condi¢bes climaticas tropicais e subtropicais com altas temperaturas e
umidades relativas, o que torna desfavoravel a manutencdo da viabilidade das sementes por
longos periodos. A umidade e a temperatura sdo os principais fatores que afetam a qualidade
das sementes no armazenamento e a sua conducdo de forma regular e eficiente reflete na
viabilidade do lote (MACEDO, et al. 1998, p.454).

O termo deterioracgéo se refere a toda e qualquer alteragéo degenerativa que ocorre com
a qualidade das sementes em funcgdo do tempo. A deterioracao é irreversivel, sendo minima por
ocasido da maturidade. A deterioracdo das sementes ndo pode ser evitada, mas o grau de
prejuizo pode ser controlado. A qualidade da semente ndo é melhorada pelo armazenamento,
mas pode ser mantida com um minimo de deterioracdo possivel, através do armazenamento
adequado (MARCOS FILHO, 2005).

A manifestacdo da deterioragdo é muito associada ao armazenamento principalmente
em trabalhos de pesquisa. No entanto, teoricamente, tem inicio na maturidade fisiologica e pode
ser acelerada em qualquer das etapas pos-maturidade, podendo se estender até o periodo de pos-
semeadura (Figura 1). N@o se pode negar, porém, que € detectada, com maior frequéncia,
durante o armazenamento (MARCOS FILHO, 2005). A perda do poder germinativo é a
consequéncia final da deterioracdo das sementes, ou seja, ocorre consideravel deterioracdo
antes que haja diminuigdo na percentagem de germinacéo.

Dentre as principais alteracOes que ocorrem na deterioracdo das sementes, destacam-se
0 esgotamento das reservas alimentares, a alteracdo da composicdo quimica, como a oxidagao
dos lipideos e a quebra parcial das proteinas, a alteracdo das membranas celulares, com reducao

da integridade, aumento da permeabilidade e desorganizagdo, as alteragcdes enzimaticas e as
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alteracbes de nucleotideos (FERREIRA; BORGHETTI, 2004, p.323). Além disso, ja se
comprovou que 0s proprios constituintes da semente podem torné-la mais longevas, ou néo.
Substancias de reserva presentes nas sementes como 0leos, que sdo mais instaveis que o amido,
podem fazer com que a semente se auto deteriore mais rapidamente (KRAMER,;
KOZLOWSKI, 1972, p.745; BENEDITO, 2010).

Figura 1 — Principais caminhos percorridos durante a deterioragdo de sementes.

Principais caminhos metabolicos percorridos
durante a deterioracao de sementes
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(Fonte Delouche, 2002).

Os testes de vigor detectam as modificacbes mais sutis, resultante do avanco da
deterioracdo, nao revelados pelo teste de germinacao, refletindo um conjunto de caracteristicas
que determinam o potencial para a emergéncia rapida e uniforme de plantulas normais, sob
ampla diversidade de condi¢cdes ambientes, pois ndo basta que as sementes tenham altos indices
de germinacdo, sendo também necessario que estas, mesmo em condi¢BGes desfavoraveis de
campo, germinem e se estabelecam (MARCOS FILHO, 2005).

Dentre os testes de vigor atualmente existentes, o teste de envelhecimento acelerado é
um dos mais indicados para se estabelecer uma razéo entre o processo de deterioragéo e o vigor
de sementes, principalmente em casos de armazenamento. Este teste leva em consideragéo
elevadas temperaturas e umidade relativas, considerando as alteracbes do ambiente
preponderantes na intensidade e velocidade de deterioracdo de sementes.

Trabalhos com sementes de grandes culturas envolvendo diferentes periodos e
temperaturas foram realizados entre 0s quais, se destacam o de sementes de soja, 41 °C/48 h
(SCHUAB et al, 2006, p.553); canola, 42 °C/24 h (AVILA et al., 2005, p.62); girassol, 42
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°C/96 h (BRAZ et al., 2008,); mamona, 41 °C/72 h (MENDES et al., 2010, p.114); sorgo, 41
°C/96 h (SOARES et al., 2010, p.391); e milho, 42 °C/96 h (PERES, 2010).

De acordo com a sequéncia hipotética proposta por Delouche e Baskin (1973, p.424), a
reducdo do potencial de armazenamento é a primeira manifestacéo fisioldgica da deterioracéo,
apos o decréscimo da velocidade de germinacao. Consequentemente, o teste de envelhecimento
acelerado pode ser considerado como um dos mais sensiveis para avaliagdo do vigor, dentre 0s
disponiveis (MARCOS FILHO, 2005).

No armazenamento de sementes de soja, em sacos de polietileno e juta, acondicionados
a 15°C e em temperatura ambiente, houve reducdo da germinacao e vigor durante 180 dias, em
ambas as embalagens, sendo que o armazenamento a 15°C propiciou a manutencgao dos maiores
indices de germinacdo e vigor das sementes em comparacdo com O armazenamento a
temperatura ambiente (SHARMA, et al., 2007, p.502).

De acordo com Lima et al. (2014, p.361), condicBes de ambiente natural ndo s&o ideais
para 0 armazenamento de sementes de girassol, sendo que a viabilidade foi mantida quando
armazenada em camara fria. Grisi et al. (2009, p.28) observaram que a qualidade fisioldgica de
sementes de girassol reduziu com o avanco do tempo de armazenamento, tanto para a condi¢édo
de armazém convencional quanto para a condi¢do de camara fria a 12° (£3°C).

Um dos fatores que levam a redugdo no contetdo de lipidios, em sementes oleaginosas
como o girassol, é a sua peroxidacdo. Talvez, a peroxidacdo seja a causa mais frequente de
deterioracdo e perda de viabilidade de tais sementes. A peroxidacao de lipidios € muitas vezes
ativada pela acdo do oxigénio sobre um acido graxo poliinsaturado, como os acidos oléico e
linoléico que estdo presentes nas membranas das sementes de girassol. A perda da integridade
das membranas tem sido constatada como um dos processos iniciais de deterioracdo de
sementes (Mc DONALD, 1999, p.117; CARVALHO et al., 2009, p.9).

Outro fator que influencia a longevidade das sementes é o teor de agua, pois esta tem
natureza higroscopica e, dependendo das condi¢cdes ambientais, podem ganhar ou perder agua
facilmente. Nesse processo de hidratagdo-desidratacdo, ocorrem danos ao tegumento que
resultam na reducédo da qualidade fisiolégica.

Uma alternativa para a redugéo do grau de umidade é o emprego de silica gel, vantajosa
pela possibilidade do alcance de porcentagens muito baixas de agua (GOMEZ-CAMPO, 2006,
p. 4; JOSE et al., 2010). Travassos et al. (2011, p.371)

Conduzindo experimento em casa de vegetacdo com o girassol, Embrapa 122/V-2000,
sob irrigacdo com aguas de diferentes salinidades (0,5 a 5,0 dS m-1), constatou que a

producdo de aquénios decresceu 10,6 % por incremento unitario da
condutividade elétrica da adgua de irrigacéo.
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Salinidade e desempenho das sementes no campo

A salinidade é um dos mais importantes fatores de estresse abidtico, afetando diversos
aspectos da fisiologia e bioquimica das plantas, reduzindo significativamente seus rendimentos.
Altas concentracfes exogenas de sal afetam a germinacdo das sementes, causando déficit
hidrico e desequilibrio idnico nas células, resultando em toxicidade e estresse osmotico
(KHAN; PANDA, 2008, p.81).

A salinidade afeta o comportamento germinativo das plantas de diferentes formas, cada
espeécie ou cultivar tolera até certa salinidade sem reduzir o seu potencial, a partir desse ponto
passa a diminuir sua produtividade (OLIVEIRA, et al., 2007, p.45). Os solutos dissolvidos nas
zonas das raizes geram um potencial osmotico baixo, que diminui o potencial hidrico do solo.
Assim, o balanco hidrico do solo é afetado, pois para se desenvolver, as folhas necessitam de
um potencial hidrico ainda mais baixo para manter um gradiente de potencial hidrico positivo
entre o solo e as folhas. Uma concentracdo alta de sais também compromete a atividade de
enzimas e a sintese proteica (TAIZ; ZEIGER, 2004, p.719).

Condic0es de elevada salinidade podem ser causadas por diversos fatores, como préaticas
inadequadas de irrigacdo, inundacdo do solo pela &gua do mar em regides costeiras, como
também depdsito de altas concentragdes de cloreto de s6dio em regides com recente histéria
geolégica marinha (ARAGAO et al., 2010, p.129).

A salinidade é um dos estresses abidticos que mais limitam o crescimento e a
produtividade agricola. Aproximadamente 20% das terras cultivadas no mundo vém
enfrentando problemas de salinizacdo, sendo mais severos nas regides aridas e semiaridas
(MUNNS:; TESTER, 2008, p.651).

Hernandez et al. (2001, p.817), aludido por Deuner et al. (2011, p.134), fala que a
tolerancia de plantas a salinidade é variavel em funcéo do ciclo fenoldgico ou do seu estadio de
desenvolvimento. Espécies como sorgo, milho, feijdo, girassol e trigo sdo menos afetadas
durante a fase inicial do seu ciclo, entretanto, outras especies, sdo bastante sensiveis durante a
florag&o e a frutificagdo. Desta forma, mecanismos de defesa antioxidante podem constituir-se
em estratégia para aumentar a tolerancia ao estresse salino.

Wabhid et al. (1999, p.153), citado por Marquez et al. (2011)

Acrescenta que a intensidade com que o estresse salino afeta a germinagdo depende
primordialmente de um conjunto de fatores relacionados a semente (vigor, forma e
morfologia da testa), ao tipo de sal (concentracdo salina e tempo de exposic¢ao), bem

como as condicBes ambientais as quais a semente esta sujeita (temperatura,
luminosidade, oxigénio e umidade relativa do ar).



24

Vaérios estudos vém sendo dirigidos na elucidagdo dos mecanismos de adaptacdo a
salinidade, especialmente os referentes a fisiologia de resisténcia das plantas a salinidade. Um
dos métodos mais difundidos é a observacdo da porcentagem de germinacdo em substratos
salinos. A reducdo do poder germinativo comparado com o controle serve como um indicador
do indice de toleréncia da espécie a salinidade. Nesse método, a habilidade para germinar indica
também a toleréncia da planta aos sais em estadios subsequentes (OLIVEIRA et al., 2007,
p.45).

O envelhecimento acelerado quando feito em solucao salina promove maior controle na
absorcdo de agua pelas sementes. Os métodos de envelhecimento acelerado em sementes vém
gradativamente substituindo a dgua por solucfes saturadas de sais. Dependendo da solucéo
utilizada, sdo obtidos niveis especificos de umidade relativa do ar, como por exemplo, 87%
com o uso de cloreto de potassio, 76% com cloreto de sddio e 55% com brometo de sodio.
(FLOWER, 2004, p.307; MUNNS et al., 2006, p.1025).

A toleréncia a salinidade € um caréater poligénico com uma rede complexa de fatores
bioquimicos, moleculares e processos fisioldgicos que interagem fortemente com os fatores
ambientais (FLOWER, 2004, p.307; MUNNS et al., 2006, p.1025). Porém, a identificacdo e
caracterizacdo das variaveis fisiologicas, que servirdo de marcadores eficientes para avaliar a
tolerancia & salinidade em culturas de diferentes espécies, estdo ainda longe de serrem
alcangados (ASHRAF; HARRIS, 2004, p.3; BENETEZ et al., 2011).

Freitas e Nascimento (2006, p.59)

Constataram a redugdo na absorcao de agua pelas sementes de lentilha durante o teste
de envelhecimento modificado, no qual os autores esperavam com a utilizacdo de

solucdo saturada de NaCl, efeitos menos drasticos no grau de deterioracdo das
sementes provocados pelo envelhecimento tradicional.

Braga Junior et al. (2009)

Revelaram que o teste de envelhecimento acelerado modificado com solucéo saturada
de NaCl a 40 °C por 48 horas foi 0 método mais adequado para a classificacdo dos
lotes em niveis de vigor, mostrando-se como alternativa promissora para avaliagdo do
vigor de sementes de mamona.

Maior eficiéncia do teste de envelhecimento acelerado com uso de solugdo saturada de
sal na classificagdo de sementes com diferentes niveis de vigor também foi observado em
semente de girassol (OLIVEIRA, 2011, p.1).
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Resposta antioxidativa das sementes ao envelhecimento e salinidade

Do ponto de vista fisioldgico, estresse é a condi¢do causada por fatores que tendem a
alterar um equilibrio. A capacidade para sobreviver ao estresse € regida por mecanismos que
conferem resisténcia e podem ser escape ou tolerancia. Os mecanismos de escape envolvem
reduzida atividade metabdlica — levando a um estado de dorméncia. S&o aqueles que evitam a
exposicdo ao estresse. Os mecanismos de tolerancia, por sua vez, envolvem alta atividade
metabolica sob estresse moderado, e baixa sob estresse severo - permitem a planta suportar o
estresse (WILLADINO; CAMARA 2010).

Mecanismos intrinsecos de percepcao de sinais externos costumam se desenvolver em
plantas, a medida que evoluem, permitindo que estas sobrevivam a condi¢cdes ambientais
adversas (FUJITA et al., 2006, p.436). O entendimento desses mecanismos é de fundamental
importancia para o desenvolvimento continuo de um melhoramento racional para aprimorar a
resisténcia das culturas aos estresses abioticos.

Em plantas a salinidade causa estresses idnico e osmético. O estresse i6nico é devido ao
aumento da concentracdo de ions téxicos, tais como o Na"e ClI', no meio intracelular. Em adicéo
a este estresse i6nico, 0 osmotico é provocado pela diminuicdo da disponibilidade de 4gua para
a planta, devido a diminuicdo do potencial hidrico do solo. Adicionalmente, tanto o estresse
ibnico como estresse osmatico provocados pela salinidade, podem causar estresse oxidativo
(FLOWERS, 2004, p.307; MUNNS et al., 2006, p.1025).

Os mecanismos para a resisténcia da planta aos efeitos especificos da salinidade séo
basicamente de dois tipos: 0s que minimizam a entrada de sal para a planta, e os que diminuem
a concentracdo de sal no citoplasma (MUNNS et al. 2006, p. 1025; WILLADINO; CAMARA,
2010). Koryo (2003, p.5), mencionado por Brilhante (2006), informa que espécies vegetais
diferem extensamente na resposta ao crescimento em condi¢des de altas concentragdes de sais,
sendo extremamente importante a caracterizacdo de mecanismos fisioldgicos de tolerdncia ao
sal.

Uma planta pode ter varios mecanismos de tolerancia e escape, ou uma combinagao de
ambos. Os mecanismos de resisténcia constitutivos expressam-se independente da planta estar
sob estresse, eles constituem as adaptacGes. Sdo progressos evolucionarios que melhoram a
adequacdo ambiental de uma populacdo de organismos. Por outro lado, o ajuste de um
organismo individual em resposta a varia¢6es de fatores ambientais constitui os mecanismos de
resisténcia conhecidos como aclimatacdo (BRAY etal., 2000, p.1158; WILLIATO; CAMARA,

2010, p.179). Durante a aclimatacdo um organismo altera sua homeostase para se acomodar a



26

mudangas ambientais externas. A aclimatacdo é uma resposta fenotipica a diferentes
combinag@es de caracteristicas ambientais. (WILLADINO; CAMARA, 2010, p.179).

Estresse provocado por secas e dessecacao, estresse salino, choque térmico, metais
pesados, radiacdes UV, poluentes atmosféricos, estresse mecanico e excesso de luz promovem
0 aumento de espécies reativas de oxigénio (ERO), que sdo radicais livres altamente toxicos,
podendo levar a destruicdo de biomoléculas e estruturas celulares (MITTLER, 2002, p.405;
ARAGAO, 2007, p.129), mesmo sendo produzidas em condicbes metabolicas normais estas
ERO podem acelerar estas reacdes na planta levando mais rapidamente a deterioracao.

Este estresse oxidativo tem sido definido como um distlrbio no estado de equilibrio, no
sistema prd-oxidantes e antioxidantes, nas células intactas. Esta definicdo implica no fato da
célula ter um sistema onde exista um equilibrio entre a producdo e eliminacdo de espécies
reativas de oxigénio durante o metabolismo aerdbico. Quando existe uma maior ocorréncia de
eventos oxidativos, o sistema tende para o pré-oxidativo, o que pode afetar os niveis de
antioxidantes como a glutationa e a vitamina E, tendo como danos a oxidacdo em lipideos,
proteinas, carboidratos e &cidos nucleicos (JORDAO JUNIOR et al., 1998, p.434).

A instabilidade quimica dos lipidios constitui um dos principais fatores para o baixo
desempenho de sementes oleaginosas, devido principalmente a peroxidacdo de lipidios e o
estresse oxidativo. Em sementes de girassol, redugdes de vigor e de viabilidade durante o
envelhecimento estdo associadas com a diminui¢do do potencial das enzimas antioxidantes e,
com isso, elevacdo da peroxidacdo lipidica (FREITAS et al., 2004, p.84; OLIVEIRA et al.,
2007, p.45).

A peroxidacdo de lipidios, uma consequéncia da reacdo dos lipidios presentes na
membrana celular, principalmente os poli-insaturados, vem sendo citado como o maior
responsavel pelo envelhecimento de sementes (ARAGAO, 2007, 129). O O, é uma das formas
mais reativas, podendo agir como oxidante ou redutor, podendo oxidar enxofre, &cido ascorbico
ou NADPH, além de ser capaz de reduzir o citocromo C e ions metalicos, afetando a atividade
de metalo-proteinas. No entanto, ele ndo consegue atravessar as membranas biologicas e é
prontamente dismutado a H2O2 (FOYER; NOCTOR, 2005, p. 359).

A resposta aos estresses oxidativos, decorrente de estresse abioticos, ocorre em dois
momentos, o primeiro se realiza dentro de poucos minutos sendo causado por mudangas no
potencial redox do apoplasto, seguido do aumento da producdo de ERO (FOYER; NOCTOR,
2005, p.359).

Wilson e McDonald (1986, p.269), indicam que,
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Dentre as principais teorias propostas para elucidar o processo de deterioracdo de
sementes oleaginosas, a degeneracdo das membranas e a inativagdo enzimatica tém
sido as mais estudadas. A perda de integridade esta associada a agdo dos radicais
livres, levando a alteragBes bioquimicas, desequilibrio e regulacdo osmética de
solutos pelas membranas celulares.

Desestruturando o sistema de membranas, os lipidios reagem com o oxigénio molecular,
resultando na formacdo de radicais livres e peroxidos de &cidos graxos com relativa
instabilidade (FREITAS et al. 2006, p.59).

No entanto, células vegetais e suas organelas, contém diversos sistemas enzimaticos e
ndo enzimaticos para a remogdo de ERO. Estando presente no sistema oxidativo de defesa
enzimatica das plantas, diversas enzimas antioxidativas, como a dismutase do superoxido, as
peroxidases do ascorbato e catalases, que juntamente com outras enzimas promovem
eliminacdo de ERO (Figura 2.) (CAVALCANTI et al., 2007, p. 591).

Figura 2- Esquema das reacOes e respectivas enzimas (em azul) envolvidas na formacéo de
espécies reativas de oxigéncio. NOS — NO sintase; SOD — superdxido desmutase; GPx —
glutationa peroxidase; PRX — peroxirredoxona; GR — glutationa redutase; Trx — tiorredoxina;
GHS — glutationa reduzida; GSSG — glutationa oxidada (dimero).
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(Fonte Brilhante, 2013).

O processo de deterioracdo ndo pode ser evitado, mas pode ser minimizado. Uma das
maneiras de recuperar o sistema de membranas desestruturado e danificado é a embebicéo lenta
de sementes, técnica conhecida como condicionamento osmotico.

Existem também compostos antioxidantes ndo enzimaticas como o acido ascérbico
(AsA), acido citrico, glutationa, tocoferois, flavondides, alcaldides, carotendides, horménios e
vitaminas, que participam ativamente do controle de ERO nas células (Quadro 1) (APEL;
HIRT, 2004, p.373; SOUTINHO, 2012).
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A acao do acido ascorbico no envelhecimento de sementes

Vitamina C é um dos nomes do &cido 2,3-enediol-L-gul6nico, também conhecido como
acido ascorbico, é um poderoso antioxidante que impossibilita a oxidacdo de varios compostos,
isto €, a perda de elétrons. As moléculas do &cido ascorbico tendem a se oxidar antes que outras
moléculas se oxidem, impedindo e protegendo essas outras moléculas da oxidacao.

Este &cido € um sélido branco ou amarelado, cristalino com ponto de fuséo de 190 a 192
°C, massa molecular 176.13 g/mol, densidade 1.65 g/cm3, acidez (pKa): 4,17 (primeira), 11,6
(segunda) bastante solivel em agua e etanol absoluto, insollvel nos solventes organicos
comuns, como cloroférmio, benzeno e éter, tem sabor acido com gosto semelhante ao suco de
laranja. No estado sélido é relativamente estavel. No entanto, quando em solucéo, € facilmente
oxidado, em reacdo de equilibrio ao &cido L — desidroascorbico (BOBBIO; BOBBIO, 1995,
p.223; SILVA et al. 2005, p.93).

Esse antioxidante pertence ao grupo organico dos acidos carboxilicos chamados de
lactonas que se transformam em ésteres ciclicos. Este pode ser encontrado nas plantas em trés
formas: reduzida a &cido L-ascorbico, &cido mono-desidroascorbico, um intermediario instavel
e 4acido L-desidroascorbico. Este é transformado irreversivelmente para 4acido 2,3
dicetogulénico, que ndo apresenta atividade vitaminica (BOBBIO; BOBBIO, 1995, p.223;
PEREIRA, 2008).

O é&cido ascodrbico se encontra distribuido na natureza em concentragdes elevadas, além
de apresentar 100% de atividade vitaminica. O acido L-desidroascorbico possui de 75 a 80%
de atividade de vitamina C, existindo normalmente um equilibrio entre as duas formas, o teor
de vitamina C total é resultante do somatdrio dos teores de ambos os acidos (TAVARES, 2003).
Pallanca e Sminorff (1999, p.453), citado por Brilhante (2011, p.125), mencionam que um
aumento da atividade antioxidativa provocada pelo acido ascérbico na germinacdo de ervilhas,
promoveu expansao da parede celular.

O écido ascorbico é um dos mais importantes antioxidantes encontrados em vegetais.
Sua concentracdo ¢ alta nas folhas, sendo este reagente contra radicais livres como oxigénio,
superdxido e peroxido de hidrogénio. O tratamento de sementes com antioxidantes como o
acido ascorbico aumenta seu vigor e prolonga o seu armazenamento, devido a remocéo de
“radicais livres”. Estudos com sementes de algodao mostraram que a presenga de antioxidantes
como o acido ascorbico protegeu a semente contra a peroxidacao de lipidios. (TOMMASI et
al., 2002, p. 209; BRILHANTE, 2011, p.125).
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Como agente condicionante, o &cido ascorbico apresenta vantagens por ser solivel em
agua, estando envolvido em diferentes processos celulares, incluindo a divisdo celular e
reestruturacdo de membranas (DE GARA et al., 2003, p.7). A acdo do acido ascorbico na
germinacdo de sementes ja foi observada em diferentes espécies de plantas (TOMMASI et al.,
2011, p.1647; BRILHANTE et al., 2011, p.125). Antes de emissdo da radicula, foi detectada
alta concentragdo de acido ascorbico em ervilha (PALLANCA; SMIRNOFF, 1999, p.453;
DANTAS, 2012, p.22) e em milho (DE GARA et al., 2000, p.7). A aplicacédo de &cido ascorbico
aumentou a porcentagem de germinacdo em sementes de fava, e aumentou também a
capacidade das mudas em sobreviver aos efeitos toxicos ou osmoticos, ao serem expostas a
niveis altos de NaCl ou manitol. (SHALATA; NEUMANN, 2001, p.2207).

O éacido ascérbico € um antioxidante, por estar disponivel para uma oxidacao
energeticamente favoravel. Costuma ser oxidado facilmente pelo ar. Muitos oxidantes
(tipicamente, das espécies de oxigénio reativo) como o radical hidroxil (formado a partir da
agua oxigenada), contém um elétron ndo emparelhado, e, com isso, sdo muito reativos e
prejudicais para as pessoas, plantas, alimentos, etc. em nivel molecular. Isto se deve a sua
interacdo com os acidos nucleicos, proteinas e lipidios. As espécies reativas de oxigénio sdo
reduzidas a agua, enquanto que as formas oxidadas do &cido ascérbico (monodesidroascérbico
e desidroascorbico) sdo relativamente estaveis e ndo reativas (Figura 3) (ARAUJO, 1999,
p.416).

Figura 3- Mecanismo de oxidacdo do L-ascorbato (MDMA = monodeidroascorbato, DHA =
deidroascorbato)
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(Fonte Davey et al., 2000)

A vitamina C, na fase aquosa, atua como um antioxidante sobre os radicais livres mas
néo e capaz de agir nos compartimentos lipofilicos para inibir a peroxidagdo. Porém, estudos in

vitro mostram que essa vitamina na presenca de metais de transicdo, como o ferro, atua como
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uma molécula pro-oxidante e gera os radicais HZO2 e OH. Geralmente, esses metais estdo

disponiveis em quantidades muito limitadas e as propriedades antioxidantes dessa vitamina
predominam in vivo.
Fennema (1993, p.1100), citando diversos autores
Relata que o &cido ascorbico é muito sensivel a diversas formas de degradagdo. Entre
0s numerosos fatores que podem influir nos mecanismos degradativos cabe citar a
temperatura, as concentragoes de sal e aglcar, o pH, o oxigénio, as enzimas, 0s

catalisadores metalicos, a concentracdo inicial do acido e a relacdo acido
ascorbico/acido desidroascorbico.

De modo geral, a estabilidade da vitamina C aumenta com a reducdo da temperatura e
a maior perda se da durante o aquecimento, existem casos de perda durante o congelamento ou
armazenamento a baixas temperaturas. Também ha perdas de vitamina C na lixiviacdo de
alimentos, sendo a perda ainda maior quando a lixiviacdo é feita com aquecimento (BOBBIO;
BOBBIO, 1995, p.223).

A principal causa de degradacdo da vitamina C é a oxidacdo, aerébica ou anaerobica,
ambas levando a formacgdo de furaldeidos, compostos que polimerizam facilmente, com
formac&o de pigmentos escuros. E também destruida pela luz e calor (ARAUJO, 1999, p.416).
A vitamina C oxida-se rapidamente em solucdo aquosa por processos enzimaticos e ndo

enzimaticos, especialmente quando exposta ao ar, calor e a luz. A reacdo é acelerada por ions

metalicos (Cu++e Fe3+), e em meio de baixa umidade a destruicdo é fungdo da atividade de agua.
Na auséncia de catalisadores, o acido ascorbico reage lentamente com o oxigénio.

Uma associacdo entre 0 ambiente salino ou seco e 0s niveis endogenos de antioxidantes
ou enzimas antioxidantes, tem sido registrada em mamona (SANTOS et al., 2007, p.21),
girassol (MENEZES et al., 2015, p23; CARNEIRO et al. 2011, p. 42), gergelim preto e creme
(SILVA et al., 2011, 736). Também foi verificado que o tratamento de sementes de oleaginosas
com &cido ascorbico, melhorou o potencial de germinacdo dessas sementes quando submetidas
ao armazenamento (DOLATABADIAN; MODARRES SANAVY, 2008, p.61).
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3 IDENTIFICACAO DE METODOS DE APLICACAO EXOGENA DO ACIDO
ASCORBICO EM SEMENTES DE GIRASSOL

RESUMO

A cultura do girassol (Helianthus annuus, L) é considerada de grade importancia para a
producdo de 6leo em todo mundo. Dentre os fatores do ambiente que comprometem a producao
desta espécie, encontram-se a salinidade de solos e 0 armazenamento de sementes em ambientes
inadequado. Objetivou-se avaliar métodos de aplicacdo exogena de acidos ascorbicos como
forma de melhoria a condi¢des adversas em sementes de girassol cultivar BRS122. As sementes
foram incubadas com 0, 75 e 150 mg L™ de 4cido ascdrbico em diferentes tempos de exposicio
(4, 8 e 24 h), através de dois diferentes métodos: embebicdo em papel germitest em placa de
Petri e submersdo em solucdo em Erlenmeyer. Apds a aplicacdo dos tratamentos, foi
quantificado, nas sementes, o teor de acido ascorbico e posteriormente comparado com o teor
padrdo ja existente (0 h). O método de aplicacdo exdgena, embebicdo em solucdo de acido
ascorbico, acondicionada em erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, durante 24 horas de

exposicao, foi 0 mais indicado na absorcdo e no aumento do teor de acido ascorbico.

Palavras-chave: Antioxidante. Embebicdo. Concentracdes.
ABSTRACT

The cultivation of sunflower (Helianthus annuus, L) is considered of great importance for the
production of oil throughout the world. Among the environmental factors that compromise the
production of this species are soil salinity and seed storage in inappropriate environments. The
objective of this work was to evaluate methods of exogenous application of ascorbic acids as a
way of improving the adverse conditions in sunflower seeds cultivating BRS122. The seeds
were incubated with 0, 75 and 150 mg L-1 ascorbic acid at different exposure times (4, 8 and
24 h), by two different methods: soaking in germitest paper in Petri dishes and submersion in
solution in Erlenmeyer. After application of the treatments, the ascorbic acid content was
quantified in the seeds and then compared with the existing standard content (0 h). The
exogenous application method, imbibed in ascorbic acid solution, packed in Erlenmeyer flask
at the concentration of 0.85 mM, for 24 hours of exposure, was the most indicated in the
absorption and increase of the endogenous ascorbic acid content.

Keywords: Antioxidant. Soaking. Concentrations.
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INTRODUCAO

O fato das sementes de girassol apresentarem um alto grau de versatilidade resulta de
um gradativo aumento por melhorias nessa cultura, ndo estando apenas relacionada com a
utilizacdo de novas variedades e um manejo adequado da cultura, mas também relacionada com
a qualidade das sementes. Nesse contexto, é essencial que os produtores disponham de sementes
de alta qualidade para o adequado estabelecimento de plantios comerciais, possibilitando um
rapido e adequado desenvolvimento das plantas, condi¢des imprescindiveis para a obtencéo de
lavouras com elevadas produtividades.

Ao passar do tempo, as sementes ficam cada vez mais expostas a mudancas
degenerativas que tendem a diminuir sua qualidade, seja devido a mudangas fisicas,
bioguimicas ou fisioldgicas. As sementes deterioram-se facilmente quando passam por periodos
prolongados de armazenamento, principalmente se as condi¢cdes forem estabelecidas neste
periodo (BRILHANTE, 2011)

A temperatura e umidade elevada durante o armazenamento das sementes contribuem
para a sua deterioracdo, por promoverem alteraces degenerativas como a desestabilizacdo nas
atividades de enzimas e a desestruturacdo e perda de integridade do sistema de membranas
celulares, causada, principalmente, pela peroxidacdo de lipidios devido ao aumento das
espécies reativas do oxigénio (EROs) (DEL RIO et al. 1998, p.330; VIEIRA et al. 1994 p.31)).

Os danos causados pelas EROs podem ser evitados nos organismos, incluindo as
sementes. Estas, em geral, possuem varios mecanismos de defesa, isto €, componentes de
neutralizacdo das acdes dos radicais livres, chamados de antioxidantes (RENZ, 2003).

O pré-tratamento com antioxidantes ndo enzimaticos, aumenta o vigor e com isso 0
potencial de armazenamento de sementes de varias espécies sob condicBes adversas de
temperatura e umidade (MAITY et al., 2000, p.155). O tratamento prévio com &cido ascorbico,
um antioxidante, serve para aumentar o vigor e prolongar o tempo Util de armazenamento de
sementes, devido a remocgédo das EROs (SMIRNOFF E WHEELER 2000, p.291).

O acido ascorbico atua como um antioxidante, por estar disponivel para uma oxidagao
energeticamente favoravel. Como ele é facilmente oxidado pelo ar, apresenta oxidacdo em
sementes e outras partes vegetais, preservando a sua qualidade. Muitos oxidantes como o
radical hidroxil, conttm um elétron ndo emparelhado, e, com isso, sdo muito reativos e
prejudicais para as plantas, em nivel molecular. Isso se deve a sua interacdo com 0s acidos
nucléicos, proteinas e lipidios (ARAUJO,1999, p.416). Arrigoni e Detullio (2004, p.302)
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mostraram que a aplicacdo exdgena de &cido ascérbico, aumenta os niveis enddgenos de
antioxidantes devido a absorgéo por diferentes tipos de plantas.

A aplicacdo de &cido salicilico, um outro antioxidante, em plantas de gergelim,
promoveu reducdo dos efeitos provocados pelo estresse hidrico (CARNEIRO et al., 2015). O
acido salicilico também promoveu melhorias em mamona (LIU et al., 2011, p.131) e em
girassol (CAG et al., 2009, p.2297). A aplicagdo de acido ascérbico de 300 Mm foi capaz de
diminuir os efeitos nocivos do estresse salino na fotossintese, contetdo mineral, pigmento
fotossintético e integridade de membrana em plantas de girassol e milho (HAMADA,; AL-
HAKIMI, 2009, p.335). A presenca de acido ascorbico exdgeno em sementes de algodédo
protegeu contra a peroxidacao de lipidios e as EROs (McDONALD, 1999, p. 177).

A aplicacdo de &cido ascorbico aumentou a tolerancia de plantas ao manganés pelo
aumento do conteudo de clorofila, das taxas fotossintética e transpiratoria, maior atividade das
enzimas do sistema antioxidante e maiores niveis de prolina. Com isso, houve menor geracao
de H202, menor peroxidagdo lipidica e maior crescimento (PARASHAR et al., 2014, p. 551).

Apesar da grande eficiéncia, demonstrada com a aplicacdo de &cido ascorbico exdgeno,
na defesa antioxidativa de varias espécies vegetais, ainda ndo se tem na literatura, uma
metodologia definida para aplicacdo de acido ascorbico em sementes de girassol. Portanto, o
objetivo principal desse trabalho foi desenvolver uma metodologia de aplicacdo exdgena de
acido ascorbico em sementes de girassol, cultivar BRS122.

MATERIAL E METODO

Foi utilizado como material vegetal, sementes de girassol, cultivar BRS122, obtidas do
laboratério de sementes da Universidade Federal do Ceara, as quais foram selecionadas
conforme critérios de tamanho, aparéncia e sanidade (FIGURA 3). A desinfeccdo das sementes
foi feita por imerséo em solucédo de etanol a 70% (v/v), com agitacdo por 30 segundos, seguida
de trés lavagens rapidas com agua destilada esterilizada. Em seguida, as sementes foram
imersas em solugdo de hipoclorito de sédio a 0,2% (v/v) por 10 min, e depois lavadas
posteriormente trés vezes em agua destilada estéril.

Com o intuito de verificar qual a melhor forma de aplicacdo exdgena de &cido ascorbico
nas sementes de girassol, foi elaborada a seguinte estratégia experimental. As sementes foram
incubadas nas concentracdes de 0, 75 e 150 mg L™ de 4cido ascorbico, em diferentes tempos
de exposicdo (4, 8 e 24 h) em dois diferentes métodos de aplicacdo: embebicdo em papel
germitest acondicionados em placa de Petri e submersas em solucéo no erlenmeyer em BOD:s.

A testemunha utilizada foi a germinagdo na concentracao 0 e no tempo 0 de exposic¢ao de acido
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ascorbico. Em ambas as condicdes, 0s recipientes tiveram que ser envoltos em papel aluminio
para a ndo degradacdo do &cido ascdrbico com o contato da luz.

Ap0s a aplicacdo dos tratamentos citados, foi quantificado em cada um deles, o teor de
acido ascoérbico enddgeno, conforme protocolo descrito por Tillman (vitamina C total)
(STROHECKER; HENNING,1967, p. 428). Depois foi feito a comparagdo com o teor padrdo
de &cido ascérbico enddgeno ja existente nas sementes controle (0 h), para avaliar qual foi o
tratamento mais eficaz no aumento da concentracao endégena do acido ascérbico nas plantulas
de girassol (Figura 4).

Figura 4 — Esquema experimental identificando a metodologia de aplicacdo exdgena de &cido
ascorbico em sementes de girassol, cultivar BRS122.

q SELECAO;
BANCO  DE SEMENTES ;

TRATAMENTOS

Diferentez concentracoes Diferentes tempos de Formas de aplicacio do
de acido ascorbico: exposicio ao dcido acido ascirbico: (em papel
0,75 e 150 mg L azcirhico germiteste acondicionada
(TEMPO = 4, 8, 24H) em  placas  de  petd;
submersas em solucio de

stlemayer

Determinacdo do teor de dcido ascorbico nas sementes pelo método de Tilman
(vitamina C total) (STROHECKER; HENNING, 1967)

(Fonte Nascimento, 2016).

Os dados foram analisados em esquema fatorial (3x3x2), testando quatro tempos de
exposicao, trés concentracdes e duas formas de aplicagdo, com trés repeti¢bes cada. Os dados
foram analisados estatisticamente, através da analise de variancia pela significancia de teste F

e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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RESULTADOS E DISCUSSAO

A anélise de variancia mostrou-se significativo a 1% de probabilidade em todos 0s

fatores e interacdes analisados (Tabela 1).

Tabela 1- Analise de variancia, do fatorial (3x3x2). Com interacfes duplas e tripla.
Andlise de variancia (ANOVA)

FV GL SQ QM F
Fator 1 (F1) 1 6636.99 6636.99 242.2883 **
Fator 2 (F2) 2 2795,16 1397.58 51,019**
Fator 3 (F3) 2 4816,46 2408.23 87.9142 **
Int. F1 x F2 4 10317,13 5158.56 188.3172 **
Int. F1 x F3 4 1236,21 618.10 22.5645 **
Int. F2 X F3 4 694,47 173.86 6.3472 **

Int. F1x F2x F3 4 846,38 211.59 7.7245 **
Tratamentos 17 27343,83 1608.46 58.7180 **
Residuo 36 986,14 27.39
Total 53 28329,97

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01
=< p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

No tratamento controle, a quantidade de acido ascorbico obtida foi de 10,669 mg/100g
demonstrando que, em comparagdo com os demais, a aplicacéo de acido ascorbico foi eficiente
em todos os tratamentos analisados. Contudo, o tratamento que promoveu maiores
quantificacbes de acido ascorbico enddgeno em sementes de girassol, foi o que expos as
sementes a embebicdo em erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, durante 24 horas, ndo
diferindo estatisticamente do tratamento com sementes expostas a embebicdo em erlenmeyer,
na concentracao de 0,85 mM, durante 8 horas (Tabela 2).

Observou-se que o aumento da concentracdo enddgena de acido ascorbico foi
diretamente proporcional ao tempo de exposi¢do das sementes aos tratamentos citados, em
ambos os tipos de exposicoes, sendo consideravelmente visivel o método de aplicagdo, onde a
submersdo das sementes na solucdo em erlenmeyer foi superior a embebicdo em papel

germintest acondicionadas em placa de petri (Tabela 2).
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Tabela 2 — Concentracdo de acido ascérbico (mg.-100g) em sementes de girassol apds, BRS122, apds tratadas
com é&cido ascérbico exdgeno, em tempo de exposicao, recipientes e concentracdes diferentes.

Formas de aplicacdo exdgena de &cido ascorbico

Embebicao em papel germitest

Tempo A Submers&o em
acondicionados em placa de
(h) . Erlenmeyer
Petri
OmM 0,42mM 0,85mM  OmM 0,42mM 0,85mM

4 10,66 Ad 20,11 cA 25,50 bcB 11,67 dA 29,90 cAB 36,33 bA
8 9,31dB 26,72 bcA 29,30 abC 14,15cdB 48,46 bB 75,14 aA

24 8,28 dB 21,56 cA 40,12 aC 12,27 dAB 61,72aB 87,06 aA

*Médias seguidas da mesma letra, minUscula na coluna e maiusculas na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Essa anélise indica que a aplicacdo exdgena de acido ascorbico em sementes de girassol
é promissora, no aumento de sua concentracdo interna, e tem como intuido a obtencao de um
protocolo eficiente para estudos com envigoramento de sementes. Além do mais, o &cido
ascorbico apresenta vantagens por ser solivel em agua, estando envolvido em diferentes
processos celulares, incluindo a divisdo celular e reestruturacdo das membranas (DEGARA,
2003, p.83). El-Saidy (2011, p.977), constataram a eficacia da aplicacdo exdgena de acido
ascorbico em sementes de girassol, 0 que promove melhorias na porcentagem de germinacéao e
reducdo do tempo médio de emergéncia.

Apds 24 horas de exposicdo das sementes, embebidas em solucdo de &cido ascorbico
submersas em Erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, o contetdo enddgeno de acido
ascorbico foi cerca de sete vezes superior, em compara¢do com a concentracdo de 0 mM durante
0 mesmo tempo de exposicdo e 0 mesmo método de aplicacdo (Tabela 1). El-Saidy (2011,
p.977)

Com o uso de &cido ascérbico no condicionamento de sementes de girassol, cultivares
Sakha 53 e Giza 102, as solucGes testadas aumentou a germinacdo das sementes,
inicialmente com medias de 64 e 82% para 95 e 96%, quando acondicionadas durante
12 horas de exposi¢do, o que comprova a eficacia da aplicacdo exdgena de &cido
ascorbico em sementes de girassol.

A absorcdo exdgena de uma solucdo de acido ascorbico por uma semente difere
conforme a forma de aplicagdo (SHALATA, NEUMAN, 2001, p.2207). Quando comparamos
os dois metodos de aplicacdo, em cada um dos tempos de exposicdo analisados, observamos
que existem diferencas em quase todos os tempos de exposicao, exceto quando comparamos, 4

e 8 horas de exposicao, na embebicdo em papel germitest. (Tabela 3).
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Tabela 3 - Comparacdo entre tempos de exposicdo e formas de aplicacdo exdgena de acido ascérbico em sementes
de girassol, cultivar BRS122.

Tempo de exposi¢ao Formas de aplicacdo exdgena de acido ascorbico

aos tratamentos COM = Empehicao em papel
acido ascorbico (M) germitest acondicionados ~ Submerso em Erlenmeyer
em placa de Petri

4 16,62bB 39,49bA
8 17,11bB 27,23cA
24 27,72aB 61,25aA

*Médias seguidas da mesma letra, minuscula na coluna e mailscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Este trabalho evidencia que existe diferenca significativa entre os dois métodos de
aplicacdo exogena de acido ascérbico em 24 horas de embebi¢do. Demonstrando que, em
sementes de girassol cultivar RBS 122, a absor¢do da solucdo de acido ascorbico em papel

germintest é inferior a embebicdo em solucdo acondicionada em erlenmeyer.

CONCLUSAO

O método de aplicacdo exdgena embebicdo em solucdo de &cido ascorbico,
acondicionada em erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, durante 24 horas de exposicao, €
eficiente na absorcdo e no aumento do teor enddgeno de &cido ascorbico em sementes de

girassol, cultivar RBS 122.
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4 EFEITO DO PRE E DO POS-CONDICIONAMENTO OSMOTICO COM ACIDO

ASCORBICO NA QUALIDADE FISIOLOGICA DE SEMENTES DE GIRASSOL,
CULTIVAR BRS 122, ENVELHECIDAS ARTIFICIALMENTE

RESUMO

A cultura do girassol (Helianthus annuus, L) é considerada de grade importancia para a
producdo de 6leo em todo mundo. Dentre os fatores do ambiente que comprometem a producéo
desta espécie, encontram-se a salinidade de solos e 0 armazenamento de sementes em ambientes
inadequado. O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito da aplicacdo exdgena de acido
ascorbico na reducdo dos danos ocasionados pelo envelhecimento acelerado e pela salinidade
de solos, utilizando sementes de girassol cultivar BRS122. Ja tendo definido a metodologia de
aplicacdo exogena, analisou-se o efeito do pré- e pos-tratamentos com acido ascérbico na
atenuacdo dos efeitos danosos provocados pelo envelhecimento acelerado, juntamente com
embebicdes em cloreto de sddio e cloreto de sddio com &cido ascorbico. As sementes foram
submetidas aos seguintes tratamentos: sementes ndo envelhecidas e ndo tratadas com acido
ascorbico (controle); sementes envelhecidas (por 48 h, a 42 °C e 100% U.R.); sementes antes
do envelhecimento submetidas ao tratamento com &cido ascorbico; e sementes envelhecidas e
submetidas ao tratamento com acido ascérbico. Seguiu-se da embebi¢do em H.0O, NaCl (-0,8
Mpa) e 1:1 de NaCl (-0,8 Mpa )+ 150 mg L de acido ascorbico. Foram analisados parametros
de germinacdo, de crescimento e bioquimicos. O P6s-condicionamento com solucao de acido
ascorbico em sementes envelhecidas, auxilia as variaveis germinativas e de crescimento de
plantulas de girassol, cultivar BRS122. O pos-condicionamento também é eficiente em
promover uma melhora no conteudo interno, dando destaque para os teores de carboidratos e

lipidios totais.

Palavras-chave: antioxidante. envelhecimento. Salinidade



51

ABSTRACT

The cultivation of sunflower (Helianthus annuus, L) is considered of great importance for the
production of oil throughout the world. Among the environmental factors that compromise the
production of this species are soil salinity and seed storage in inappropriate environments. The
objective of this work was to evaluate the effect of the exogenous application of ascorbic acid
in the reduction of the damages caused by the accelerated aging and the salinity of soils, using
sunflower seeds cultivar BRS122. Once the exogenous application methodology was defined,
the effect of pre- and post-treatments with ascorbic acid on the attenuation of the harmful effects
caused by accelerated aging, together with imbibition in sodium chloride and sodium chloride
with ascorbic acid, was analyzed. The seeds were submitted to the following treatments: seeds
not aged and not treated with ascorbic acid (control); Aged seeds (for 48 h at 42 ° C and 100%
U.R.); Pre-aging seeds subjected to ascorbic acid treatment; And seeds aged and treated with
ascorbic acid. This was followed by soaking in H2 O, NaCl (-0.8 Mpa) and 1: 1 NaCl (-0.8
Mpa) + 150 mg L-1 ascorbic acid. Germination, growth and biochemical parameters were
analyzed. The post-conditioning with ascorbic acid solution in aged seeds, helps the
germinative and growth variables of sunflower seedlings, cultivar BRS122. Post-conditioning
iIs also efficient in promoting an improvement in the internal content, emphasizing the contents

of carbohydrates and total lipids.

Key words: antioxidant. aging. salinity
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INTRODUCAO

Sementes de boa qualidade devem apresentar uma serie de atributos que a qualifiquem,
no momento do processo germinativo, como excelentes mantenedoras dos constituintes
necessarios ao bom crescimento e desenvolvimento vegetal. Esses caracteres genéticos, fisicos,
fisioldgicos e sanitarios, sdo os grandes pontos que qualificam o potencial germinativo de uma
semente. Uma elevada qualidade de sementes ira refletir diretamente nos resultados finais da
cultura, em termos de auséncias de moléstias, alto vigor, mais produtividade e uniformidade da
populacdo no campo, além do estande inicial.

Sementes com baixa qualidade fisioldgica podem ter uma série de limitagdes que levem
a sua rapida degeneracdo. A literatura cita que os eventos mais atingidos, devido a baixa
qualidade fisioldgica, sdo a degradacdo de membranas celulares, a reducdo das atividades
respiratorias e biossintese (BINOTTI et al., 2008, p.247).

As membranas vegetais consistem em uma bicamada lipidica, entremeada com
proteinas e esterdis. As temperaturas elevadas, provocadas pelo envelhecimento acelerado, por
exemplo, causam um aumento na fluidez de lipidios de membrana e um decréscimo na forca de
ligacGes de hidrogénio e interacdo eletroestatica entre grupos polares de proteinas (TAIZ;
ZEIGER, 2013, p.954). No caso da respiracdo, este € um processo influenciado pela atividade
de um grupo de enzimas que agem como catalisadoras da decomposicdo de substancias de
reserva. A medida que as sementes deterioram, a respiracdo se torna gradativamente menos
intensa e tem como consequéncia final o colapso metabdlico da semente (MARCQOS FILHO,
2005, p.495).

Nas sementes envelhecidas, apds exposicdo a condi¢bes desfavoraveis de ambiente, a
germinacdo pode ndo ser muito afetada, mas o vigor é reduzido significativamente (ABU-
SHAKRA,; CHING, 1967, p.115).

Em se tratando de sementes de girassol, o fato da semente ser constituida de 48 a 57%
de oleo, isto torna-se um dos principais fatores que auxiliam na perda de viabilidade dessas
sementes, pois a velocidade de deterioracdo das sementes é diretamente proporcional ao
percentual de éleos existentes na mesma (FAGUNDES, 2009).

A tecnologia de sementes vem aprimorando, através de procedimentos avaliativos da
qualidade das sementes, com o objetivo de obter resultados que expressem o desempenho
potencial de um lote de sementes, com destaque para os testes de vigor (VIEIRA et al., 1994,
p.31). Os testes de vigor devem detectar diferencgas no potencial fisioldgico de lotes de sementes

com germinacdo semelhante, e compativel com as exigéncias minimas para a comercializag&o.
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Sendo tais testes primordiais para a identificacdo de diferencas importantes na qualidade
fisiologica de lotes de sementes (MARCOS FILHO, 2005, p.495).

Até o momento, ndo existe um teste universalmente aceito para avaliar o vigor de
sementes de uma determinada espécie ou de um conjunto de espécies, procurando atingir
objetivos pré-determinados. Dentre os testes disponiveis, um dos mais conceituados para se
avaliar a germinacdo e o crescimento sob condi¢des desfavoraveis € o teste de envelhecimento
acelerado. Este avalia o grau de tolerancia das sementes a temperatura (41°C — 45°C) e umidade
relativa elevadas, que contribuem para acelerar o processo de deterioracdo. Assim, o principio
do teste estabelece que as amostras de sementes mais vigorosas apresentam germinacgéo
superior apds esse envelhecimento artificial.

A determinacdo do grau de umidade das amostras apds o periodo de envelhecimento e
a verificagdo da amplitude de sua variagdo ¢ uma das “etapas-chave” do procedimento. Essa
informacdo pode ser utilizada de duas maneiras: em primeiro lugar, o grau de umidade final é
conhecido para mais de 40 espécies; assim, a comparacdo dos valores alcancados com os ja
estabelecidos € uma delas. A outra, é considerar que a variacdo entre o grau de umidade das
amostras, ao final do envelhecimento, nao deve superar 2,0 a 3,0 pontos percentuais. Portanto,
se uma dessas condi¢cdes for satisfeita, os resultados do teste sdo consistentes e ndo ha
necessidade de repeti-lo (MARCOS FILHO, 2005, p. 495).

Assim, salvo engano, o teste de envelhecimento acelerado é o Unico disponivel em que
ha disponibilidade de utilizar um parametro indicativo da adequacdo dos procedimentos
adotados. Essa situacdo caracteriza um grau avancado de padronizacdo e abre caminho para
uma possivel inclusdo como item componente de padrdes para a comercializacdo (MARCOS
FILHO, 2005, p.495).

Alternativas vem sendo aplicadas para melhorar o desempenho de lotes de sementes
com baixa qualidade fisioldgica. Tais métodos partem dos principios das estratégias naturais
gue as sementes usam para reverter ou minimizar os danos provocados pela deterioracao, dentre
esses temos 0s mecanismos enzimaticos e também os ndo enzimaticos, este ultimo utiliza de
componentes com potencial antioxidante, como por exemplo o &cido ascorbico (POWELL et
al., 2000, p.2031).

Objetivou-se neste trabalho analisar os antioxidantes ndo enzimaticos na atenuagéo da
melhoria da qualidade fisiologica das sementes de girassol, aumentando o vigor e a viabilidade

das sementes, principalmente pela remogéo eficiente das EROs.
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METODOLOGIA
Metodologia de aplicacdo exdgena do &cido ascorbico

Tendo ja definido a metodologia de aplicacdo exdgena de acido ascérbico no capitulo
anterior (ADAMO, 1984, p.15). Seguiu-se analisado o efeito do pré e pds-tratamento com acido
ascorbico na atenuagdo dos efeitos danosos do envelhecimento acelerado e de embebicdes em
diferentes tipos de solugbes. As sementes selecionadas e desinfetadas, como descrito
anteriormente, foram distribuidas em caixas gerbox devidamente colocadas em camara de
envelhecimento artificial BOD conforme as Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009)
para promover o envelhecimento das mesmas por 48 h, a 41 °C e 100% U.R.

Os tratamentos testados foram: sementes ndo envelhecidas e ndo tratadas com éacido
ascorbico (controle); sementes apenas envelhecidas; sementes, antes do envelhecimento,
submetidas a um pré-condiconamento osmético com acido ascorbico, conforme metodologia
de aplicacdo definida na primeira parte do trabalho; e sementes submetidas a um pds-
condiconamento onde as sementes foram envelhecidas e depois tratadas com &cido ascérbico.

Posteriormente, seguiu-se a germinacao das sementes, nos tratamentos citados acima,
em papel germitest contendo: H2.O; NaCl (-0,8 Mpa); e 1:1 de acido ascorbico (0,85mM) +
NaCl (-0,8 Mpa). Dando um total de 12 tratamentos.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢fes de 50
sementes. Os dados foram analisados estatisticamente, seguindo um esquema fatorial 4x3, com
0s quatro tratamentos e 3 as embebicGes citadas, seguiu-se a comparacdo das médias pelo teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

Variaveis analisadas:
Determinacédo da umidade das sementes

A umidade das sementes foi determinada conforme as Regras de Analise de Sementes
(BRASIL, 2009).

Teste de germinacao e indice de velocidade de germinagéo

Com seis repeticdes de 50 sementes por tratamento, semeadas em rolo papel germitest,
umedecido com agua 2,5 vezes a massa do substrato seco e colocadas para germinar a 25 °C
As avaliagdes sendo realizadas no 4° e 10° dia ap0s a semeadura e 0s resultados expressos em

porcentagem de germinagdo com base no nimero de plantulas normais conforme as Regras de
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Anélise de Sementes (BRASIL, 2009). O nimero de sementes duras e plantulas anormais ou

inviaveis também foram contabilizados.

indice de velocidade de germinag&o

Para o indice de velocidade de germinacdo, foram feitas contagens diarias das plantulas
normais durante 10 dias, e o indice calculado conforme férmula proposta por Maguare (1962,
p.176).

Tempo médio de germinacéo
Através de contagens diarias conforme formula proposta por Labouriau (1983, p.174):
TMG = ) (ni ti) D ni, em que:
TMG = tempo médio de germinacéo (dias)
ni = nUmero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem;
ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacéo e a i-ésima contagem;
Comprimento de plantulas

No final do teste de germinacdo, as plantulas normais de cada repeti¢do foram medidas
com o auxilio de réguas graduadas em centimetros, sendo os resultados expressos em

centimetros por plantula.
Massa fresca e seca de plantulas

Para a massa fresca, apés a aplicacdo dos tratamentos foi realizado a pesagem do
material em balanca analitica. Para a massa seca, 0 material vegetal foi congelado em freezer
80 °C para a posterior liofilizacdo e depois pesadas em balan¢a analitica (BARBOSA, 2002,
p.73).

Acucares solaveis

Para a determinacgdo dos teores de acUcares soluveis, foi utilizado o po liofilizado de
cada tratamento. Sendo feitas duas extracdes com 50 mg do p6 e 5 mL de etanol a 80% em
banho-maria a 70 °C por 30 minutos. Em seguida, o material foi centrifugado por 10 minutos a

3.000 g e separado o sobrenadante. O precipitado foi entdo, armazenado para as analises de
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amido. A dosagem foi realizada espectrofotometricamente pelo método fenol-acido sulfurico,
descrito por Dubois et al. (1956). Com o precipitado armazenado, foi feito duas novas
centrifugacgdes por 10 min a 3.000 g, agora com acido perclorico 30%, apds 0 mesmo ter sido

deixado sob agitacdo constante por 20 min, descrito por Hodge e Holfreiter (1962, p.308).
Aminoacidos livres

O sobrenadante obtido da extragdo etandlica para a determinacdo de agucares sollveis
foi utilizado para a determinacdo de concentracdo de aminoacidos livres (AAL), segundo
método descrito por Peoples et al. (1989), com algumas modificacdes feitas por Brilhante
(2011, p.125). Aliquotas de 0,1 ml do extrato foram colocados em tubos de ensaio e acrescidas
de 0,4 mL de agua desionizada. Em seguida, foram adicionados 0,25 mL de uma solucgéo
tamponada, pH 5,0 contendo 0,2 mol L de citrato e 0,25 mL do reagente de ninhidrina (KCN
0,1 mmol Lt e ninhidrina 5% em methoxy etanol). Apds misturar bem em vortex os tubos foram
hermeticamente fechados e colocados em banho-maria fervente, onde permanecerdo pelo
tempo de 15 min. Posteriormente, a reacdo foi interrompida em banho de gelo, momento em
que adicionou-se 1,5 mL de uma solucdo de etanol 50% (v/v). Depois que, os tubos
permanecerem por 20 minutos em temperatura ambiente foram feitas leituras em
espectrofotémetro, a 570 nm, sendo os teores de aminoacidos livres, determinados com base
em uma curva padrao ajustada a partir de concentragdes crescentes de uma mistura padronizada

de 4cido citrico.
Prolina livre

Em uma aliquota de 0,5 mL do extrato, convenientemente diluido, foram adicionados
0,5 mL do reagente da ninhidrina &cida (1,25 g de ninhidrina, dissolvida em 30 mL de acido
acético glacial e 20 mL de acido fosférico a 6 M) e 0,5 mL de acido acético glacial. Os tubos de

ensaio foram hermeticamente fechados e, ap6s homogeneizagdo da mistura de reacdo, deixados

em banho-maria a 100°C por 1 h. A reacéo foi interrompida colocando-se os tubos de ensaio
em banho de gelo. Apds o resfriamento, adicionou-se 1,0 mL de tolueno ao meio de reacéo.
Apobs agitacdo vigorosa da solugdo, a fase superior menos densa (cromoforo + tolueno) foi
aspirada com o auxilio de uma pipeta Pasteur e submetida a leitura de absorbancia em 520
nm, sendo o tolueno utilizado como branco (BATES, et al. 1973, p.205). A concentracdo de
prolina foi estimada com base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentragdes

crescentes de prolina.
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Proteinas solUveis

Amostras de 50 mg de material liofilizado foram incubadas com 1,3 mL de uma solugéo
tampéo (Tris-HCL 0,1 M com CaCl, 2,6 mM e PVP 1% a pH 7,4) e submetidas a extracdo em
agitador horizontal durante 2 horas. Em seguida, foram centrifugados a 15.000 g por 15 min, a
4 °C. Logo apos, coletou-se 0s sobrenadantes para com este determinar, as concentracdes de
proteinas soltveis (BRADFORD, 1976, p.1105). Inicialmente coletou-se Aliquotas de 0,1 mL
do extrato e de 2,5 mL do reagente de Bradford. Apds 15 min em temperatura ambiente, foram
feitas leituras em espectrofotémetro, a 595 nm. A concentracdo de proteinas soltveis foi
calculada com base em uma curva padrdo ajustada a partir de concentragdo crescente de
albumina sérica bovina (BSA) (SIGMA).

Atividade da protease

A extracado realizou-se com amostras de 100 mg de material liofilizado e a adicdo de 2
mL de tampéo fosfato 0,02 M com 10 mM de mercaptoetanol pH 7,6 com maceragdo em
almoforiz devidamente resfriado durante 4 minutos. Aliquota de 1 mL do extrato enzimético
foi adicionado a 500 pL de azoalbumina 1% em tampao fosfato 0,1 M pH 6,0 e colocados para
centrifugacdo a 4°C a 12 g por 5 min. Posteriormente, serdo adicionados ao meio de reacdo 500
pL de TCA 10% e feita nova centrifugacdo a 10.000 g por 10 min. Em seguida, a 1,5 mL do
sobrenadante serdo adicionados 500 pL de NaOH 2 M. Sendo, em seguida, feito leitura em
espectrofotometro a 440 nm. Uma unidade de atividade da protease foi definida como a
guantidade de enzima necessaria para aumentar 0,1 unidades de absorbancia a 440 nm por cm’
3 de extrato por h'* (1 UA=0,01 Absorbancia). (AINOUZ E FREITAS, 1991, p.133)

Peroxidacdo de lipidios

Amostras de 50 mg de material liofilizado foram homogeneizados com 1,5 ml de &cido
tricloroacético (TCA) 1% (m/v). A suspensdo foi centrifugada a 10.000 g por 15 min e o
sobrenadante utilizado para os ensaios. A mistura contendo 500 pL do extrato mais 2 mL do
reagente composto de &cido tiobarbitarico (TBA) a 0,5% (m/v), dissolvidos em TCA a 20%
(m/v), foi incubada em banho-maria fervente por 1 hora. As leituras foram ent&o, realizadas nas
absorbancias de 532 e 660 nm, em que 532 nm representam a maxima absorcao do complexo
MDA-TBA, e 600 nm a absorcao de turbidez ndo especifica. A segunda leitura foi subtraida da

primeira para obtencdo da leitura especifica e a peroxidacdo de lipidios calculada atraves do
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coeficiente de extingdo molar de 155 mM™ cm™ e expressa em nmol MDA-TBA g de MS.
(HEATH E PACHER, 1968, p.189).

Lipidios totais

Utilizou-se tubos de ensaio com massas aferidas, adicionando-se 50 mg do material
liofilizado e 5 ml da mistura extratora, formada por cloroférmio (99,80%) e metanol (99,80%),
na proporgdo de 2:1. Os tubos foram fechados e mantidos sob agitacdo constante, sobre mesa
agitadora com movimentos orbitais a 45 rpm por 60 minutos seguida de centrifugacdo a 3.000
g por 30 minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante com os lipideos dissolvidos foi
entdo descartado. A extracao repetiu-se mais duas vezes, partindo do precipitado remanescente,
sob as condicdes ja descritas, com tempo de agitacdo de 30 minutos. O precipitado sem a
presenca de lipideos foi mantido em estufa a 60 °C por 72 h para completa volatilizacdo da
mistura extratora, com pesagem a cada 24 horas até atingir massa constante. O teor de lipideos
totais foi determinado por gravimetria, em duas extrac6es independentes (BLIGH; DYER,1959,
p.911).

Fosfatase acida

O material liofilizado foi macerado em almofariz em banho de gelo, utilizando tampéo
acetato de potéssio 0,1M Ph 0,5, na proporcdo de 1:10 (p-v). Posteriormente, o material foi
centrifugado a 10.000g por 15 mim, a 4°C. O sobrenadante foi utilizado para determinacédo da
atividade de fosfatase acida. Para tanto, 50uL do extrato foi adicionado a uma mistura contendo
100uL do substrato p-nitrofenil fosfato 0,018M e 800uL do tampdo acetato de potassio 0,1M,
pH 5,0. Os tubos foram incubados a 30°C por 5 minutos. Posteriormente adicionou-se 1,0mL
de hidréxido de sodio 0,5M e procedeu-se a leitura em espectrofotdmetro a 400nm, apos o
branco (1,0MI da solucdo tampao e 2mL de agua destilada). Os resultados foram expressos em
unidades de absorbancia a 400 nm min mg? de sementes (MAIA, 2000, p.259). Todas as

analises foram feitas em duplicatas.

Enzimas de protecédo contra danos oxidativos:
Atividade da dismutase do superoxido

A atividade total da superdxido dismutase (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi determinada pela
medicdo da sua habilidade de redugdo fotoquimica do cloreto de tetrazolium nitroblue (NBT),

conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977, p.309). A mistura de reagdo (1,5 mL)
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contendo, tampé&o fosfato de potassio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 1 uM, metionina a 13 mM,
NBT a 75 puM, riboflavina a 2 uM e 50 pl do extrato convenientemente diluido com tampéo de
extracdo. A riboflavina foi adicionada por ultimo e os tubos agitados e deixados sob luz
fluorescente de 20 W. A reacdo foi conduzida por 15 min, posteriormente os tubos foram
mantidos em local escuro para evitar a entrada de luz. A absorbancia da mistura de reacéo foi
lida a 560 nm. Uma unidade de atividade (U) da SOD foi definida como a quantidade de enzima

necessaria para inibir 50% na taxa de fotorreducédo do NBT.

Atividade da catalase

A catalase (CAT, E.C. 1.11.1.6) teve sua atividade total medida de acordo com o método
de Beers Jr. e Sizer (1952, p. 133), com algumas modificacfes. A mistura de reacdo (1,5 mL)
consistiu de fosfato de potéssio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, H202 a 20 mM e 150 uL
do extrato. A reacdo foi iniciada pela adicdo do extrato por meio de reacdo. A redugdo na
concentracdo de H2O- foi monitorada por leituras em absorbancia de 240 nm, por 5 minutos, e
quantificada por seu coeficiente de extingdo molar (36 Mt cm™). Um controle com o meio de
reacdo e o tampdo de extracdo foi usado para correcdo da decomposicdo ndo enzimatica do

substrato.
Atividade da peroxidase do ascorbato

Para determinacao da atividade total da peroxidadese do ascorbato (APX, E.C. 1.11.1.1)
foi utilizada a metodologia descrita por Nakano e Asada (1981). A mistura de reacdo (1,5 mL)
foi composta de fosfato de potéssio a 50 mM (pH 6,0), EDTA a 0,1 uM, ascorbato a 0,5 mM,
H2>02a 1 mM e 100 uL do extrato convenientemente diluido com tampéo de extracdo. A reacdo
foi iniciada pela adicdo de H>O, e a oxidacdo do ascorbato foi medida pela leitura em
absorbancia de 290 nm por 1 min. ap6s. A atividade enzimatica foi quantificada usando o
coeficiente de extingdo molar do ascorbato (2,8 mM™ cm™), levando-se em consideragéo que
dois moles de ascorbato sdo necessarios para redugdo de 1 mol de H>O> (MCKERSIE;
LESHEM, 1994, p.256).

Atividade da peroxidase do guaiacol

A atividade peroxidase do guaiacol (GOPX, E.C. 1.11.1.7) foi determinada conforme
descrito por Urbanek et al. (1991). Em uma mistura de reagdo (2 mL) contendo fosfato de

potassio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, guaiacol a 5 mM, H202 a 15 mM e 10 uL. A
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reacéo iniciou-se pela adi¢do do extrato ao meio de reacdo e o aumento na absorbancia medida
a 470 nm por 1 min. Determinou-se a atividade enzimatica pela quantidade de tetraguaiacol
formado, usando seu coeficiente de extincdo molar (26,6 mM-1 cm-1), levando em
consideracdo que 4 moles de H202 séo necessarios para a reducédo de 1 mol de tetraguaiacol
(PLEWA et.al., 1991, p.57).

Para a estimativa da atividade das enzimas antioxidantes cada extrato foi dosado em
duplicata (repeticdo). A SOD expressa em UA g-1 MS, enquanto as atividades das CAT, APX
e GOPX expressas em umol g-1 MS.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes de girassol submetidas ao pré e pos-tratamento com &cido ascérbico,
tiveram teor inicial de umidade de 8,02 e 8,99%, enquanto que a testemunha e as sementes que
foram apenas envelhecidas, tiveram teor de 5,41 e 8,71%, respectivamente. Considerando-se
que o teor de &gua das sementes é, acima de tudo, funcdo da umidade relativa do ar
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000, p.588), esse aumento das sementes, que passaram pelo
processo de envelhecimento, pode ter sido resultado das condigdes e umidade elevada o que,
devido as caracteristicas higroscopicas das sementes, promoveu um aumento significativo em
sua umidade interna. Esse aumento nos teores de umidade pode levar a mobilizacdo das
sementes e a liberacdo de energia através do processo de respiracdo, incentivando também a
atividade de enzimas e de reguladores de crescimento. Contudo, essas consequéncias ocorrem
quando o teor de agua extrapola os limites de seguranca, promovendo perdas de viabilidade e
vigor (MARCOS FILHO, 2005, p.495).

Analisando a porcentagem de germinacdo, houve interacdo significativa entre 0s
tratamentos e as embebigdes sendo a embebi¢bes com agua (H20) e cloreto de sddio somado a
acido ascorbico (NaCl + AA), no tratamento controle, superiores aos demais.

Os resultados no tratamento controle foram estatisticamente superiores (83,55%) em
comparacdo com os resultados das sementes que foram pré-tratadas com &cido ascérbico
(66,55%) e pds-tratadas com &cido ascorbico, (64,16%) (Figura 5). O resultado do pré-
tratamento com acido ascorbico (AA) pode ser explicado pois o &cido ascorbico, de modo geral
possui sua estabilidade reduzida em elevadas temperaturas, o que leva a perdas nos teores de
vitamina C, apresentando-se em pequenas quantidades (FIORUCCI, 2002). Porém, os
resultados em sementes pré-tratadas e pos-tratadas com acido ascorbico foram ainda superiores
aos resultados das sementes apenas envelhecidas (60,16%) (Figura 4). Como o teste de

envelhecimento acelerado estabelece uma relacéo entre os processos de deterioracdo e os de
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vigor, estes resultados sdo um indicativo de que as sementes pré-tratadas passam por uma
sensivel melhoria na qualidade fisioldgica, em comparagdo com sementes apenas envelhecidas.
Para as embebic¢des nas solucOes testadas, a aplicacdo de AA na solucgéo salina auxiliou

no aumento do poder germinativo das sementes, ndo diferindo porem, da testemunha (Figura
5).

Tabela 4 — Anélise de variancia, para porcentagem de germinacao.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 3086,33 1268,77 44,259**
F2 2 2480,66 1240,33 43,267**
Int F1 X F2 6 1120,66 180,77 6,515**
Tratamentos 11 7407,66 673,42 23,49**
Residuo 36 1032,00 28,66
Total 47 8439,66

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 1 - Porcentagem de germinacdo das sementes de girassol, cultivar BRS 122, submetidas
a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicGes, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).

120

Porcentagem de germinacdao %

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pés-tratadas

EmbebicGes agrupadas por tratamentos

EH20 BENaCl ENaCl+AA
Em se tratando de sementes mortas, a interagdo significativa mostrou que sementes pre-

tratadas com AA utilizando embebicdes em H20 e em AA, foram superior as demais, exceto
na testemunha embebida em solucéo de NaCl (Figura 6).
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Na comparagao entra os tratamentos testados, o envelhecimento acelerado teve 8,3% de
suas sementes mortas, valor este estatisticamente semelhante ao encontrado nas sementes que
passaram pelo pré-tratamento com AA, com 7,83% e da testemunha, com 6,83%. Indicando
que o gendtipo de sementes de girassol, BRS 122, apresenta consideravel numero de sementes
mortas (Figura 6).

O pos-tratamento com &cido ascorbico propiciou menor indice de sementes mortas, com
apenas 5% (Figura 6). Demonstrando que este tratamento pode manter as sementes viaveis por
um maior tempo de uso, mesmo apos serem expostas as condi¢cdes adversar. Além disso,
Dolatabadian e Modarres Sanavy (2008, p.61), citam que o tratamento de sementes oleaginosas
com acido ascorbico auxilia o potencial germinativo destas.

Na comparacdo das embebicGes, sementes expostas a solucdo de NaCl ndo diferiram
estatisticamente das sementes expostas a juncdo de NaCl + AA, indicando que ndo foi

satisfatorio o uso deste antioxidante (Figura 6).

Tabela 5 — Andlise de variancia, para porcentagem de sementes mortas.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 78,00 26,00 5,032**
F2 2 45,50 22,75 4,403*
IntF1 X F2 6 146,50 24,41 4,725**
Tratamentos 11 270,00 24,54 4,750**
Residuo 36 186,00 5,16
Total 47 456,00

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05)
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Figura 2 - Porcentagem de sementes mortas, girassol cultivar BRS 122, submetidas a diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicdes, e mindsculas para
tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Maior nimero de inviaveis foi encontrado em sementes envelhecidas e embebidas em
solucdo de NaCl, ndo sendo diferente das sementes que foram pos-tratadas com AA e
embebidas em agua (Figura 7).

Apo6s a germinacgdo, 15,75% das plantulas envelhecidas apresentam-se anormais ou
inviaveis, maior indice entre os tratamentos. Ja o pré e o pos-tratamento com &acido ascérbico,
proporcionaram 12,83 e 15,41% de plantulas anormais. O tratamento controle teve 0 menor
namero de anormalidades, com apenas 4,83% (Figura 7).

Plantulas de girassol, mesmo expostas aos tratamentos com &cido ascorbico, ainda
encontraram dificuldades de se desenvolver corretamente devido, principalmente, a exposicdo
a elevada temperatura e umidade. Sementes embebidas apenas em solucdo salina também
tiverem um elevado numero de plantulas anormais, bastante superior as demais embebicdes

testadas (Figura 7).



Tabela 6 — Andlise de variancia, para plantulas inviaveis.

Analise de variancia (Anova)
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FV GL SQ QM F
F1 3 913,416 310,472 46,66**
F2 2 575,041 287,520 43,21%*
Int F1 X F2 6 353,958 58,993 8,86%*
Tratamentos 11 1806,41 169,128 25,42%*
Residuo 36 239,50 6,652
Total 47 2099,91

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<

p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 3- Porcentagem de sementes inviaveis, girassol cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebicbes, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <

0,05).
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P&s-tratadas

N&o houve diferenca estatistica na interacdo entre tratamentos e embebicgdes testados

para o indice de velocidade de germinacédo (IVG) (Tabela 7).

Comparando os tratamentos testados, ndo houve diferenga estatistica entre o0s

tratamentos com sementes pré-tratadas (33,2) e pos-tratadas com AA (35,4), sendo estes

semelhantes estatisticamente ao tratamento sementes envelhecidas (30,4). Todos estes

resultados foram inferiores ao encontrado no controle (44,58). Sugerindo que a aplicacdo

exogena de &cido ascorbico ndo ajudou na manutencdo dessa variavel sob condicGes de estresse.
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Sementes expostas a solu¢do salina também tiveram menor indice de velocidade de
germinacdo, em comparacdo com a solucdo acrescida de &cido ascdrbico que promoveu um
maior, porém nao tdo significativo aumento no IVG.

Resultados distintos ao deste trabalho foram encontrados por Pereira et al. (2012), onde
o condicionamento por &cido ascorbico exdgeno, favoreceu a emergéncia de germinacéo
mantendo-se por até vinte dias. Dalberto et al. (2014, p.1982) trabalhando com sementes de
trigo, constatou que aplicacdes exdgenas de acido ascorbico de 100 a 200mM foram prejudicais
para o indice de velocidade de germinacao, ja aplicacOes de 12,5 e 25mM foram promissoras.
Maghsoudi (2010, p.7), também trabalhando com trigo, constatou que a aplicacdo exdgena de
acido salicilico, um outro antioxidante, nas concentracfes de 0,1mM e 0,5mM promoveram

melhorias na velocidade de emergéncia das sementes no campo.

Tabela 7 — Andlise de variancia, para indice de velocidade de germinacéo (IVG).
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 1348,73 449,57 11,87**
F2 2 372,82 186,41 4,924*
IntF1 X F2 6 353,46 58,91 1,556ns
Tratamentos 11 2075,02 188,63 4,983**
Residuo 36 1362,62 37,850
Total 47 3437,64

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 4 - Indice de velocidade de germinacio (IVG) para sementes de girassol, cultivar BRS
122, submetidas a diferentes tratamentos.
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Para o tempo médio de germinacdo, ndo houve diferenca significativa entre os
tratamentos testados (Tabela 8). Concordando com os resultados obtidos para o IVG de que a
aplicacdo exdgena de acido ascérbico, principalmente como um pré-tratamento, pouco serviu
para promover uma germinagdo em um curto periodo de tempo. Talvez pelo fato do proprio
acido ascorbico ter dificuldades de estabilidade quando exposto a temperaturas elevadas.

Oliveira e Gomes-filho (2009, p. 1)

Trabalhando com sementes de sorgo observaram efeito negativo, provocado pelo
estresse salino, na primeira contagem de germinacdo, bem como no indice de
velocidade de germinagdo e no tempo médio de germinacdo, verificando que o
excesso de sais proporcionou uma reducdo significativa no vigor e velocidade de
germinacdo das sementes de sorgo, principalmente naquelas do genétipo CSF 20.

Sementes respondem negativamente quando semeadas em solugfes salinas, observa-se
inicialmente uma reducdo na absorcdo de agua, que reduz a velocidade dos processos
fisiolégicos e bioguimicos (FLOWERS, 2004, p.307).



67

Tabela 8 — Andlise de variancia, para tempo médio de germinacéo (TMG)
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 21,852 7,284 1,441ns
F2 2 18,422 9,211 1,822ns
Int F1 X F2 6 29,153 4,858 0,961ns
Tratamentos 11 69,428 6,331 1,248ns
Residuo 36 181,95 5,054
Total 47 251,38

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05)

Figura 5 — Tempo médio de germinacdo (TMG) para sementes de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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No comprimento de raizes, a interacdo entre os tratamentos foi significativa, tanto no
comprimento de raizes como no de parte aérea, estando o0 pos-tratamento somado as embebicdes
em agua e cloreto de sodio superior as demais.

A aplicagédo do &cido ascorbico apds o periodo de envelhecimento torna-se satisfatoria
para atenuar os danos do envelhecimento acelerado. Para as variaveis de comprimento de raizes,
0 poés-tratamento com &cido ascérbico e a testemunha foram estatisticamente superiores aos
demais (Figura 10).

Dalberto et al. (2014, p.1982), trabalhando com aplicagéo exdgena de &cido ascorbico

em sementes de trigo, ndo obtiveram diferencas significativas tanto no comprimento de raiz
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como no de parte aérea. Tonel et al. (2011, p.41) também ndo encontraram diferencas
significativas no comprimento de plantulas, utilizando &cido salicilico exdgeno, em cultivares
de milho hibrido.

Maia et al. (2007, p.678) cita que o envelhecimento acelerado de sementes de trigo, a
41°C durante 24 e 48 horas, ndo promove modificacfes significativas, ja a 45°C, durantes varios
periodos de exposigdo, torna-se letal. Umidades relativas elevadas associadas a altas
temperaturas, existentes em camaras de envelhecimento, tendem a acelerar o0 processo de
deterioracdo das sementes reduzindo com isso a massa seca vegetal (ABBA; LOVATO, 1999,
p.101).

Tabela 9 — Anélise de variancia, para comprimento de raiz
Andlise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 495,153 165,051 39,589**
F2 2 505,149 252,574 60,582**
Int F1 X F2 6 137,395 22,8992 5,492**
Tratamentos 11 1137,69 103,427 24,808**
Residuo 36 150,087 4,169
Total 47 1287,78

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05)

Figura 6 — Comprimento de raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebicbes, e

minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p
0,05%).
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Também houve interagdo significativa no comprimento de parte aérea de pléantulas,
sendo sementes embebidas com &gua superior em todos 0s tratamentos, exceto a testemunha.
Maior destaque para o pos-tratamento que obteve também um étimo resultado com a embebicéo
em cloreto de sodio (Figura 11).

Na comparag&o entre tratamentos, o pré-tratamento foi semelhante ao pos-tratamento e
os dois superiores aos demais. Nas embebicGes, as sementes tratadas apenas com agua tiveram
resultados mais promissores que as demais (Figura 11).

E interessante ressaltar que o potencial fisioldgico de sementes é compreendido como a
soma da capacidade germinativa e do vigor. Portanto, o uso de testes de vigor, que buscam
respostas complementares as fornecidas pelo teste de germinacédo, pode possibilitar a obtencéo
de informacdes mais consistentes sobre o potencial fisioldgico dos lotes de sementes (OHLSON
etal., 2010, p.118).

Carneiro et al. (2011, p.42), trabalhando com sementes de girassol, constataram que néo
houve efeito dos agentes osmoticos sobre a massa seca, tanto de raizes como de partes aéreas.
Ja Kaya et al. (2006, p.291) observaram que sementes de girassol, cultivar Sanbro, submetidas
a diferentes potenciais osmoticos induzidos pelo NaCl, sofreram reducdo no comprimento da
parte aérea e raizes.

Estudos recentes relatam que a aplicacdo exdgena de acido ascorbico ndo atua apenas
como um antioxidante, mas que desempenha uma interacdo na germinacgao com fitohormdénios
(YE et al., 2012, p.1809), além de atuar como regulador do metabolismo de plantas e
consequentemente envolve-se em processo de crescimento, ou seja, na embriogénese, durante
o desenvolvimento de semente (RAZA et al., 2013, p. 15). No entanto, h& outras pesquisas
demonstrando que o tratamento com altas doses de acido ascérbico pode suprimir a germinacgao
de sementes (ISHIBASCHI; IWAYAINOUE, 2006, p.172; TAKEMURA et al., 2010, p.249).
Ishibashi et al., (2008, p.182) evidenciaram que o0 &cido ascdrbico esta contido na maturacédo de

sementes de trigo, enquanto que nao foi verificado ao final do seu desenvolvimento.
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Tabela 10 — Analise de variancia, para comprimento de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 93,047 31,015 70,565**
F2 2 44,345 22,176 50,446**
Int F1 X F2 6 54,228 9,038 20,560**
Tratamentos 11 191,621 17,420 39,633**
Residuo 36 15,823 0,439
Total 47 207,44

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 7— Comprimento de parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas
a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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O pos-condicionamento, na massa seca de raizes, foi superior aos demais
tratamentos considerando as embebi¢des em NaCl e na mistura NaCl + AA. Indicativo que a
aplicacdo exogena de &cido ascorbico, apds o estresse proporcionado, é significativamente
interessante tanto para minimizar os efeitos provocados pelo estresse oxidativo com para

minimizar os efeitos provocados pelo estresse salino, em sementes de girassol (Figura 12).
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Tabela 11 — Analise de variancia, para massa seca de raiz
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 65,236 21,745 31,537%*
F2 2 25,407 12,703 18,424%*
Int F1 X F2 6 106,353 17,725 25,707**
Tratamentos 11 196,997 17,908 25,973%*
Residuo 36 24,822 0,689
Total 47 221,819

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 8— Massa seca de raiz de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicdes, e mindsculas para
tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Na massa seca de parte aérea, o pos-condicionamento, mais uma vez, foi superior aos
demais (Figura 13). Porém, aqui podemos analisar um melhor condicionamento apenas para o
estresse salino, pois os resultados indicam que ndo ocorreu interagdo significativa para os
tratamentos testados. (Tabela 12).

Mwete et al. (2003, p.199), afirmaram que a utilizagdo com solucdo de PEG 8000 A -
0,06MPa, favoreceu a germinacao de sementes de girassol e a emergéncia das plantulas, porém

ndo influenciou nos resultados de massa seca.
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Tabela 12 — Analise de variancia, para massa seca de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 69,355 23,118 45,907%*
F2 2 2,217 1,108 2,201ns
Int F1 X F2 6 47,960 7,993 15,873**
Tratamentos 11 119,533 10,866 21,578%*
Residuo 36 18,129 0,503
Total 47 137,662

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<

p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 9— Massa seca de parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<

0,05).
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Na quantidade de lipidios totais, o pré e o pds-tratamento com AA promoveram ganhos

de 23,6 e 21,1% em parte aérea, e ganhos de 28,3 e 15,2% em raiz, em comparacdo com 0

envelhecimento acelerado (Figurasl4 e 15). Indicando que o envelhecimento acelerado, na

temperatura de 41°C, foi promissor em causar danos significativos ao principal componente

utilizado para manutencdo do crescimento do eixo embrionario desta espécie e que 0sS

tratamentos com &cido ascérbico podem atenuar os efeitos destes danos.

Para as embebicOes, apenas em lipidios de parte aérea houve diferenca significativa,

sendo a solucéo de cloreto de sddio com &cido ascorbico superior as demais (Figura 14 e 15)
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A concentracdo de lipidios, em sementes de girassol, costuma se dar nos cotilédones,
tendo entre 22 e 36% do seu peso de massa seca constituido por lipidios (1967). Apesar disso,
existe uma consideravel quantidade de lipidios no eixo embrionario, e que, através dos
glioxissomos, sdo convertidas em carboidratos por meio das enzimas do ciclo do glioxalato
(TAIZ; ZEIGER, 2004, p.719).

Resultados similares ao deste trabalho foram encontrados por Corte et al. (2010),
trabalhando com sementes de Melanoxylon brauna, onde houve reducédo dos teores de lipidios
no eixo embrionario, quando estas sementes foram acondicionadas pelo envelhecimento
artificial por 72 horas. Freitas et al. (2006, p.67)

Trabalhando com sementes de algodao relatam que o teor de lipidios decresceu com
0 aumento do periodo de envelhecimento artificial das sementes. Estes resultados

podem ser explicados pela oxidacdo de lipidios presentes nas sementes,
proporcionado pelo processo de deterioracéo.

Resultados similares ao deste trabalho foram encontrados por Alencar e Gomes Filho

(2014), em sementes de pinhdo-manso sob condi¢des de estresse salino, onde teores de lipidios

apresentaram retardo em sua mobilizagéo.

Tabela 13 — Anélise de variancia, para lipidios totais de parte aérea.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 21542858406  71809,52802  3,4376 *
F2 2 440519,57591  220259,7879 10,5440 **
Int F1 X F2 6 2656306,24425  442717,7073 21,1932 **
Tratamentos 11 3312254,40422 301114,03675 14,4145 **
Residuo 36 752027,40684  20889,65019
Total 47 4064281,81105

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 10— Lipidios totais em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas
a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicoes, e

minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Tabela 14 — Andlise de variancia, para lipidios totais de raiz.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 13,27503 4,42501 4,5200 **
F2 2 22,75655 11,37827 11,6226 **
Int F1 X F2 6 16,41667 2,73611 2,7949 *
Tratamentos 11 52,44825 4,76802 4,8704 **
Residuo 36 35,24308 0,97897
Total 47 87,69133

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 11— Lipidios totais em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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A concentracdo de malondialdeidos (MDA), um subproduto da peroxidagdo dos
lipidios, se relaciona com os danos oxidativos nas membranas (PINHEIRO et al. 2004, p.1307).
N&o houve interacéo significativa para os teores de MDA em parte aérea. Os tratamentos e as

embebicdes também foram n&o significativos para este pardmetro (Tabela 15).

Tabela 15 — Andlise de variancia, para Malonialdeidos (MDA) de parte aérea
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 7,60968 2,53656 0,1016 ns
F2 2 18,37012 9,18506 0,3679 ns
Int F1 X F2 6 53,59081 8,93180 0,3578 ns
Tratamentos 11 79,57061 7,23369 0,2897 *
Residuo 36 898,78952 24,96638
Total 47 978,36013

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p < .05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 12— Malonialdeidos (MDA) em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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Também ndo houve interacdo significativa para os teores de MDA em raizes de
plantulas de girassol, cultivar BRS 122 (Tabela 16). Na comparagdo entre os tratamentos
testados, raizes de plantulas submetidas ao envelhecimento acelerado e pré-condicionamento
com acido ascérbico obtiveram valores superiores aos demais (Figura 16).

Sabe-se que sementes acondicionadas em solucdo de &cido ascorbico, no que diz
respeito a menor peroxidacdo de lipidios, representada pelos teores de MDA, tém sido
atribuidas a atividade antioxidante e também a conversao de lipidios a carboidratos, promovido
através do aumento da concentragcdo interna de acido ascorbico além da atividade dos
antioxidantes enzimaticos (KHAN; PANDA, 2008, p.81).

Jose et al. (2010), trabalhando com sementes de girassol armazenadas, relatam que o
envelhecimento acelerado de sementes de girassol, com 23% de teor de &gua, induziu tanto a
perda da viabilidade como o acimulo de MDA. De maneira geral, os resultados mostram que
houve aumento na formagdo MDA, através da peroxidacao de lipidios, 0 que caracteriza danos
as membranas celulares pelo acimulo excessivo de EROs, levando as plantulas a ndo resistirem
aos potencias danos oxidativos causados pela exposicéo ao envelhecimento (KHAN; PANDA,
2008, p.81). Este comportamento explica a reducdo na germinagdo e no crescimento de
sementes e plantulas de girassol BRS 122, acondicionadas aos tratamentos citados.
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Tabela 16 — Anélise de variancia, para Malonialdeidos (MDA) de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 446,39879 148,79960 9,9075 **
F2 2 136,59693 68,29847 4,5475 *
Int F1 X F2 6 110,93042 18,48840 1,2310 ns
Tratamentos 11 693,92614 63,08419 4,2003 **
Residuo 36 540,67752 15,01882
Total 47 1234,60366

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 13— Malonialdeidos (MDA) em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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A fosfatase acida é uma hidrolase que participa da reacdo de hidrélise de ésteres,
podendo atuar sobre fosfolipidios de membrana, provocando a peroxidagdo destes (SPINOLA
et al. 2000, p.263). Esta enzima estd envolvida também na manutencdo do fosfato celular e
sua atividade pode afetar o metabolismo do fosfato em sementes, como os niveis de ATP e
nucleotideos (CAMARGO et al. 2000, p.113). A atividade da fosfatase acida neste
experimento, na parte aérea de plantulas de girassol, todos os tratamentos que foram
posteriormente embebidos em solucdo de AA obtiveram resultados superiores aos demais,
exceto sementes envelhecidas e embebidas em H20, e sementes pos-tratadas do acido ascorbico
e embebidas em NaCl que foram estatisticamente similares. (Figura 18).

Em muitos casos, o incremento de atividades enzimaticas sdo caracteristicas comuns em

condicionamento osmatico, alteracfes nas atividades de certas enzimas, como a fosfatase &cida,
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pode sugerir que a mobilizagdo de material de reserva sirva para justificar o aumento da
germinacédo e do vigor de sementes. Isso pode ser uma explicacdo para os resultados obtidos
em parte aérea, nos tratamentos com acido ascorbico.

Em se tratando dos teores de fosfatase acida esta atua sobre fosfolipidios de membrana,
provocando a peroxidagdo destes (SPINOLA et al. 2000, p.263), o acumulo de EROs
provocado pelo estresse salino ativa esta enzima e desestrutura acidos graxos polinsaturados
dos fosfolipidios (HALLIWELL; GUTTERIDGER, 1989, p.543).

Tabela 17 — Anélise de variancia, para fosfatase acida de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 5673,21189 1891,07063 5,3820 **
F2 2 32479,80540  16239,90270 46,2186 **
IntF1 X F2 6 12182,87153 2030,47859 57787 **
Tratamentos 11 50335,88883 4575,98989 13,0232 **
Residuo 36 12649,37670 351,37157
Total 47 62985,26553

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 14 - Fosfatase acida em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para
embebicdes, e mindsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p < 0,05).
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Para a raizes, sementes envelhecidas e embebidas em cloreto de sodio tiveram os
maiores indices de atividade da fosfatase acida (Figura 19). Os tratamentos com acido ascérbico
exogeno, em raizes, nao auxiliaram na menor ativacdo dessas enzimas, em plantulas sob
condicdes estressantes.

A oxidagdo de &cidos graxos insaturados é citada, muitas vezes, como a primeira rea¢éo
no processo de envelhecimento, produzindo radicais livres que, subsequentemente, atacam
lipidios, proteinas e acidos nucléicos, com reacGes em cadeia (HARRINGTON, 1973, p.251).
Diversos pesquisadores tém associado a reducdo da capacidade germinativa e do vigor das
sementes submetidas ao envelhecimento acelerado com a oxidagdo dos lipidios e reducéo na
sintese de determinadas proteinas, levando ao decréscimo nos teores de fosfolipidios presentes
nas membranas celulares (POWELL; MATTHEWS, 1979, p.193; STEWART; BEWLEY,
1980, p.245; PRIESTLEY; LEOPOLD, 1983, p.467; DELL'AQUILA, 1994, p.293).

Tabela 18 — Anélise de variancia, para fosfatase acida de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 1599.08676 533.02892 1.1283 ns
F2 2 8958.15527  4479.07763 9.4810 **
Int F1 X F2 6 14954.92127  2492.48688 5.2759 **
Tratamentos 11 25512.16329  2319.28757 4.9093 **
Residuo 36 17007.27690  472.42436
Total 47 42519.44019

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 15— Fosfatase acida em raiz de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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O estresse oxidativos provocado pelo envelhecimento acelerado ocasionou mudangas,
também, na quantidade de agUcares presentes nas sementes de girassol. Os teores de
carboidratos soluveis de raiz, foram significativamente inferiores no tratamento sementes
envelhecidas em comparacdo com o controle, o pré e pos-tratamento com AA (Figuras 20). O
pos-tratamento com AA na embebigdo de H20, e o pré-tratamento com AA na embebicdo de
NaCl, tiveram os melhores resultados. Sendo estes, satisfatério na atenuacdo dos teores de
carboidratos de raizes tanto para o estresse oxidativo como para o salino.

Dados obtidos neste trabalho estdo de acordo com a explicacéo de Pastori e Foyer (2002,
p.460) de que as EROs geradas pelos estresses oxidativos provocam danos nas macromoléculas
bioldgicas, tais como carboidratos e proteinas. Uma outra observacéo a ser analisada € sobre o
ponto de compensagdo da temperatura, o envelhecimento acelerado submete as sementes a
temperaturas acima deste ponto o que promove 0 aumento da atividade respiratoria, e como
consequéncia as reservas de carboidratos diminuem (PASTORI E FOYER, 2002, p.460).
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Tabela 19 — Analise de variancia, para Carboidratos totais de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 244954,9 81651,6 151,2618 **
F2 2 27512,8 13756,4 25,4841 **
Int F1 X F2 6 76005,4 12667,5 23,4670 **
Tratamentos 11 348473,1 31679,3 58,6869 **
Residuo 36 19432,9 539,8
Total 47 367906,1

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 16— Carboidratos de raizes, plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e

minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
1400

1200
1000
800
600
400

200

Carboidratos de raiz (Mmol.g-1 de MS)

0

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pés-tratadas

EmbebicOes agrupadas por tratamentos

EH20 E@NaCl ENaCl+AA

Os teores de carboidratos na parte aérea foram similares aos encontrados nas raizes. Para
parte aérea, todas as embebicdes que foram precedidas do pré e pds-tratamento com acido
ascorbico, obtiveram resultados estatisticamente satisfatorios em comparagcdo com os demais
(Figura 21).

Henning et al. (2010, p.55), encontraram resultados simulares, trabalhando com
sementes de soja que foram submetidas ao envelhecimento acelerado, constatando que o
contetido de agUcares foi maior em sementes mais vigorosas. Resultados similares aos deste

trabalho também foram obtidos por Sinicio et al. (2009, p.667) que citam perda na viabilidade
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e no vigor de sementes de soja, armazenadas durante 210 dias a 25°C, pela reducdo nos teores
de carboidratos e proteinas.

Tabela 20 — Analise de variancia, para Carboidratos totais de parte aérea.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 788970,3 262990,1 148,90 **
F2 2 55434,7 277173 15,69 **
Int F1 X F2 6 263169,0 43861,5 24,83 **
Tratamentos 11 1107574,1 100688,5 57,01 **
Residuo 36 63580,1 1766,1
Total 47 1171154,3

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 17— Carboidratos de parte aérea, plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebicGes, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).

900 aA aA

aA aA

800
700
600
500

2 400
300
200

100
O A

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pos-tratadas

?
é
7
7
7
7
Z

Carboidratos de parte aérea (Mmol.g-1 de

Embebi¢bes agrupadas por tratamentos

EH20 ENaCl ENaCl+AA

O teor de carboidratos redutores em raizes, ndo obteve significancia quando apenas 0s
tratamentos foram comparados. Indicando que apenas o estresse salino foi diferenciado entre
0s tratamentos testados. Sementes pos-tratadas com &cido ascorbico embebidas em solu¢do com
agua, obtiveram maiores teores de carboidratos redutores de raizes (Figura 22).
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Tabela 21 — Analise de variancia, para Carboidratos redutores de raiz.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 836,25 278,75 0,926 ns
F2 2 10002,73 5001,36 16,629 **
Int F1 X F2 6 18738,58 3123,09 10,384 **
Tratamentos 11 29577,58 2688,87 8,0405 **
Residuo 36 10827,02 300,75
Total 47 40404,60

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 18— Carboidratos redutores de raiz, plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas
a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicoes, e

minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Niveis de carboidratos redutores em parte aérea foram maiores quando utilizamos nos
tratamentos que foram acondicionados em solucédo salina, exceto pelo pés-tratamento, neste,
sementes que foram posteriormente acondicionadas em H.O ou solugéo de NaCl + AA, tiveram

resultados similares aos demais citados (Figura 23).
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Tabela 22 — Anélise de variancia, para Carboidratos redutores de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 75000,43 25000,14 20,24 **
F2 2 109913,68 54956,84 44,51 **
Int F1 X F2 6 239853,62 39975,60 32,37 **
Tratamentos 11 424767,74 38615,24 31,27 **
Residuo 36 44445 65 1234,60
Total 47 469213,39

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 19- Carboidratos redutores de parte aérea, plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para
embebicdes, e mindsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p<0,05).
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Os carboidratos e os lipidios servem como fonte de energia e carbono para a germinacao
das sementes e 0 desenvolvimento das plantulas, enquanto que as proteinas tém como funcao
armazenar nitrogénio e enxofre, essenciais para a sintese de proteinas e compostos secundarios
para a plantula em crescimento (CORTE et al., 2010, p.32). Os teores de proteinas em raizes
de pléantulas de girassol, indicam que ndo houve diferenca significativa entre os tratamentos
citados, apenas o controle, em parte aérea, foi estatisticamente inferior aos demais tratamentos.

Na interagdo entre tratamentos e embebig¢des, mais uma vez o pos-tratamento seguido
da embebicdo em &gua foi satisfatério. Na testemunha, sementes envelhecidas e pré-tratadas

acondicionadas a embebic6es em NaCl e NaCl + AA foram similares ao primeiro (Figura 24).
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Segundo Abdul-Baki (1980, p.765), o primeiro evento bioquimico verificado quando as
sementes sdo expostas a condi¢Bes desfavoraveis de ambiente é o dano a sintese de proteinas.
Valquez et al. (1991) citam que o envelhecimento acelerado provoca alteracdes metabdlicas

durante o processo germinativo incluindo a sintese de proteinas e acidos nucleicos.

Tabela 23 — Anéalise de variancia, para Proteinas totais de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 0,00830 0,00277 1,4176 ns
F2 2 0,01437 0,00719 3,6815 *
Int F1 X F2 6 0,14426 0,02404 12,3176 **
Tratamentos 11 0,16693 0,01518 77746 **
Residuo 36 0,07027 0,00195
Total 47 0,23720

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 20— Proteinas totais em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebicGes, e

minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Os niveis de proteinas em parte aérea de plantulas de girassol, foram superiores em todos
os tratamentos que foram acondicionados em solucdo de NaCl + AA. Destaque também para
0s tratamentos sementes envelhecidas e pré-tratadas, quando estes receberam embebi¢do com

H-0, e para o pés-tratamento com embebicdo em NaCl (Tabela 25). No geral, percebe-se que
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foi satisfatério o uso de &cido ascérbico para minimizar os efeitos danosos das condi¢des de
estresse, tanto de proteinas presentes nas raizes quando de presentes em parte aérea.

A sintese de proteinas no geral, ndo foi afetada pelos estresses testados. Quando
cultivados sob estresse, 0s vegetais podem desenvolver mecanismos bioguimicos de tolerancia,
um deles é o acimulo ou degradagdo de solutos osméticos. Beltrdo e Oliveira (2007, p.61),
trabalhando com sementes de algodao, citam que a degradacdo de proteinas também permite a

reciclagem dos aminoéacidos totais, permitindo que haja uma elevagdo em seus niveis.

Tabela 24 — Anélise de variancia, para Proteinas totais de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 0.06542 0.02181 12.1227 **
F2 2 0.02162 0.01081 6.0091 **
IntF1 X F2 6 0.08784 0.01464 8.1384 **
Tratamentos 11 0.17489 0.01590 8.8379 **
Residuo 36 0.06476 0.00180
Total 47 0.23965

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 21— Proteinas totais em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para
embebicdes, e mindsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p< 0,05).
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Para a atividade da enzima protease, a responsavel pela quebra das ligagdes peptidicas
dos aminoé&cidos presentes nas proteinas, ndo houve, em parte aérea, diferenca significativa
entre os tratamentos citados e nem nas interagGes tratamentos embebigGes (Figura 26).

Tabela 25 — Andlise de variancia, para atividade proteolitica (protease) de parte aérea
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 1716,71409 572,23803  2,3924 ns
F2 2 35820,88478  17914,94239 74,8969 **
Int F1 X F2 6 949,48627 158,24771 0,6616 ns
Tratamentos 11 38496,08514  3499,64410 14,6309 **
Residuo 36 8611,00565 239,19460
Total 47 47107,09079

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 22— Atividade proteolitica em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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Em raizes, ndo houve significancia entre as embebicgdes e as interacdes de tratamentos
com embebicdes (Figura 27). Mostrando que esta enzima pouco se presenciou ativa podendo
estar relacionada com a presenca de inibidores desta enzima e com funces fisioldgicas das
sementes. Conforme Ryan (1973, p.173), inibidores presentes em sementes de muitas espécies
podem agir como proteinas de reserva, como reguladores de enzimas endégenas ou como
agentes de defesa contra insetos e microorganismos.

Apesar de que, Segundo Levitt (1980, p.25), o NaCl é responsavel pelo aumento da
protedlise e diminuicdo de sintese de proteinas. O acido ascorbico, como antioxidante, pode ter
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agido na diminuigdo da ativagdo dessas enzimas aumentando assim, os niveis de proteinas
presentes.

Resultados distintos aos deste trabalho foram encontrados por Basavarajapa et al. (1991,
p.279) trabalhando com sementes de milho, submetidas ao envelhecimento acelerado,
verificaram um substancial aumento na atividade da protease durante o periodo de
envelhecimento. Perl et al. (1978, p.497) também observaram aumento na atividade da protease

em sementes de milho submetidas ao envelhecimento acelerado.

Tabela 26 - Analise de variancia, para atividade proteolitica (protease) de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 9412,1325 3137,3775 3,6024 *
F2 2 5495,5297 2747,7648 3,1551 ns
IntF1 X F2 6 11594,0919 1932,3438 2,2188 ns
Tratamentos 11 26501,7542 2409,2503 2,7664 *
Residuo 36 31352,6921 870,9081
Total 47 57854,4464

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 23— Atividade proteolitica em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para
embebicdes, e mindsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de
Tukey (p< 0,05).
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A quantificacdo de N-aminossolUveis, em parte aérea, foi maior no tratamento sementes

envelhecidas embebidas em solugcdo de H>O e NaCl, assim como no pés-tratamento com acido
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ascorbico, nas embebicdes de NaCl e na mistura de NaCl + AA. J& o pré-condicionamento com
AA, levou a menor exposicao de teores de N-aminossoluveis. (Tabela 28). Os valores de N-
aminossoluveis em sementes envelhecidas se correlacionaram diretamente com os de proteinas
totais encontrados (Figura 25). Verifica-se que sementes em condic¢des adversas de umidade e
temperatura tém uma maior perda de constituintes celulares, causadas em detrimento,
principalmente, da integridade das membranas celulares. O excesso de N-aminossoluveis pode
funcionar como um dreno para o excesso de nitrogénio devido a reducédo do crescimento (Figura
11) (GILBERTO et al., 1998, p.107). Estes compostos podem também funcionar como fonte
de carbono e nitrogénio (HANSON; HITZ, 1982, p.163). O pre-tratamentos com AA ndo
promoveram aumento nos teores de N-aminossolUveis e portanto, podem ser um indicativo de
que a aplicacdo exdgena deste constituinte em sementes de girassol podem auxiliar na

manutencdo do vigor das sementes.

Tabela 27 — Andlise de variancia, para N-amino sol(veis de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 4029940,40077 1343313,46992 24,0732 **
F2 2 2635614,51242 1317807,25621 23,6161 **
Int F1 X F2 6 7130208,97362 1188368,16227 21,2964 **
Tratamentos 11 13795763,89581 1254160,35416 22,4755 **
Residuo 36 2008846,67255  55801,29646
Total 47 15804610,56836

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 24 — N-Amino em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<
0,05).
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Os teores de N-amino sollveis na interacdo entre tratamentos e embebicdes, nas raizes
foi ndo significativo (Tabela 29). Logo, ndo houve diferenca quando comparado tais
componentes. Porém, quando analisado separadamente os tratamentos testemunha e sementes
envelhecidas foram estatisticamente superiores aos tratamentos que levaram acido ascérbico.
Ja as embebicBes, analisadas separadamente, a embebi¢cdo em H2O foi superior aos demais
(Figura 29).

Eichelberger et al. (2002, p.693) trabalhando com azavém, citam que a qualidade
fisiolégica de sementes se correlacionam de forma negativa com o teor de aminoacidos
solveis. Sob condicBes de estresse, plantulas de amendoim tiveram sua concentracdo de
aminoacidos livres aumentada em torno de 150% (GRACIANO et al., 2009). Ja Alizaga et al.
(1990, p.44), ao estudar lixiviacdo de aminoacidos em sementes de feijdo, conseguiram separar
amostras segundo sua qualidade fisioldgica, classificando-as em diferentes niveis de vigor.

O estresse salino tende a promover o acumulo de solutos organicos como 0 N-
aminossoluveis (TESTER; DAVENPORT, 2003, p.503), apesar disso, a salinidade pouco
afetou esta variavel neste trabalho. Um indicativo forte da tolerancia desta cultivar aos niveis
de salinidade sdo encontrados neste experimento. Ashraf e Tufail, (1995, p.351), trabalhando
com girassol expostos a salinidade, confirmaram tolerancia nos teores de N-aminossollveis em

raizes. Lacerda et al., (2009, p.221) comentam que existem diversas estratégias que podem ser
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usadas para minimizar o impacto negativo do estresse salino, entre elas uma é a escola de

cultivares tolerantes.

Tabela 28 — Andlise de variancia, para N-amino sollveis de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 1834616,60253 611538,86751 10,2987 **
F2 2 934484,07195 467242.03598  7,8686 **
Int F1 X F2 6 643290,46294 107215,07716  1,8056 ns
Tratamentos 11 3412391,13742 310217,37613 52242 **
Residuo 36 2137697,17745 59380,47715
Total 47 5550088,31487

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 25— N-amino em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos.
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A prolina é um aminoacido que estd intimamente relacionado com acondigoes de
estresse, pois as plantas acumulam solutos ndo toxicos. Estes solutos variam entre as espécies
de plantas podendo ser agUcares simples, agUcares alcoois (glicerol e inositol metilados),
acucares complexos (trealose, rafinose, frutanas) (BOHNERT; JENSEN, 1996, p.89),
compostos quarternarios de amonios derivados de aminoacidos (glicina betaina, analina
betaina, prolina betaina), entre outros. Os niveis de prolina, em parte aérea, neste experimento
mostram que o tratamento com sementes envelhecidas e embebicdo em cloreto de sddio,

promoveu um maior acumulo, em compara¢do com os tratamentos com &cido ascoérbico,
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(Figura 30). Em condices de estresse, ocorre a biossintese de prolina a partir de carboidratos

via alfa-cetoglutarato, enquanto que o seu declinio, apos o desaparecimento do estresse, se da

rapidamente devido a oxidacdo ou incorporacdo em proteinas (HANSON et al., 1977, 720).

Resultados distintos ao deste trabalho foram encontrados por Silva et al. (2009, p.473),

trabalhando com sementes de pinh&o-manso, observaram aumento significativo dos teores de

prolina nas folhas de plantulas que passaram pelo condicionamento osmotico. Bosco et al.

(2010), trabalhando com sementes de sorgo, também encontraram maiores teores de prolina

nos tratamentos que apresentaram maiores tolerancia ao envelhecimento acelerado. Alves et al.

(2004, p.119) trabalhando com sementes de milho constataram que a partir de 144 horas de

envelhecimento acelerado houve diferenga significativa para com a testemunha nos teores de

prolina.

Tabela 29 — Analise de variancia, para Prolina de parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ F
F1 3 2054275,63582  684758,54527  7,8685 **
F2 2 9490012,92753  4745006,46377 54,5246 **
Int F1 X F2 6 6333595,00369 1055599,16728 12,1298 **
Tratamentos 11 17877883,56704 1625262,14246 18,6758 **
Residuo 36 3132900,22624  87025,00628
Total 47 21010783,79328

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<

p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 26 — Prolina em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p<
0,05).

3000
aA
2500
2000
1500

1000

500

prolina parte aérea Mmol.g-1 de MS

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pés-tratadas

Embebidas agrupadas por tratamentos

EH20 ENaCl ENaCl+AA

Na regido das raizes, os tratamentos sementes envelhecidas embebidas em NaCl,
juntamente com os tratamentos testemunha embebidas em NaCl, as pre-condicionadas em AA
embebidas em NaCL e NaCl + AA, assim como o pros-tratamento com &cido ascorbico
embebida em H>O, obtiveram os maiores teores de prolina (Figura 31). Sementes de girassol,
na cultivar analisada, o acimulo de prolina se deu tanto na parte aérea como nas raizes,
sugerindo que os teores de prolina contribuem para o ajustamento osmotico, em parte aérea e
das raizes, o que foi observado também por outros autores (LACERDA et al. 2001, p.270;
ASHRAF; HARRIS, 2004, p.3).

Um dos conhecidos efeitos da salinidade em plantas, tanto haléfitas como glicéfitas, é
0 acumulo de prolina livre (GIRUSSE et al., 1996, p.109). Segundo Chu et al. (1976, p.219),
este fato seria consequéncia da reducdo do potencial osmotico da célula, o que ndo foi
observado na parte aéreas das plantulas analisadas neste experimento. Mais um indicativo da

tolerancia desta cultivar aos teores de salinidade aplicados.
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Tabela 30 — Analise de variancia, para Prolina de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 21542858406  71809,52802 3,4376 *
F2 2 44051957591 220259,78795 10,5440 **
Int F1 X F2 6 2656306,24425 442717,70737 21,1932 **
Tratamentos 11 331225440422 301114,03675 14,4145 **
Residuo 36 752027,40684  20889,65019
Total 47 4064281,81105

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 27— Prolina em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a diferentes
tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maiusculas, para embebicdes, e mindsculas para
tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).

1800
1600
1400
1200
1000

800

600

400

prolina raiz Mmol.g-1 de MS

200

0

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pés-tratadas

Embebi¢cbes agrupadas em tratamentos

EH20 ENaCl ENaCl+AA

A quantificacdo de ions de potassio em parte aérea de plantulas de girassol, submetidas
aos tratamentos e as embebicOes citadas ndo demonstrou diferenca significativa entre as
interacdes analisadas (Tabela 32).
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Tabela 31 — Analise de variancia, para ions de potassio da parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 44332,66901  14777,55634 3,7407 *
F2 2 13239,53839  6619,76919 1,6757 ns
Int F1 X F2 6 18236,11867  3039,35311 0,7694 ns
Tratamentos 11 75808,32607  6891,66601 1,7445 ns
Residuo 36 14221552359  3950,43121
Total 47 218023,84966

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 28 — lons de potéassio em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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Os niveis de potassio em raizes foram superiores em sementes envelhecidas e
acondicionadas em H»O, ndo diferindo estatisticamente das sementes expostas ao pos-
tratamento com AA, embebidas em NaCl e da mistura de NaCl + AA, a testemunha que teve
suas sementes embebidas em NaCl + AA também foi estatisticamente semelhante (Figura 33).
Como o potassio esta relacionado com a regulacdo osmatica nos vegetais, 0 estresse salino
naturalmente tende a baixar a concentragdo deste ion. O que esta de acordo com o observado

neste experimento, porém, ndo em quantidades significativas.
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Tabela 32 — Analise de variancia, para ions de potassio da raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 17816,82947  5938,94316 6,8433 **
F2 2 14978,05526  7489,02763 8,6295 **
Int F1 X F2 6 43747,03648  7291,17275 8,4015 **
Tratamentos 11 76541,92120  6958,35647 8,0180 **
Residuo 36 31242,33258  867,84257
Total 47 107784,25379

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 29— fons de potassio em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122, submetidas a
diferentes tratamentos. Medias seguidas da mesma letra mailsculas, para embebices, e
minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de Tukey (p <
0,05).
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Altas temperaturas e umidades proporcionadas pelo envelhecimento acelerado tendem
a uma série de alteracGes degenerativas, como a desestabilizacdo nas atividades de enzimas, a
desestruturacdo e perda de integridade do sistema de membranas celulares, causada,
principalmente, pela peroxidacao de lipidios (VIEIRA et al., 1994, p.53) devido ao aumento
das espécies reativas do oxigénio (EROs) (DEL RIO et al., 1998, p.330). Contanto, as células
sdo dotadas de mecanismos protetores de defesa contra EROs, prevenindo sua formacao e
promovendo sua remogéo (ALSCHER et al., 2002, p.1331), tanto pelos sistemas antioxidantes
enzimaticos como 0s ndo-enzimaticos (TOMMASI et al., 2011, p.1647; BAILLY, 2004, p.93).
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Dentre as enzimas que fazem parte deste sistema de defesa, temos a peroxidase do ascorbato
(APX) e a peroxidase do guaiacol (GOPX), a catalase (CAT) e a superoxido desmutase (SOD),
quantificadas neste experimento.

Entre os tratamentos analisados, houve significancia apenas na interacdo entre
tratamentos e embebicdes em parte aérea, sendo os tratamentos que foram embebidos na
mistura de NaCL + AA superiores aos demais, exceto no pos-tratamento, que foi superior na
embebicdo em NaCl. A embebicdo em agua nos tratamentos sementes envelhecidas e pre-
tratadas também foram superiores (Figura 34).

Esses resultados também estdo intimamente relacionados com a espécies e 0 gendtipo
estudado. Em sementes de algodédo envelhecidas artificialmente, a atividade da APX decresceu
progressivamente durante o curso do envelhecimento acelerado (GOEL. et al. 2003, p.1093).
Em amendoim, o efeito do envelhecimento acelerado na germinacdo de sementes levou a
inibicdo da germinagédo e estabelecimento de plantulas, ocorrendo um aumento na peroxidagéo
de lipidios e decréscimo na atividade da APX (OLIVEIRA et al., 2011, p.1). Dolatabatian et al.
(2009, p.347), verificaram que a aplicacéo foliar de solugdo de acido ascorbico a 150mg L™
serviu para aumentar a tolerancia a seca, pelo aumento da atividade das enzimas (APX, CAT e

POX) em plantas de milho.

Tabela 33 — Anélise de variancia, para a enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX), de parte aérea
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 32,31389 10,77130 1,9497 ns
F2 2 4,84012 2,42006 0,4380 ns
Int F1 X F2 6 127,64501 21,27417 3,8507 **
Tratamentos 11 164,79902 14,98173 27118 *
Residuo 36 198,88914 5,52470
Total 47 363,68816

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p < .05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 30 — Enzimas Peroxidase do ascorbato (APX), em parte aérea de plantulas de girassol,
cultivar BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra
maiusculas, para embebicdes, e minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (p< 0,05).
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Ja na raiz, as embebic6es em NaCl, nos tratamentos testemunha, envelhecidas e pre-
tratadas, foram superiores aos demais, ndo diferindo das embebi¢cdes em NaCl + AA, nos
tratamentos envelhecidas e pds-tratadas (Figura 35). Isso pode ser explicado pelo o incremento
do &cido ascorbico exdgeno, um antioxidante ndo enzimatico, servindo para diminuir a ativacdo
de EROs causadas no processo de envelhecimento acelerado, fazendo com que o sistema
antioxidante enzimatico nao fosse ativado. Ou que, este envelhecimento a 41°C, ndo foi

suficiente em promover a ativagdo enzimatica necessaria.

Tabela 34 — Anélise de variancia, para a enzimas antioxidantes peroxidase do ascorbato (APX), de raiz
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 970,45972 323,48657 7,9296 **
F2 2 946,77746 473,38873 11,6041 **
Int F1 X F2 6 1300,98973 216,83162 5,3152 **
Tratamentos 11 3218,22691 292,56608 7,1716 **
Residuo 36 1468,61809 40,79495
Total 47 4686,84499

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p < .05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 31— Enzimas Peroxidase do ascorbato (APX), em raizes de plantulas de girassol, cultivar
BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra maidsculas,
para embebi¢bes, e minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo
teste de Tukey (p < 0,05).

25

= = N
o (6] o

APX de raizes umol H202/ g MS/ min.
(9]

o

Testemuha Envelhecidas Pré-tratadas Pés-tratadas

Embebicdes agrupadas por tratamentos

EH20 [ANaCl ENaCl+AA

Na GPX de parte aérea, houve significancia apenas a 1% de probabilidade, apenas na
interacdo entre tratamentos e embebicbes (Tabela 35). O pds-condicionamento osmético

promoveu menor atividade da GPX (Figura 36).

Tabela 35 — Andlise de variancia, para a enzimas antioxidantes peroxidase do guaiacol (GPX), de parte aérea.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 2,32346 0,77449 1,3029 ns
F2 2 1,57536 0,78768 1,3251 ns
Int F1 X F2 6 9,26150 1,54358 2,5967 *
Tratamentos 11 13,16032 1,19639 2,0127 ns
Residuo 36 21,39951 0,59443
Total 47 34,55983

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p < .05); ns ndo significativo (p >=.05).
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Figura 32 — Enzimas de superdxido desmutase (GPX), em parte aérea de plantulas de girassol,
cultivar BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra
maiusculas, para embebicdes, e minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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Resultados contrarios ao da parte aérea foram encontrados nas raizes, onde a maior
ativacdo enzimatica se deu no pés-condicionamento osmoético (Figura 37). A aplicacdo exdgena
de AA pode ter sido mais eficiente na parte aérea do que na raiz visto que a atividade dos
mecanismos antioxidantes enzimaticos foi maior. Mudancas nas atividades enzimaticas, tanto
em raiz como em parte aérea, baseiam-se na suscetibilidade destas enzimas ao agente causador
do estresse ou, estas alteracBes, podem ser o resultado de um Unico evento, por exemplo,
ativacdo de proteases, as quais afetariam a funcdo de vérias outras enzimas (VIEIRA et al.,
2000, p.53).

Lee et al. (2001), citam que mudancas na atividade destas enzimas estdo estritamente
relacionadas com a tolerancia da planta ao estresse oxidativo. Sankar et al., (2007, p.229),
analisando respostas enzimaticas de peroxidases, sob estresse hidrico em genoétipos de
amendoim, verificaram aumento dos componentes ndo-enzimaticos nos genotipos estressados,

tais como, acido ascorbico, a-tocoferol e glutationa reduzida.
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Tabela 36 — Analise de variancia, para a enzimas antioxidantes peroxidase do guaiacol (GPX), de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 2,92031 0,97344 9,7222 **
F2 2 2,24030 1,12015 11,1875 **
Int F1 X F2 6 8,94648 1,49108 14,8921 **
Tratamentos 11 14,10709 1,28246 12,8086 **
Residuo 36 3,60451 0,10013
Total 47 17,71160

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 33— Enzimas de superdxido desmutase (GPX), em raizes de plantulas de girassol,
cultivar BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra
maiusculas, para embebicbes, e minusculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre
si, pelo teste de Tukey (p < 0,05).
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A enzima superoxido desmutase, tanto em raizes como em parte aérea, ndo demostrou
diferenca significativa entre tratamentos e embebicdes. Compreendendo que a aplicagédo
exogena de acido ascoérbico, assim como as exposi¢cdes a condi¢bes desfavoraveis pouco
influenciou na ativacdo desta enzima. (Tabela 37 e 38).

A significativa constancia na atividade enzimatica a -0,8 MPa de salinidade, sugere que
este nivel ndo tem potencial para causar estresse a parte aérea das plantulas. Resultados
diferentes aos deste trabalho foram descritos por Carneiro et al. (2011), trabalhando com
sementes de girassol, cultivar M735, as quais, apresentaram diminuig&o na germinagdo quando

expostas a salinidade de -0,8MPa.
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As peroxidases (PX), sdo um grupo de enzimas capazes de catalisar a transferéncia do
hidrogénio de um doador para H20.. Em plantas, a agcdo constitui numa protecéo antioxidativa.
Estas enzimas tém sido caracterizadas durante a germinacdo de sementes, assim como, nos
estagios de crescimento (EGLEY etal., 1983, p. 224; VAN HUYSTEE, 1987, p.207). Gaspar et
al. (1985, p.418), estudando a atividade destas enzimas durante o crescimento e desenvolvido,
relacionam alteracGes na atividade enziméatica com mudangas morfogenéticas em resposta a

estresse fisico, quimico e bioldgico, o que ndo foi observado neste trabalho.

Tabela 37 — Analise de variancia, para a enzimas antioxidantes superdxido Desmutase (SOD), de parte aérea.
Anélise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 53902.44332  17967.48111  0.6476 ns
F2 2 57231.82058  28615.91029  1.0313ns
Int F1 X F2 6 168439.39184  28073.23197  1.0118ns
Tratamentos 11 279573.65574 2541578689  0.9160 ns
Residuo 36 998873.24418  27746.47901
Total 47 1278446.89992

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 34— Enzimas Superdxido desmutase (SOD), em raizes de plantulas de girassol, cultivar
BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos.
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Tabela 38 — Anélise de variancia, para a enzimas antioxidantes superéxido Desmutase (SOD), de raiz.
Analise de variancia (Anova)

FV GL sQ QM F
F1 3 12604994.08770 4201664.69590  1.2989 ns
F2 2 8046999.21510 4023499.60755  1.2438 ns
Int F1 X F2 6 17698697.59788 2949782.93298  0.9119 ns
Tratamentos 11 38350690.90067 3486426.44552  1.0778 ns
Residuo 36 116455547.9389 3234876.33164
Total 47 154806238.8396

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 35 — Enzimas Superdxido desmutase (SOD), em parte aérea de plantulas de girassol,
cultivar BRS 122, submetidas a diferentes tratamentos.
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A atividade da enzima catalase (CAT) ndo apresentou diferencas significativas entres
os tratamentos analisados, em parte aérea (Tabela 39). Resultados distintos aos deste trabalho
foram encontrados por Goel et al. (2003, p.1093), durante 0 armazenamento de sementes de
algodéo, onde a atividade da CAT e da SOD reduziram progressivamente. Sung e Jeng (1994,
p.51) concluiram que no envelhecimento artificial de sementes de amendoim houve reducdo da
atividade da SOD, entretanto a atividade da CAT ndo variou.

Mudancas no balango das enzimas desintoxicadoras de EROs induzem mecanismos
compensatdrios nos tecidos. Por exemplo, quando a CAT ou a SOD se apresenta invariavel,
outros mecanismos protetores, enzimaticos ou ndo, sdo expressos em maiores quantidades em
efeito compensatorio (APEL; HIRT, 2004, p.373).
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Tabela 39 — Analise de variancia, para a enzimas antioxidantes catalase (CAT), em parte aérea.
Analise de variancia (Anova)

FV GL SQ QM F
F1 3 8,92777 2,97592 0,6912 ns
F2 2 22,47066 11,23533 2,6095 ns
Int F1 X F2 6 51,06805 8,51134 1,9768 ns
Tratamentos 11 82,46648 7,49695 1,7412 ns
Residuo 36 154,99826 4,30551
Total 47 237,46474

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<
p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 36 — Enzimas Catalase (CAT), em parte aérea de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos.
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Houve diferenca na interacdo testada para catalase de raizes, mais os tratamentos ndo
variaram. Apenas as embebicGes que receberam H,O foram inferiores aos demais, exceto no
pré-tratamento com &cido ascérbico. Sementes pre-tratadas com acido ascérbico embebidas
com cloreto de sodio e cloreto de sodio mais acido ascorbico também foram inferiores (Tabela

40).



Tabela 40 — Anélise de variancia, para a enzimas antioxidantes catalase (CAT), em raiz

Analise de variancia (Anova)

105

FV GL SQ QM F
F1 3 9,83142 3,27714 2,6509 ns
F2 2 10,01244 5,00622 4,0495 *
Int F1 X F2 6 24,59493 4,09915 3,3158 *
Tratamentos 11 44,43879 4,03989 3,2678 **
Residuo 36 44,50532 1,23626
Total 47 88,94410

** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < .01); * significativo ao nivel de 5% de probabilidade (.01 =<

p <.05); ns ndo significativo (p >=.05).

Figura 37 — Enzimas Catalase (CAT), em raizes de plantulas de girassol, cultivar BRS 122,
submetidas a diferentes tratamentos. Médias seguidas da mesma letra mailsculas, para
embebicdes, e mindsculas para tratamentos, ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de

Tukey (p <0,05).
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6 CONCLUSAO

O método de aplicacdo exdgena embebicdo em solucdo de &cido ascorbico,
acondicionada em erlenmeyer, na concentracdo de 0,85 mM, durante 24 horas de exposicao, é
eficiente na absor¢do e no aumento do teor enddgeno de acido ascorbico em sementes de
girassol, cultivar RBS 122.

O Pos-condicionamento com solucdo de acido ascorbico em sementes envelhecidas,
auxilia as variaveis germinativas e de crescimento de plantulas de girassol, cultivar BRS122.
O pobs-condicionamento também é eficiente, na maioria dela, em promover uma melhora no
conteddo interno, dando destaque para os teores de carboidratos e lipidios totais.

A aplicagdo exogena com &cido ascorbico antes do envelhecimento acelerado é menos
significativa. O incremento de &cido ascérbico auxilia no combate as atividades das EROs,
provocadas pelo envelhecimento acelerado.

Varidveis germinativas sofrem consideravel efeito ao osmocondicionamento em
solucgéo salina a -0,8MPa, sendo a aplicacdo exogena de acido ascorbico em solucdo salina
estatisticamente satisfatoria para tais variaveis.

Varidveis de crescimento e bioquimicas pouco diferiram & aplicacdo exdgena da cido
ascorbico ao osmocondicionamento em solucdo salina a -0,8MPa. Exceto os teores de
carboidratos totais. A aplicacdo exdgena de acido ascorbico, adicionado a solucédo salina, ndo

serviu para promover melhorias ao desenvolvimento de plantulas de girassol, cultivar BRS122.
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