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RESUMO

MOTTA, C. S. M. Nanocondicionamento com oxido de zinco em sementes de tomate: analise
de imagens e qualidade fisiolégica em resposta a condicdes de estresse. 2025. Dissertacdo
(Mestrado em Agronomia) — Universidade Federal de Uberlandia, Uberlandia.

A qualidade fisiologica de sementes ¢ fundamental para o estabelecimento inicial das culturas,
especialmente em espécies sensiveis a estresses ambientais, como o tomateiro. O
condicionamento fisiologico (priming) e o uso de nanoparticulas vém sendo explorados como
estratégias para aumentar o vigor e a tolerdncia ao estresse. Este trabalho objetivou-se por
avaliar o efeito do nanocondicionamento com nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO) sobre a
qualidade fisica e fisioldgica de sementes de tomate (Solanum Ilycopersicum L.) submetidas a
condi¢des de déficit hidrico e estresse térmico. Sementes da cultivar Gyottone foram
submetidas a trés tratamentos: controle (sem condicionamento), osmocondicionamento com
PEG e osmocondicionamento com PEG + ZnO. Apds o condicionamento, as sementes foram
avaliadas por meio de analises fisicas e fisiologicas nas temperaturas de 25 °C e 35 °C, com ¢
sem déficit hidrico (-0,3 MPa). As nanoparticulas de ZnO ainda foram caracterizadas por meio
de difracdo de raios X, microscopia eletronica de transmissao e de varredura. As analises
mostraram que as nanoparticulas de ZnO foram efetivamente incorporadas ao tegumento das
sementes e apresentaram estrutura policristalina de wurtzita. As sementes condicionadas com
PEG apresentaram maior vigor, melhor desenvolvimento de plantulas e melhor desempenho
sob estresse hidrico e térmico. Em contrapartida, o tratamento com PEG + ZnO demonstrou
sinais de fitotoxidez, com menor comprimento de plantulas e menor vigor, sobretudo sob
estresse. A analise por raios X confirmou que sementes condicionadas apresentaram maior
densidade e preenchimento interno, refletindo maior atividade metabdlica. O
nanocondicionamento com ZnO, na concentra¢do testada, comprometeu o desempenho
fisiologico das sementes e ndo mitigou os efeitos dos estresses avaliados, enquanto o
osmocondicionamento com PEG foi eficaz em promover maior vigor e tolerancia as condigdes

adversas.

Palavras chaves: Solanum lycopersicum L., condicionamento fisioldgico, nanoparticulas

ABSTRACT



MOTTA, C. S. M. Zinc Oxide Nanopriming in tomato seeds: image analysis and
physiological response to stress conditions. 2025. Dissertation (Master’s in Agronomy) —
Federal University of Uberlandia, Uberlandia.

The physiological quality of seeds is fundamental for the initial establishment of crops,
especially in species sensitive to environmental stresses, such as tomato. Physiological
conditioning (priming) and the use of nanoparticles have been explored as strategies to enhance
vigor and stress tolerance. This study aimed to evaluate the effect of nanoconditioning with
zinc oxide (ZnO) nanoparticles on the physical and physiological quality of tomato seeds
(Solanum lycopersicum L.) subjected to conditions of water deficit and thermal stress. Seeds of
the Gyottone cultivar were subjected to three treatments: control (without conditioning),
osmoconditioning with PEG, and osmoconditioning with PEG + nanoparticles of ZnO. After
conditioning, the seeds were evaluated through physical and physiological analyses at
temperatures of 25 °C and 35 °C, with and without water deficit (-0.3 MPa). The ZnO
nanoparticles were also characterized using X-ray diffraction, transmission electron
microscopy, and scanning electron microscopy. The analyses showed that ZnO nanoparticles
were effectively incorporated into the seed coat and exhibited a polycrystalline wurtzite
structure. Seeds conditioned with PEG showed greater vigor, better seedling development, and
improved performance under water and thermal stress. In contrast, the treatment with PEG +
ZnO exhibited signs of phytotoxicity, with reduced seedling length and lower vigor, particularly
under stress conditions. X-ray analysis confirmed that conditioned seeds exhibited higher
density and internal filling, reflecting greater metabolic activity. Nanoconditioning with ZnO,
at the tested concentration, compromised the physiological performance of the seeds and did
not mitigate the effects of the evaluated stresses, while osmoconditioning with PEG was

effective in promoting greater vigor and tolerance to adverse conditions.

Key words: Solanum lycopersicum L., priming, nanoparticles
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1. INTRODUCAO

A cultura do tomateiro (Solanum lycopersicum L.) ocupa um papel importante na
producdo de hortali¢as no Brasil, no ano 2024 esteve entre as cinco principais com 62 mil
hectares plantados e produzindo 4,7 milhdes de toneladas. (IBGE, 2024). Buscando-se atingir
altas produtividades um bom estande inicial da cultura se faz necessario. Plantulas vigorosas
estabelecem-se mais rapidamente com melhor enfrentamento a condigdes estressantes (Silva et
al., 2024), principalmente para o tomateiro que ¢ sensivel ao déficit hidrico e altas
temperaturas.

Segundo Marcos-Filho (2015), o vigor da semente representa a for¢ca motriz da semente
ao germinar. Uma semente com alto vigor apresentara raizes maiores comparadas com
sementes consideradas fracas. Sementes com baixo vigor tendem a deteriorar mais rapidamente
nao fornecendo toda a reserva necessaria para o desenvolvimento da plantula (Johnson, 2017).
Lotes de sementes com baixo vigor quando semeados a campo apresentardo baixo estande,
prejudicando o desenvolvimento das plantas e consequentemente o rendimento da lavoura.

Uma alternativa para promover uma rapida resposta da semente com efeito no vigor ¢ a
técnica de condicionamento fisioldgico ou priming. A semente condicionada fisiologicamente
apresenta uma rapida resposta de tolerancia ao estresse, enquanto, ¢ capaz de superar condigdes
desfavordveis a germinagdo, tais como altas temperaturas, salinidade, déficit hidrico entre
outras (Kahn et al., 2023). Esse processo ocorre com o fornecimento gradual de agua a semente,
com a embebig¢do ocorrendo até a fase Il da germinacao antes de protrusdo radicular, momento
no qual ha estabilidade da disponibilidade de reservas e ocorre a repara¢do de membranas.

As nanoparticulas, que possuem tamanhos menores que 100 nm, possuem conhecidos
beneficios como nano fertilizantes, pesticidas e despoluente de aguas e outros usos na
agricultura (Kahn et Al., 2023) podendo ser compostas por diversos elementos e materiais. O
uso de nanoparticulas no condicionamento de sementes tem se mostrado uma técnica
promissora para auxiliar na expressdo do vigor e melhorar a performance da germinagdo
(Rahimi et al., 2016; Mahakan et al., 2017; Nile et al., 2022). No entanto, diversos fatores
podem influenciar na eficiéncia do tratamento com a nanoparticulas, tais como tamanho da
particula, uniformidade desse tamanho e sua concentragdo na solugao.

Dentre os micronutrientes para as plantas, que podem ser utilizados no
nanocondicionamento, o zinco (Zn), atua em processos como cofator de enzimas biocataliticas
como oxidoredutases, transferases, hidrolases, ligases e isomerases. Além disso, promove

aumento na produtividade, podendo ser utilizadas diversas fontes, como sulfato de zinco
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(ZnS0s4), zinco quelatado com EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) e 6xido de zinco (ZnO)
(Savassa et al., 2018).

Nanoparticulas de 6xido de zinco (ZnO NP) vem sendo utilizadas com visivel aumento
de vigor e maiores crescimentos de plantulas. Durante o condicionamento, o tegumento das
sementes retém a maior parte do Zn, o que contribui para o aumento de produtividade em
diversas culturas, como tomate, abdbora, pimenta, pimentdo, entre outras (Latef et al., 2017;
Savassa et al., 2018; Waqas Mazhar et al., 2022; El-Badri et al., 2021; Nile et al., 2022;
Sembada & Lenggoro, 2024). Mesmo em condigdes de estresse foi observado que
nanoparticulas de 6xido de zinco promoveram aumento de agucares soliveis, proteinas
soluveis, total de aminoacidos livres, prolina e fenodis totais e aumento de pigmentos
fotossintéticos em sementes (Latef et al, 2017).

A utilizagdo do condicionamento, com o uso de nanoparticulas, pode desencadear
regulacdes enzimaticas, hormonais, fisiologicas, transcriptomicas, metabolomicas e
protedmicas em embrides durante a germinacdo e o crescimento das plantas (Janata et al.,
2024), podendo promover também um maior desempenho das sementes de tomate e tornar o
cultivo dessa cultura mais eficiente agronomicamente.

As alteragdes em embrides apos condicionamento das sementes podem ser benéficas
dependendo do tratamento e da espécie. Assim, o uso de técnicas modernas e de alto
desempenho para verificar a eficacia do condicionamento podem gerar resultados consistentes
e rapidos, de forma menos subjetiva e ndo destrutiva, identificando estruturas internas e
parametros fisicos correlacionados com a germinagdo (Mahajan et al., 2015; Machado et al.,
2020; Bianchini et al., 2021).

Dentre as técnicas, a analise baseada em radiagdo eletromagnética de raios X pode ser
utilizada na inspecdo da qualidade de sementes (Rahman e Cho, 2016; Krzyzanowski et al.,
2020; Medeiros et al., 2020). Na cultura do tomate ¢ possivel realizar a predi¢cdo de sementes
com alto vigor, maturidade fisioldgica e viabilidade das sementes (Borges et al, 2019; Hong et
al, 2023). No entanto, a andlise visual das imagens radiograficas ¢ demorada e pode gerar erros
de leitura (Medeiros et al., 2018). Com isso, o processamento digital de imagens por meio de
softwares (Imagel®) e macros (PhenoXray e IJCropSeed (Medeiros et al., 2020)), podem
auxiliar na automacao de analises e na fenotipagem em larga escala das radiografias obtendo-
se parametros relacionados a qualidade fisiologica das sementes condicionadas.

Além disso, pode ser uma alternativa a ser utilizada em programas de controle de

qualidade apos o condicionamento fisiologico de sementes, sendo importante para a tomada de
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decisdo quanto a aprovacao ou descarte de lotes de sementes, o que significaria economia de
tempo e recursos. Diante o exposto, considerando os beneficios ja conhecidos das técnicas de
condicionamento e a incipiente utilizacdo de nanoparticulas nesse processo, objetivou-se com
esse trabalho, verificar as alteracdes fisicas e fisiologicas, bem como a eficacia do

nanocondicionamento de sementes de tomate submetidas a condi¢des de estresse.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Sementes (LASEM) do Instituto de
Ciéncias Agrarias (ICIAG), da Universidade Federal de Uberlandia (UFU), Campus
Umuarama, na cidade de Uberlandia, MG. Foram utilizadas sementes hibridas de um lote
tomate Gyottone (teor de dgua 9,5%; germinacao 80%) da empresa Hortec. As nanoparticulas
de ZnO foram sintetizadas no Laboratério de Novos Materiais Isolantes e Semicondutores do

Instituto de Fisica da UFU, de acordo com a metodologia descrita por Silva et al. (2018).

Condicionamento fisiologico

O condicionamento fisioldgico foi realizado em solugdo aerada de polietilenoglicol
(PEG 6000) a -1 MPa por 24 horas a 15 °C, sendo a concentragao equivalente de 273,237 g L~
! de 4gua, definida conforme Villela et al. (1991) derivada da equacio proposta por Michel &
Kaufmann (1973), sendo:

P=(1,18x10%)C-(1,18x 10%) C*+(2,67x 10" CT + (8,39 x 107) C*T

Onde P = potencial osmotico (bar); C = concentra¢do do agente osmético (g de PEG 6000/L
H>0); T = temperatura (°C).

Neste método, 2,0 g de sementes foram colocadas em erlenmeyers (250 ml) contendo
40,0 mL de solucdo osmotica, acoplada a uma bomba de ar comprimido para promover a
aeragdo das solugdes. J& as sementes condicionadas com polietilenoglicol + nanoparticulas de
ZnO (PEG + ZnO) foi realizada conforme descrito anteriormente, acrescido de 6 mg. mL! de
nanoparticulas de ZnO, dose obtida a partir de pré-testes. Como testemunha (controle) foram
utilizadas sementes nao condicionadas.

Ao final do periodo de condicionamento, as sementes foram retiradas, lavadas em agua
corrente para remog¢ao dos residuos da solucdo. Em seguida, as sementes foram submetidas a

determinagdo do grau de umidade realizado por meio do método da estufa a 24 horas a 105 °C
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(Brasil, 2009). Sementes condicionadas com polietilenoglicol e polietilenoglicol +
nanoparticulas de ZnQO, atingiram teor de agua de 46,7% e 47,4%, respectivamente.

As sementes condicionadas foram colocadas para secar sobre papel toalha em
temperatura ambiente por 72 horas, em condi¢des de ambiente de laboratorio. Apds a secagem,
o teor de dgua das sementes foi novamente determinado, sendo 10,7% e 9,0%, para sementes
condicionadas com PEG e PEG + ZnO, respectivamente. Sementes da testemunha (ndo
condicionadas) estavam com 11% de teor de agua.

Difracao de raios X (DRX)

Para confirmar a natureza cristalina da particula sintetizada de ZnO foi realizada
difracdo por raios X (XRD) utilizando o difratometro Shimadzu, modelo XRD 6000, locado no
Laboratdério Multiusudrio do Instituto de Quimica (LAMIQ) da UFU. As condi¢des as quais
ocorreram a difracdo foram: fonte monocromatica CuKa (A=1,54056 Angstrons); voltagem
(kV): 40; corrente (mA): 30; angulo de varredura (26): 5 — 90; com velocidade de varredura de
2° min!. O resultado obtido da linha de difracio foi identificado por compara¢do com linhas-
padrdes obtidas no banco de dados cristalograficos da Inorganic Crystal Structure Database
(ICSD), disponivel para acesso por meio do portal da pesquisa conveniado pela CAPES

(Coordenacgdo de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior).

Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

Uma amostra de 4 mg nanoparticula de ZnO foi analisada por meio de Microscopia
Eletronica de Transmissdo (MET), sendo solubilizadas em 1 mL de dgua deionizada. A
dispersdo produzida foi entdo mantida em banho ultrassonico por 30 minutos, ocorrendo a
desagregacdo das particulas. Apos esse procedimento, 1 gota da amostra foi depositada em
grids de cobre de 300 mesh recobertos com filme de carbono (Formvar) e seca em temperatura
ambiente por 48 horas. As imagens foram realizadas no microscopio eletronico Hitach
(HT7700), localizado na Rede de Laboratérios Multiusuarios (RELAM) da UFU, com
resolucao de 80 kV.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Para a confirmacgdo da presenga, morfologia e tamanho das nanoparticulas sobre o
tegumento das sementes de tomate (tratamento PEG + ZnO) foi realizada a analise em
microscopio eletronico de varredura (MEV). A semente foi metalizada com revestidor de

pulverizagdo Quorum Technologies Ltd, modelo QI50R ES, alocado no Laboratdrio
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Multiusuério de Microscopia Eletronica de Varredura (LAMEV) no Instituto de Quimica da
UFU. Foi depositada sobre a semente uma camada de ouro de aproximadamente 10 nm com a
funcdo de auxiliar na resolug¢dao e captura de imagem pelo MEV. A sementes entdo foram
submetidas em vacuo para analise no MEV TESCAN modelo VEJA 3 LMU. O MEV foi
configurado para a voltagem de aceleragdo de feixe de 20.00 kV, magnificéncia de 5000x e
10000x, distancia de trabalho de 14.7 mm, elevacao de 35 graus, nimero de canais 2048, faixa
de energia de 20 kV, energia por canal 10.0 eV, identificagdo do tipo de detector 9, tipo de
detector X-Act, tipo de janela SATW, detector principal Xact. Apods foi utilizado o detector
EDS (energy dispersive x-ray detector ou espectroscopia de energia dispersiva) e pelo software
do sistema foi determinado a abundancia e composi¢do quimica dos elementos presentes na

microscopia.

Analises fisicas (Teste de Raios X)

Para avaliar internamente a morfologia das sementes de tomate, dez repeticdes com 20
sementes de cada tratamento foram analisadas. As amostras foram dispostas de forma ordenada
e dispostas em placas de acetato transparente sobre fita adesiva de dupla face. As sementes
foram submetidas a radiagdo em equipamento de raios X “Faxitron HP”, modelo 43855A, na
intensidade de 30 Kv e expostas a radiagdo por 10 segundos, a uma distancia focal de 40 cm. O
contraste da imagem foi calibrado em 970 (width) x 2300 (center). A imagem gerada foi salva
em formato TIFF (Tagged Image File Format) para ser processada e analisada.

A andlise das imagens automatizadas foi realizada no software livre Imagel®
(https://imagej.nih.gov/ij/download.html), realizada com o auxilio da macro PhenoXray
(https://sites.google.com/ufv.br/phenoray). A imagem foi primeiramente segmentada pela
ferramenta Threshold utilizando o método multiniveis Yen para definir os limites de cada
semente de tomate. As regides segmentadas foram entdo analisadas pela ferramenta Analyse
Particles no ImageJ®. Foram consideradas apenas particulas entre 2 ¢ 10 mm ignorando assim
possiveis ruidos na imagem. Os parametros analisados por essa macro foram:

Area — em pixels quadrados e convertidas em milimetros quadrados (mm?); Perimetro
— comprimento em milimetros da linha externa da selecao; Densidade relativa (média de cinza)
— ¢ a soma dos valores de cinza de todos os pixels na area selecionada dividido pelo niimero de
pixels na selecdo, expresso em cinza.pixel”! ; Densidade integrada — é a soma dos valores de
pixels na imagem selecionada, sendo o produto da area dividido pela densidade relativa

expresso em cinza.mm? pixel! ; ambas as densidades representam maior matéria internamente
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na semente, quanto maior a densidade, maior o volume de reservas e/ou maior o
desenvolvimento do embrido.

Para a variavel Preenchimento (%) — duas méscaras foram criadas, uma selecionando
um método limite que seleciona pixels com valores mais altos na selecdo e outra capaz de
selecionar toda a semente, incluindo furos (espacos vazios na semente). Ao final, as méscaras
binarizadas sdo subtraidas e o resultado ¢ a porcentagem de tecidos com maior densidade (cinza
definido pelo primeiro método) dentro da semente. Para essa varidvel foi utilizada macro
1JCropSeed (https://sites.google.com/ufv.br/ijcropseed/home) no sofitware ImageJ®. Por essa
macro as imagens foram processadas automaticamente apenas com a indicacdo da pasta onde
as imagens estavam armazenadas. Apds selecdo da imagem, resolu¢do e Threshold mais
adequada, o programa gerou uma imagem em formato TIFF e outro em TXT (7ext File) com a

indicacdo ordenada das sementes na imagem e os indices gerados.

Analises fisiologicas

Apos a aquisicdo das imagens radiograficas, as sementes foram avaliadas quanto a sua
qualidade fisioldgica:

Germinacgiao — quatro repeticdes de 50 sementes de tomate foram semeadas no interior
de caixas gerbox, contendo duas folhas de papel mata borrdo, umedecidas com 2,5 vezes o peso
do papel seco com solucao de PEG 6000 (-0,3 MPa) (Villela et al., 1991) para simulag¢do do
déficit hidrico, ou dgua destilada (0 MPa) (controle). As caixas foram vedadas com policloreto
de vinila (PVC) para evitar perda de 4gua. Apos, as caixas de cada tratamento foram
acondicionadas em camara de demanda bioldgica de oxigénio (BOD) a 25 °C e 35 °C (estresse
térmico) sob fotoperiodo de 12 horas. Foram realizadas contagens diarias do numero de
plantulas normais e aos 14 dias foi calculada a porcentagem final de germinagao (Brasil, 2009)
tendo os resultados expressos em porcentagem de germinagdo. Em seguida foram calculados
0s seguintes parametros:

indices de germinaciio — por meio do pacote SeedCalc (Silva et al., 2019) no software

estatistico R (R Core Team, 2022) foram obtidas as variaveis:
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e Tempo para atingir 50% de germinagdo (T50) (Adaptado Farooq et al. (2005)):

, N

ti + W —n; (t]—tl)

(50)
(n; —ny)

Onde N ¢ o numero final de sementes germinadas € ni e nj sdo o total de nimero de sementes

T50 =

. . . . . N+1 .
germinadas em contagens seguidas no tempo ti e tj respectivamente quando: ni < —- <nj.

Sendo os maiores valores de tempo para 50% da germinagdo representando sementes menos

vigorosas.

e Uniformidade de germinagdo (UnifG) (Demilly et al. (2014)):

. N
/tl+ W —n; (t]—tl)\

oo | Wl |

\ J

Sendo o tempo para obter a germinacao de 10% das sementes subtraido do tempo para a

germinagdo de 90% das sementes. Sendo os maiores valores de uniformidade de germinagao

representando tratamentos com maior uniformidade.

e Sincronia (Sinc) (Primack (1980)):

Z=ZCni,2/N

: (i —1) RS
Cni,2 = n—— eN=%Xni (Eni—1)/2

com Cni,2 dado por:

Sendo os maiores valores de sincronia representando tratamentos com as sementes germinando

de forma mais espagada no tempo.

e Incerteza de germinacao (IG) (Labouriau e Valadares (1976)):
k
F= —Z f log?2 f;
i=1
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com fi dado por:

fi= ni/i n;
i=l

Sendo f; a frequéncia relativa e n; o nimero de sementes germinadas no dia i. Os tratamentos
com maior valor de incerteza de germinagdo indicam que as sementes germinaram de forma
mais concentrada.

Teste de emergéncia — adaptado de Krzyzanowski et al. (2020), utilizando 4 repeti¢des
de 50 sementes, dispostas em caixas gerbox preenchidas com 240 g de areia previamente
umedecida com agua destilada (sem condigdes de déficit hidrico) e cobertas com mais 30 g da
areia umida. Para simular o déficit hidrico, as sementes também foram dispostas em caixas
gerbox preenchidas com mesma quantidade de areia, conforme descrito, porém, previamente
umedecida com solugdo de PEG 6000 (-0,3 MPa) (Villelaetal., 1991). As caixas foram vedadas
com policloreto de vinila (PVC) para evitar perda de agua e posteriormente, foram
acondicionadas em camara de demanda bioldgica de oxigénio (BOD) a 25 °C e 35 °C. A cada
trés dias as caixas foram pesadas, quando observado reducdo do peso inicial, sempre que
necessario, foi adicionado 4dgua destilada para repor peso. Aos cinco dias foi determinada a
emergéncia inicial (Ei) e no décimo quarto dia a emergéncia final (Ef). Os resultados foram
expressos em porcentagem.

Tempo médio de emergéncia (TME) — as avaliacdes foram realizadas diariamente
com contagens de plantulas normais emergidas, adotando como critério a abertura das folhas

cotiledonares. Para o calculo foi utilizada a equag@o proposta por Edmond e Drapala (1958):

E1*T1+E2+T2+--+Ei*Ti
E1+E2+--+Ei

Sendo: TME o tempo médio necessario para atingir emergéncia; E: nimero de plantulas

TME =

normais emergidas com os cotilédones totalmente abertos; T: tempo em dias. Os maiores
valores de TME, expressos em dias, representam tratamentos com sementes de menor vigor.
Comprimento de plantulas — a avaliag¢do foi realizada sobre o comprimento da parte
aérea e raiz. Para a mensurar o comprimento, vinte sementes de cada tratamento foram dispostas
em papel de germinacdo , umedecidas com 2,5 vezes o peso do papel seco com solugdo de
PEG 6000 (-0,3 MPa) (Villela et al., 1991) para simulagdo do déficit hidrico, ou 4gua destilada
(0 MPa) (controle) e posteriormente confeccionados rolos de papel. Foram realizadas 10

repeti¢des de cada tratamento. Os rolos foram mantidos em sala de germinagdo por 5 dias a 25
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°C e a 35°C. Ap¢s este periodo, as plantulas de cada repeticao foram transferidas do rolo de
papel de germinagdo para uma folha de Etil Vinil e Acetato (EVA) de coloragdo azul com
dimensodes de 30 cm x 22 cm. Em seguida, foram feitas as imagens, fotografadas com camera
de 12 MP e resolucao de 4000 x 3000 pixels e processadas individualmente pelo software
ImageJ®. Os valores de comprimento obtidos foram analisados por meio do pacote SeedCalc

(Silva et al., 2019) no programa R (R Core Team, 2022). Foram obtidas as seguintes variaveis:

e Comprimento médio de parte aérea (Média CPA) (Nakagawa et al., 1999)

. i HL
Média PA = ————

Sendo HL o comprimento do hipocétilo de cada plantula e n o nimero total de plantulas

avaliadas. Sendo as medidas expressas em milimetros (mm).

e Comprimento média da raiz (Média CR) (Nakagawa et al., 1999)

. {_RL
Média PR = ————

Sendo RL o comprimento da radicula de cada plantula e n o numero total de plantulas avaliadas.

Sendo as medidas expressas em milimetros (mm).

e Comprimento médio total da plantula (CTP) (Nakagawa et al., 1999)

. i1 SL
Média Total = ————

Sendo SL o comprimento total de cada plantula e n o nimero total de plantulas avaliadas. Sendo

as medidas expressas em milimetros (mm).

e M¢édia da razdo entre parte aérea e radicular (CPA/CR) (Benincasa, 2003)
K RRA
n

Média R =

Sendo RRA o a razdo entre a radicula e o hipocotilo de cada plantula e n o nimero total de
plantulas avaliadas. Os maiores valores representam um maior comprimento de parte aérea em

relagdo ao comprimento da radicula.
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e Uniformidade (Unif) (Sako et al., 2001)

Uniformidade = max[1000 — (0,75 * sh + 0.5 * sr + 2,5 * S;y¢q; + 50 * srh) — 0 * nmortas]
Onde sh, sr e srh sdo os desvios padrao do comprimento do hipocétilo, radicula e razao
radicula/hipocétilo, respectivamente. Os maiores valores indicam plantulas com maior

uniformidade.

e Crescimento (Cresc) (Sako et al., 2001)
Crescimento = [(média(h) * wh) + (média(r) * wr)]
Sendo média (h) e média (r) as médias do comprimento de hipocotilo e radicula,
respectivamente. Wh e wr sdo os pesos ajustados para hipocotilo e radicula, contudo, com a
referéncia dos valores de 10 e 90, respectivamente. Os maiores valores refletem o aumento no

comprimento das plantulas.

e Indice de Vigor (IV). (Sako et al., 2001)
Indice de Vigor = (Crescimento * w,) + (Uniformidade * w,,)
Sendo w, 0 peso ajustavel para o indice de crescimento; wy 0 peso ajustavel para o indice de
uniformidade de plantula. Os maiores valores correspondem a tratamentos com sementes de
maior vigor.

Massa Seca — plantulas normais obtidas ao final do teste de germinagdo tiveram seus
cotilédones retirados e foram dispostas em sacos de papel kraft e acondicionadas em estufa com
circulacao de ar for¢cado a 65 °C por 72 horas. Apos esse periodo, o material foi pesado em
balanca de precisao de 0,001 g (Krzyzanowski ef al. 2020). Os resultados foram expressos em
miligramas.

Andlise estatistica — para a avaliacdo da qualidade das sementes, o delineamento
experimental foi inteiramente casualizado. Os dados foram submetidos ao teste de normalidade
de residuos (Shapiro-Wilk) e ao teste de homogeneidade de variancias (OneillMathews). Os
dados obtidos na andlise de qualidade fisica foram submetidos a anélise de variancia. As médias
dos tratamentos de condicionamento foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de
significancia. Para a anélise da qualidade fisiologica o experimento foi conduzido em esquema
fatorial 3 x 2 (condicionamento fisioldgico x déficit hidrico, para cada temperatura). Os dados
de comprimento foram transformados utilizando Vx +1, enquanto, os demais foram

transformados utilizando vx. As médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
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significancia. A andlise de componentes principais foi realizada por meio da utilizagdo do
pacote FactoMineR (L€ et al., 2008), enquanto, a constru¢do da matriz de correlagdo ocorreu
por meio do pacote Corrplot (Hahsler et al, 2020). As analises foram realizadas por meio do

software R Studio 2023.03.0+386. (R Development Core Team, 2022).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Difracao de raios X (DRX)

As nanoparticula possuem estrutura policristalina hexagonal de wurtzita,
assemelhando-se ao padrao de difragdo obtido no banco ICSD (Inorganic Crystal Structure
Database) (Figura 1). Os picos de maior intensidade, corresponderam aos planos (100), (002),
(101). Ja os picos de menor intensidade (102), (110), (103), (200), (112), (201), (004), (202),
(104) e (203) foram semelhantes aos observados por Sari¢ et al (2022) em que, pequenos picos,
se mostram distintos do padrdo esperado e podem ser considerados contamina¢des da amostra,
embora, ndo tenham sido detectadas impurezas (cristais) em determinados dngulos durante o
teste que confirmasse a composi¢ao destas. Assim, ainda ¢ possivel afirmar que a nanoparticula

utilizada ¢ caracterizada como 6xido de zinco (ZnO).

ZnO ICSD
ZnO

(101

(100)
(002)

(112)

——(102)
= (110)

e (103)

L_(200)
— (201)
= (004)
L (202)

= (104)
— (203)

Intensidade (u.a.)

20 (graus)

Figura 1. Difratograma de Raios X indicando a presenga da fase hexagonal de nanoparticulas
de ZnO ICSD (Padrao) e ZnO.
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Microscopia Eletronica de Transmissiao (MET)

Por meio das micrografias obtidas na microscopia eletronica de transmissdo (MET),
verificou-se que as nanoparticulas possuem a forma de bastdes, além de formas prismaticas
indefinidas, e varia¢des de tamanho em que suas dimensdes foram aproximadamente de 140 x
40 nm (Figura 2). O tamanho encontrado difere de alguns autores que caracterizaram as
nanoparticulas de ZnO com tamanhos aos redor de 25 nm (Donia & Carbone, 2023; El-Badri
et al., 2023). Tamanhos menores que 50 nm associados a altas concentragdes podem reduzir a
performance das sementes (Plaksenkova et al., 2020). Foram observadas também aglomeragdes

de particulas. Por meio dessas caracterizacdes € possivel observar a morfologia, a composigao,

o didmetro, a dispersao de tamanho, ¢ a estabilidade coloidal (Singh et al., 2018; Aygiin et al.,

2019; Baran et al., 2020).

Figura 2. Micrograﬁas obtidas por microscopia eletronica de transmissdo (MET) identificando
as particulas primarias de ZnO.

Microscopia Eletronica de Varredura (MEYV)

Na Figura 3 pode ser observado as micrografias da semente de tomate (a), do po das
nanoparticulas de oxido de zinco (b e ¢), bem como sua presenga (d) entre os tricomas € no
tegumento da sementes. Ainda pode ser observado os Spectrum (e) (refere-se ao espectro de
energia dispersiva de raios X) e os pontos mais vibrantes (f) que apresentam maior concentragao
de ZnO na superficie da semente. As nanoparticulas de ZnO se apresentaram aglomeradas com
superficie esbranquigada e tamanho menor que 100 nm.

Por meio da espectroscopia de energia dispersiva (EDS) foi possivel realizar o
mapeamento e confirmar na composi¢ao da amostra a presenga de zinco em todos os pontos
analisados da semente. Os principais constituintes observados foram zinco, carbono e oxigénio.

O comportamento das informacdes obtidas por EDS, demonstra que as energias associadas
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aos elétrons ndo acusou 100% para nenhum elemento da composi¢ao, no entanto, na fase mais
densa o zinco apresentou peso de 60% (Figura 4). Na analise de EDS ¢ possivel confirmar
presenca significativa do zinco, sendo consistente com a presenga de nanoparticulas nas
micrografias de MEV, conforme relataram Diaz-Cruz et al., (2016), em que os maiores picos

coincidem com as maiores concentragoes do elemento de interesse.

» s s dA Y dondt,
SEM HVE 2008V [ WD: 1480 mm SEM HV: 200KV 1| Wi 1407 mim | VEGA3 TESCAN
[View fieic: 3.68 mm Dot: 8E | Vieweid:208ym | Det:sE | Spm

Spectrum 14

Spectrum 13
. -

Spectrum 16
o

Spectrum 15
Spectrum 17

SEM HV: 200KV | WD: 1470 mm
View foid: 208 um Dot: SE

: 50pm

Figura 3. Micrografia obtida por MEV da semente de tomate (a), do aglomerado que compde
0 po (b e ¢) contendo nanoparticulas de ZnO entre os tricomas e tegumento (d) e spectrum de
energia dispersiva de raios X (e) e os pontos vibrantes (f) de maior concentracao de ZnO na
superficie da semente. (Magnificacdo: 5.000X).
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Figura 4. Elementos quimicos detectados pelo EDS, durante a analise do MEV, presentes na
superficie de sementes de tomate condicionadas com nanoparticulas de ZnO.
Analises fisicas (Teste Raios X)

As medidas de area e perimetro das sementes condicionadas (PEG e PEG + ZnO) se
diferenciam do controle (Figura 5A e 5B). Isto se deve ao inicio do processo de germinagao,
durante a fase I da embebig¢do, no qual ha a ativagdo do metabolismo e inicio da multiplicagao
celular, além de ocorrer posteriormente o consumo das reservas. Resultados semelhantes foram
reportados por Peris et al. (2024) ao analisar os raios X de sementes condicionadas ¢ nao
condicionadas de Urochloa decumbens. Esses autores verificaram que devido a ndo embebigao,
as sementes do controle (ndo condicionadas) apresentaram valores de perimetro, area, escala
de cinza e densidade integrada menor quando comparadas as sementes condicionadas. Abud et
al. (2018) relataram que sementes de brocolis possuiam maior area e maior densidade, logo se
mostraram mais vigorosas.

Viérios fatores podem influenciar na obtencao do valor de densidade das sementes, tais
como espécie, teor de agua, sanidade, ataque de pragas e composi¢do quimica da semente
(Medeiros et al., 2020). Ao analisar a densidade relativa e integrada (Figura 5D e 5E), as
sementes condicionadas com PEG e PEG + ZnO apresentaram maiores valores, indicando que
os fotons dos raios X tiveram maior resisténcia para ultrapassar os tecidos internos da semente,
gerando mais pixels cinza, e consequentemente, sendo um indicativo de tecidos mais densos,
conferindo maior nivel de radiopacidade na imagem de radiografia (Medeiros et al., 2020; Silva
etal., 2020). Medeiros et al. (2018) indicaram a tendéncia que quanto maior a densidade relativa
melhor ¢ a qualidade fisiologica das sementes. A densidade tecidual e a média de cinzas obtida
pelo teste de raios X com a qualidade fisiologica das sementes estd relacionada a maior

integridade e desenvolvimento do embrido, além de um maior acimulo de reservas (Cheng et
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al., 2015). Imagens que apresentam manchas com maior nivel de radiolucidez (escuro),
reduzindo valor de cinza, indicam deterioragdo de tecidos, danos mecanicos, menor enchimento

embrionario ou ma formagao da semente (Medeiros et al., 2018; Medeiros et al., 2020).
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Figura 5. Area da sementes (mm?) (A), Perimetro (mm) (B), Densidade Relativa (cinza pixel™)(C),
Densidade integrada (cinza mm? pixel™!) (D) e Preenchimento (%) (E) gerados a partir da imagem de
raios X dos tratamentos. Médias seguidas pela mesma letra ndo se diferenciam estatisticamente pelo
teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em relacdo ao preenchimento das sementes observa-se que ha diferenca entre as
sementes condicionadas com PEG e o controle, sendo este Gltimo com menor preenchimento
(99,81%) (Figura 5G). As sementes condicionadas possuem preenchimento de 99,90% e isso

pode ser atribuido aos inicio do desenvolvimento do eixo embriondrio. Ressalta-se que
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Medeiros et al. (2020) e Silva et al. (2014) indicaram que hé relagdo entre espagos vazios da
semente e sua qualidade fisioldgica, com isso, o preenchimento ¢ de suma importancia. Assim,
esse atributo pode ser util na avaliagao do vigor, permitindo a classificagao das sementes com
base na propor¢ao de preenchimento interno: quanto maior essa propor¢ao, maior a presenca
de estruturas e, consequentemente, maior o vigor.

Na Figura 6, podem ser observadas as imagens de raios X e 3D das sementes de tomate.
E possivel visualizar que as sementes que foram osmocondicionadas, tanto com PEG quanto
com PEG + ZnO, apresentaram maior diferenciacao celular no embrido do que as sementes nao
condicionadas. Verificou-se que tecidos com maior integridade apresentaram imagens mais
opacas, caracterizadas por zonas de alta densidade, evidenciadas pelas coloragdes verde,
amarela e vermelha. Esse padrdo se deve a maior resisténcia desses tecidos a passagem dos

raios X (Medeiros et al., 2020).
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Figura 6. Imagens radiograficas de sementes de tomate condicionadas com: a) PEG +
nanoparticulas de ZnO; b) condicionadas com PEG; c) ndo condicionadas combinadas com
representacdes em 3D da densidade ao longo da semente.

Quando essas areas de alta densidade se distribuiram de forma homogénea por toda a
semente, a densidade relativa manteve-se elevada. Por outro lado, sementes com tecidos de
menor integridade apresentaram densidade relativa reduzida, resultado da menor resisténcia a
passagem dos raios X. Isso se refletiu na formagdo de zonas mais translicidas ou escurecidas

nas radiografias, representadas pelas cores azul e roxa.
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Na Figura 6, ainda ¢ possivel verificar a representacdo do gradiente de cor obtido por
meio da densidade. No tratamento com PEG, hd maior densidade na regido radicular do eixo
embrionario, possivelmente associada a intensificagdo da atividade de divisao celular
promovida pelo condicionamento, em comparagao ao controle. Na regido dos cotilédones, a
densidade foi superior nos tratamentos controle ¢ PEG + ZnO. No controle, essa maior
densidade pode ser atribuida a presenca de maiores quantidades de reservas ainda nao
mobilizadas para o embrido. No tratamento PEG + ZnO, a elevada densidade observada em
todo o embrido, associada a menor densidade nos cotilédones, pode indicar mobilizagdo de
reservas durante o condicionamento, favorecendo tanto o desenvolvimento embrionario. Tal
resposta pode estar relacionada a atuacdo das nanoparticulas de ZnO, que possivelmente
estimularam o metabolismo celular, resultando em uma clevada taxa metabolica. A agao do
zinco durante o processo de germinacdo, em formato de nanoparticula, age em diversas
estruturas e processos metabolicos da semente que vao levar & multiplicagdo celular para
desenvolvimento do embrido (Hoe et al, 2018).

Vale destacar que a macro PhenoXray foi originalmente desenvolvida para fenotipagem
de alto rendimento, permitindo medigdes rapidas e totalmente automatizadas de parametros
morfométricos e de densidade tecidual em sementes (Medeiros et al., 2020a). Assim, a
aplicagdo na avaliagdo do condicionamento fisioldgico representa uma ampliagdo das

funcionalidades dessa tecnologia.

Analises fisiologicas

Nao houve diferenga entre tratamentos osmocondicionantes dos atributos fisioldgicos
das sementes de tomate relacionados a germinacdo, tempo médio para 50% de germinagao,
uniformidade de germinagdo, sincronia e incerteza, no entanto, ha diferenca dessas varidveis
em relacdo ao nivel de déficit hidrico (Tabela 1), sob temperatura de 25 °C. Sem déficit hidrico
ha maior germinac¢do (81%) e com menor tempo para atingir 50% desta.

O déficit hidrico durante a embebicao das sementes causa reducdes na velocidade de
hidratagcdo dos tecidos e na difusdo de oxigénio, atraso no inicio da atividade enzimatica,
reducdo do crescimento meristematico, problemas no alongamento celular, sintese da parede e

emissao da radicula (Obroucheva et al., 2017).
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Tabela 1. Atributos fisiologicos de sementes de tomate submetidas a diferentes tratamentos
osmocondicionantes e déficit hidrico na temperatura de 25 °C.
Osmocondicionamento
Tratamento G TS50 UnifG  Sinc Inc Ef TME Unif
Controle 46a 10,85a 4,16a 0,17a 1,78a 86a 11,56a 949ab

PEG 49a 1048a 423a 038a 1,72a 88a 997D 928 b
PEG + ZnO 46a 11,52a 420a 027a 1,85a 8la 986D 959 a
Déficit hidrico

Com déficit 13b 13,49b 0,63b 039a 0,78a 82a 9,65 a 969 a
Sem déficit 8la 84la 7,76a 0,15b 2,79b 88a 11,25b 921D
Médias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna ndo se diferenciam estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. G: germinacao (%); T50: tempo para atingir 50% de
germinagdo; UnifG: uniformidade de germinagdo; Sinc: sincronia; Inc: incerteza; Ef:
emergéncia final (%); tempo médio de emergéncia (TME) e Unif: uniformidade de plantulas.

A uniformidade de germinagdo foi maior sem déficit hidrico. O indice de sincronia
também se diferiu quanto ao nivel de estresse hidrico, indicando que a germinacdo das sementes
sem déficit ndo se espalhou no tempo. Sementes germinadas sob déficit hidrico apresentaram
maior sincronia, indicando uma sobreposi¢ao dos eventos de germinagdo ao longo do tempo.
Isso reflete maior concentragdo de germinagdo em um intervalo especifico, acompanhada de
maior incerteza na distribuicao da frequéncia de germinacao (Lavezo et al., 2015; Santos et al.,
2016).

Em relacdo a emergéncia ndo houve diferenga entre os tratamentos. O tempo médio de
emergéncia das plantulas foi menor nos tratamentos osmocondicionantes, independentemente
de ser com PEG ou PEG + ZnO. Em condi¢des com déficit hidrico o tempo médio de
emergéncia foi menor. O nanocondicionamento de sementes pode controlar muitos processos
fisio-bioquimicos, como alterar a atividade do sistema de defesa e aumentar os niveis de
antioxidantes e atividades enzimaticas, tornando as plantas mais vigorosas e resilientes aos
desafios ambientais (Kasote et al., 2019). Adicionalmente, o zinco também atua aumentando a
expressdo de genes envolvidos na ativacdo de antioxidantes, além da producdo de auxinas
(Kumar et al, 2020). De modo geral, o osmocondicionamento expde as sementes a baixos
potenciais hidricos, o que permite a embebig¢ado parcial, ativando eventos de germinacao como
reparo ¢ sintese de DNA e RNA, atividade respiratéria, mobilizagdo de reservas e sintese
enzimatica, mas sem a ocorréncia de protrusdo radicular. Assim, o osmocondicionamento
promove maior uniformidade e sincronismo na germinagdo, bem como na emergéncia e

desenvolvimento das plantulas (Farooq et a., 2019).
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O nanocondicionamento com ZnO proporcionou maior uniformidade de plantulas. A
uniformidade também foi maior em condi¢des de déficit hidrico. Vale ressaltar que alta taxa de
uniformidade ndo representam garantia de plantulas bem desenvolvidas, uma vez que plantulas
pouco desenvolvidas podem apresentar alta taxa de uniformidade (Silva et al., 2019; Pereira et
al., 2020). O uso de nanoparticulas de ZnO auxilia na superagao de déficit hidrico, melhora na
germinagdo, crescimento e desenvolvimento radicular, contrariamente, altas doses podem ter
efeito contrario devido ao estresse oxidativo (Wtodarczyk et al., 2023; Amooaghaie et al., 2016)
ao ocorrer internalizacao de alta concentragdo das nanoparticulas de ZnO nas células.

As condicdes de déficit hidrico limitaram o vigor das plantulas em todas as variaveis
analisadas quando comparadas as condi¢des sem déficit, a 25 °C (Tabela 2). Nao houve
emergéncia (inicial) de plantulas aos cinco dias apds a semeadura em condi¢des de déficit
hidrico. O osmocondicionamento com PEG proporcionou maior emergéncia inicial de plantulas

quando comparado aos demais tratamentos.

Tabela 2. Atributos fisiologicos de sementes de tomate submetidas a diferentes tratamentos
osmocondicionantes e déficit hidrico na temperatura de 25 °C.

Tratamento Ei CPA CR crp
CD SD CD SD CD SD CD SD
Controle 0aB 35bA 1,6aB 21,7aA 023bB 9,21aA 1,8aB 31,0aA
PEG 0aB 85aA 45aB 18,4aA 0,87aB 9,17aA 54aB 27,5aA
PEG+ZnO 0aA 25bA 1,2aB 10,4 bA 0,18bB 6,58 bA 1,5aB 16,9 bA
Tratamento CPA/CR MS Cresc Vigor
CD SD CD SD CD SD CD SD

Controle 0,10aB 0,42bA 9aB 74aA 36aB 1046aA 88aB 866 aA

PEG 0,17aB 0,50 bA 20aB 68aA 123aB 1009 aA 142aB 848 aA

PEG+ZnO 0,15aB 0,64aA 3aB 86aA 29aB 696bA 78aB 630 bA
M¢édias seguidas pela mesma letra mintiscula na coluna e maitscula na linha nao se diferenciam
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ei: Emergéncia inicial (%); CPA:
comprimento de parte aérea (mm); CR: comprimento de raiz (mm); CTP: comprimento total de
plantula (mm); CPA/CR: razdo entre parte aérea e radicular; MS: massa seca (mg); Cresc:

crescimento; e Vigor, CD: com déficit hidrico, SD: sem déficit hidrico.

No entanto, o tamanho inadequado de nanoparticulas, alta concentracao e alta duragao
do condicionamento podem causar inibicdo da germinacao e reducao do desenvolvimento das
plantulas, alterando seu metabolismo e estrutura celular (Dileep Kumar et al. 2020; Gross et al.
2020). Altas concentracdes de nanoparticulas de ZnO afetam a sintese de clorofila, causam o
desenvolvimento de células anormais e danos a raizes e brotos pelo alto acimulo no nessas

estruturas (Amooaghaie et al., 2016; Laware & Raskar, 2014; Wang et al., 2016). O uso
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adequado e seguro de nanoparticulas no condicionamento de sementes ¢ essencial ndo apenas
para a agricultura, mas também para o meio ambiente e muitos outros setores industriais (Scott
et al. 2018).

Na Tabela 3, os tratamentos condicionantes ndo se diferiram para a germinagao, tempo
médio para 50% de germinacdo, uniformidade de germinagdo, sincronia e incerteza. Contudo,
houve diferenc¢a em relagdo aos niveis de déficit hidrico a 35 °C. A seca ¢ um grande estresse
abiotico, regularmente associado ao calor excessivo, tornando a germinagao lenta ¢ vulneravel

a estresses e resulta em crescimento atrofiado e erratico de plantulas (Rhaman et al., 2022).

Tabela 3. Atributos fisiologicos de sementes de tomate submetidas a diferentes tratamentos
osmocondicionantes e déficit hidrico na temperatura de 35 °C.

Osmocondicionamento
Tratamento G T50 UnifG Sinc Inc Ei TME MS
Controle 36a 12,59a 1,26 a 0,36a 066a 2a 86a 19 ab
PEG 34a 1241a 1,67 a 0,32a 092a 13 8,3a 12b
PEG + ZnO 38a 12,39a 1,52 a 0,39a 099a 2a 10,8a 24 a
Déficit hidrico

Com déficit 4b 13,41 a 0b 0,13b 0,53b 0b 7,7a 3b
Sem déficit 68a 11,52b 2,97 a 0,58a 1,18a 343 10,8a 34 3
M¢édias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo se diferenciam estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. G: germinagdo (%); T50: tempo para atingir 50% de
germinagdo; UnifG: uniformidade de germinagdo; Sinc: sincronia; Inc: incerteza; FEi:

emergéncia inicial (%); TME: tempo médio de emergéncia (dias); MS: massa seca (mg).

A germinagdo das sementes foi superior sem o déficit hidrico e com menor tempo para
atingir 50% (T50). Ja a sincronia foi maior, o que indica que houve sobreposi¢do a germinagao,
ou seja, as sementes germinaram todas em um s6 periodo. E valido ressaltar que esses aspectos
fisiologicos ocorreram em condicdes de estresse térmico, com temperatura de 35°C. Mesmo
sem o déficit hidrico, houve alto grau de incerteza, demostrando que a temperatura também
comprometeu o processo de germinagdo. A incerteza € uma medida que indica se o processo
ocorreu ou ndo, sendo que um baixo valor de incerteza corresponde que a germinagao esta mais
concentrada em um determinado tempo (Carvalho et al., 2015).

A emergéncia inicial foi comprometida, independentemente do nivel do estresse,
porém, houve maior emergéncia de plantulas sem o déficit hidrico, mas com o tempo médio de
emergéncia ndo diferindo. A massa seca das plantulas foi maior quando as sementes foram
condicionadas com as nanoparticulas de ZnO e sem déficit hidrico. De acordo com Sharma et
al. (2021) as nanoparticulas aumentam a atividade de enzimas relacionadas a germinagdo e

promovem rapida hidrolise das reservas, proporcionando maior translocacao e acimulo.
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Em relagdo ao comprimento os melhores resultados no vigor foi observado quando as
plantulas foram condicionadas com PEG e sem as condi¢des de déficit hidrico (Tabela 4). O
condicionamento com ZnO comprometeu o desenvolvimento radicular e o comprimento total

das plantulas.

Tabela 4. Atributos de crescimento e vigor de sementes de tomate submetidas a diferentes
tratamentos osmocondicionantes e déficit hidrico na temperatura de 35 °C.

Osmocondicionamento
Tratamento CR CTP CPA/CR Unif Cresc Vigor
Controle 11,2b 229 a 3,76 a 862 a 1076 b 834 b
PEG 14,1 a 17,9b 2,25a 820 a 1363 a 1048 a
PEG + ZnO 6,4 c 13,0 ¢ 2,16 a 914 a 642 ¢ 530 ¢
Déficit hidrico

Com déficit 45b 5,8b 1,24 b 877 a 419b 332b
Sem déficit 16,6 a 30,1 a 421 a 854 a 1635 a 1277 a

M¢édias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna ndo se diferenciam estatisticamente
pelo teste de Tukey a 5% de significancia. CR: comprimento de raiz (mm); CTP: comprimento
total de plantula (mm); CPA/CR: razdo entre parte aérea e radicular; Unif: uniformidade de
plantulas; Cresc: crescimento; e Vigor.

A razao entre a parte aérea e raiz foi maior sem o déficit hidrico, o que representa uma
maior taxa de crescimento, refletindo-se em maior dindmica das raizes. A rapida regenerago
das raizes pode ser vantajosa em ambientes adversos, nos quais a eficiéncia na captura de
recursos € provavelmente maximizada pela reducdo da longevidade das raizes, aumentando a
capacidade de absor¢do e reduzindo os custos de manutencao (Behling et al. 2018; Pinheiro et
al., 2016).

Na uniformidade das plantulas nao foi verificado diferenga entre os tratamentos e niveis
de estresse. Ja os indices de crescimento e de vigor foram menores quando as sementes foram
condicionadas com PEG + ZnO de acordo com a concentracao testada. Efeitos toxicos do
condicionamento com nanoparticulas mostraram redu¢do da emergéncia de plantulas, reducao
do nimero de plantulas, decréscimo do crescimento de raizes e caules e atraso na floracao,
finalmente, reduzindo o rendimento (Hayes et al. 2020; Pelegrino et al. 2020). Entretanto,
Rhaman et al. (2022) relataram efeitos benéficos, os quais, o condicionamento com
nanoparticulas, modulou o metabolismo da semente, aumento a absor¢do de dgua, a taxa de
hidrdlise, afrouxamento da parede celular, enfraquecimento do endosperma, rapido crescimento
do embrido e desenvolvimento da raiz.

Em condigdes de déficit também houve redugdo do crescimento e do vigor a 35 °C

(Tabela 4). E importante ressaltar que 4gua promove o crescimento do eixo embrionério, sendo
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o veiculo responsavel pela translocacdo e transporte das reservas (Marcos-Filho, 2015b;
Obroucheva et al., 2017; Silveira et al., 2023).

Mesmo sob altas temperaturas (35 °C) houve uma alta porcentagem de emergéncia final
de plantulas sem déficit hidrico, nao havendo distingdo entre os tratamentos de

condicionamento (Tabela 5).

Tabela 5. Atributos fisiologicos de sementes de tomate submetidas a diferentes tratamentos
osmocondicionantes e déficit hidrico na temperatura de 35 °C.

Tratamento Ef CPA
CD SD CD SD
Controle 59 bB 91 aA 1,5aB 12,03 aA
PEG 79 aA 90 aA 2,27 aB 15,35 aA
PEG + ZnO 30 cB 78 aA 0,31 bB 12,89 aA

Meédias seguidas pela mesma letra mintscula na coluna e maitiscula na linha ndo se diferenciam
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de significancia. Ef: emergéncia final (%); CPA:
comprimento de parte aérea (mm). CD: com déficit hidrico, SD: sem déficit hidrico.

No condicionamento com PEG houve maior emergéncia de plantulas com déficit
hidrico, enquanto, o nanocondicionamento com ZnO apresentou pior desempenho nessas
condi¢des. A emergéncia de plantulas foi superior nas condi¢des sem déficit hidrico em
comparacao aquelas submetidas ao déficit.

No comprimento de parte aérea, o nanocondicionamento com ZnO, apresentou menor
desenvolvimento das plantulas em condi¢des de déficit hidrico a 35 °C. No entanto, sem
condigdes de déficit hidrico ndo foram verificadas diferencas entre os tratamentos
condicionantes. Ao comparar os niveis de déficit hidrico, houve maior crescimento da parte
aérea, sem déficit.

A andlise de componentes principais e correlagdo de Pearson podem ser verificados na
Figura 7. Pela andlise de componentes principais (PCA), pode-se observar que os componentes
1 (PC1) e 2 (PC2) explicaram, respectivamente, 84,08% e 6,06 %, da variabilidade total dos

dados, para as varidveis analisadas a 25 °C.
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Figura 7. Anélise de componentes principais (PCA) (A) e matriz de correlacdo de Pearson (B)
das variaveis estudadas a 25 °C para os tratamentos P+ZnOcd (PEG+ZnO sob déficit hidrico);
Pcd (PEG sob déficit hidrico); Ced (Controle sob déficit hidrico); P+ZnOsd (PEG+ZnO sem
déficit hidrico); Psd (PEG sem déficit hidrico); Csd (Controle sem déficit hidrico). SINC:
sincronia; T50: tempo para 50% de germina¢do; UnifG: uniformidade de germinacdo; INC:
incerteza; Ei: emergéncia inicial (%); Ef: emergéncia final (%); TME: tempo médio de
emergéncia (dias); CPA: Comprimento parte aérea; MS: massa seca (mg); CRESC:
Crescimento; CTP: Comprimento total de plantulas; CPA.CR: Razdo comprimento parte aérea
e radicular; G: Germinagdo; UNIF: Uniformidade de plantulas; CR: Comprimento radicular;
VIG: Vigor; PC1: Componente principal 1; PC2: Componente principal 2.

A PCA auxilia na interpretacdo das varidveis relacionadas a qualidade das sementes
pela associagdo das variaveis estudadas (Medeiros et al., 2020). Tendo o PC1 e o PC2 explicado
90.14%, total da variabilidade dos dados. As variaveis CPA.CR, UNIF, G, CR, VIG, CRESC,
INC, UNIFG, MS e CPA podem contribuir para a compreensao do maior vigor das sementes,
visto que se posicionaram proximas no mesmo quadrante para os tratamentos Csd, Psd e
P+Zn0Osd (sem déficit hidrico). Observa-se, ainda, que a nanoparticula ndo apresentou efeito
no aumento da qualidade fisioldgica das sementes.

O tratamento P+ZnOcd apresentou o menor escore no componente principal 1 (PC1),
estando mais fortemente correlacionado ao tempo médio de emergéncia (TME), evidenciando
a influéncia negativa do déficit hidrico sobre o estabelecimento das plantulas. Na auséncia de
estresse hidrico, a 25 °C, o tratamento Psd destacou-se na analise do PC1. Ja no componente
principal 2 (PC2), a variavel eficiéncia de emergéncia (Ef) apresentou maior peso, indicando
que, na dose estudada, as nanoparticulas de ZnO ndo foram eficazes na mitigacdo do déficit

hidrico. Por outro lado, observou-se efeito benéfico do osmocondicionamento na auséncia de
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estresse hidrico. A matriz de correlagdo revelou associagdes positivas significativas (r > 0,7)
entre as variaveis G, MS, UNIFG, INC, CPA, CR, CTP, CPA.CR, UNIF, CRESC ¢ VIG. Em
contrapartida, as variaveis TME, SINC, EF e EI apresentaram correlagdes muito baixas,
corroborando os resultados da analise de componentes principais (PCA), e demonstrando que
essas variaveis ndo influenciaram diretamente o desenvolvimento das plantulas, mas serviram
como indicadoras de maior vigor sob temperatura de 25 °C.

A 35 °C, os componentes principais 1 (PC1) e 2 (PC2) explicaram conjuntamente
94,64% da variabilidade dos dados (Figura 8). No PCl1, as variaveis UNIF, G, CR, VIG,
CRESC, INC, UNIFG, MS, CTP, SINC, EI e CPA contribuiram significativamente para a
caracterizagdo do vigor das sementes. Ja Ef e TME foram as varidveis que mais se destacaram
por diferenciar os tratamentos. Os tratamentos Csd e Psd apresentaram melhor desempenho
geral, enquanto o tratamento P+ZnOsd ocupou posi¢do inferior em relagdo aos demais.

O tratamento Ccd apresentou o menor escore no PCl, evidenciando desempenho
inferior. Notavelmente, o tratamento P+ZnOcd foi posicionado de forma isolada no grafico da
PCA, indicando um comportamento distinto dos demais. Na auséncia de déficit hidrico a 35 °C,
o tratamento Psd foi o que apresentou maior destaque no PC1. Por outro lado, o tratamento
P+ZnOsd apresentou maior tempo médio de emergéncia (TME), enquanto Pcd e Cecd
evidenciaram maiores escores de T50 e CPA.CR.

Nao foi observada mitigacao efetiva dos efeitos do estresse abidtico nas sementes de
tomate com a utilizacdo de nanoparticulas de ZnO na dose estudada. No entanto, o
osmocondicionamento, mesmo em condi¢des sem déficit hidrico, promoveu efeitos benéficos

sobre a qualidade fisiologica das sementes.
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Figura 8. Analise de componentes principais (PCA)(A) e matriz de correlagdo de Pearson (B)
das variaveis estudadas a 35 °C para os tratamentos P+ZnOcd (PEG+ZnO sob déficit hidrico);
Pcd (PEG sob déficit hidrico); Ced (Controle sob déficit hidrico); P+ZnOsd (PEG+ZnO sem
déficit hidrico); Psd (PEG sem déficit hidrico); Csd (Controle sem déficit hidrico). SINC:
sincronia; T50: tempo para 50% de germinagdo; UnifG: uniformidade de germinacdo; INC:
incerteza; Ei: emergéncia inicial (%); Ef: emergéncia final (%); TME: tempo médio de
emergéncia (dias); CPA: Comprimento parte aérea; MS: massa seca (mg); CRESC:
Crescimento; CTP: Comprimento total de plantulas; CPA.CR: Razdo comprimento parte aérea
e radicular; G: Germinagdo; UNIF: Uniformidade de plantulas; CR: Comprimento radicular;
VIG: Vigor; PC1: Componente principal 1; PC2: Componente principal 2.

Na matriz de correlagdo (Figura 8), observaram-se associagdes positivas expressivas (r
> 0,7) entre variaveis relacionadas ao crescimento e a uniformidade. As variaveis TME, MS e
Ef apresentaram correlacdes mais baixas. As demais varidveis com maior correlacdo
concentraram-se no mesmo quadrante da andlise de componentes principais, corroborando os
padrdes observados.

O condicionamento de sementes com nanoparticulas ¢ uma ferramenta promissora que
pode ser empregada para promover o sucesso da produgdo agricola e tornar a agricultura mais
sustentavel. Pode ainda auxiliar a melhorar o crescimento das plantas e mitigar estresses
abioticos, consequentemente, garantindo incrementos de produtividade e qualidade dos
alimentos. No entanto, deve ser necessaria a devida atencao para selecionar a dose e a duracao

do condicionamento das sementes.
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4., CONCLUSOES

Ocorreram alteragdes fisicas nas sementes de tomate com o condicionamento com
nanoparticulas de ZnO.

O potencial fisiolégico das sementes de tomate foi comprometido com o
condicionamento com nanoparticulas de ZnO.

O nanocondicionamento com particulas de ZnO na concentragao testada ndo mitigou os
efeitos causados pelo déficit hidrico e térmico nas sementes de tomate.

A utiliza¢ao de osmocondicionamento pode promover aumento de vigor nas sementes.
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