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RESUMO

OLIVEIRA, A. B. Envelhecimento artificial, osmocondicionamento e estresse osmotico
em sementes de sorgo: Parametros fisiologicos, bioquimicos e citoquimicos. Fortaleza:
UFC. 231 £. (Tese).

Esta pesquisa foi realizada visando a obtencdo de dados bdsicos que possam
auxiliar na compreensdo dos mecanismos fisioldgicos, bioquimicos e citoquimicos
responsdaveis pela deterioracdo de sementes envelhecidas, revigoracdo daquelas
osmocondicionadas e inibi¢cdo da germinagdo e estabelecimento de plantulas de sorgo sob
condicdes de estresse salino, bem como estudar alguns dos mecanismos de adaptacdo ao
estresse. No primeiro capitulo foram avaliados os efeitos dos estresses hidrico (0, -0,2, -0,4 e -
0,8 MPa) e salino (0, 75, 150 e 300 mM de NaCl) na germinagdo e vigor de sementes de dois
genotipos de sorgo forrageiro (CSF 18 e CSF 20). No segundo e terceiro capitulo, a fim de
avaliar a qualidade fisiolégica das sementes em laboratdrio e o estabelecimento de plantulas
de sorgo no campo, respectivamente, utilizou-se um delineamento experimental inteiramente
casualizado com quatro repeticdes, no esquema fatorial 2 x 2, constando de quatro
tratamentos: 1. sementes envelhecidas; 2. sementes nao envelhecidas; 3. sementes
envelhecidas e condicionadas osmoticamente e 4. sementes ndo envelhecidas e condicionadas
osmoticamente. No quarto trabalho foram avaliadas a absor¢do de &dgua, germinacdo e
crescimento inicial de plantulas oriundas de semente envelhecidas, osmocondicionadas e sob
estresse salino (0, 100, 200 ou 300 mM de NaCl). No quinto capitulo foram realizadas
andlises citoquimicas em sementes de sorgo submetidas aos tratamentos descritos no quarto
capitulo, contudo sob salinidade de apenas 100 mM. Os mesmos tratamentos foram utilizados
no sexto capitulo para avaliar o efeito desses fatores sobre o estabelecimento das plantulas,
absor¢do de fons, acimulo de solutos organicos, peroxidacdo de lipidios e alteracdes no
sistema enzimdtico antioxidativo em plantulas cultivadas sob hidroponia na presenga ou
auséncia de NaCl. Os gendtipos de sorgo apresentam tolerancia diferencial aos estresses
osmoticos provocados pelo PEG-6000 e pelo NaCl, sendo que a sensibilidade aos mesmos
varia em fungdo do estddio de desenvolvimento da planta. O envelhecimento artificial e o
estresse salino promovem efeitos prejudiciais a germinagdo, vigor e estabelecimento de
plantulas de sorgo, os quais podem ser parcialmente atenuados com a técnica do
condicionamento osmatico de sementes. O estresse salino provoca redugdes significativas na
qualidade fisiol6gica das sementes e no crescimento inicial das plantulas de sorgo,
provocando algumas alteracdes citoquimicas nas sementes e vdrias alteragdes fisiologicas e
bioquimicas em plantulas sob cultivo hidroponico.

Palavras-chave: Sorghum bicolor, envelhecimento acelerado, priming, resisténcia a
salinidade, germinagao.



ABSTRACT

OLIVEIRA, A. B. Artificial aging, osmoconditioning and osmotic stress in sorghum
seeds: physiological, biochemical and cytochemical parameters. Fortaleza: UFC. 230 p.
(D.Sc. Tesis).

This research was carried out in order to obtain basic data that can help them
understand the physiological, biochemical and cytochemical responsible for the deterioration
of aged seeds, reinvigoration of those primed and inhibition of germination and seedling
establishment of sorghum under salt stress and study some of the mechanisms of adaptation to
stress. The first chapter studies the effects of water stress (0, -0.2, -0.4 and -0.8 MPa) and
saline (0, 75, 150 and 300 mM NaCl) on germination and seed vigor two genotypes of
sorghum (CSF 18 and CSF 20). In the second and third chapter, to assess the quality of the
seeds in the laboratory and the establishment of sorghum seedlings in the field, respectively,
used a completely randomized design with four replications and a 2 x 2, consisting of four
treatments: 1. aged seeds, 2. aging seeds 3. aged seeds and osmotically conditioned and 4.
aging seeds and osmotically conditioned. In the fourth study we evaluated the water uptake,
germination and early growth of seedlings derived from seeds aged, primed and under salt
stress (0, 100, 200 or 300 mM NaCl). In the fifth chapter cytochemical tests were performed
on seeds of sorghum subjected to the treatments described in the fourth chapter, but under a
salinity of only 100 mM. The same treatments were used in the sixth chapter to evaluate the
effect of these factors on seedling establishment, absorption of ions, organic solutes
accumulation, lipid peroxidation and changes in enzymatic antioxidant system in seedlings
grown in hydroponics in the presence or absence of NaCl. The sorghum genotypes show
differential tolerance to osmotic stress caused by PEG-6000 and by NaCl, and the sensitivity
to them varies depending on the stage of plant development. The artificial aging and salt
stress promote adverse effects on germination, vigor and stand establishment of sorghum,
which can be partly alleviated by the technique of priming seeds. Salt stress leads to
significant reductions in the quality of the seeds and early growth of sorghum seedlings,
causing some cytochemical changes in the seeds and various biochemical and physiological
changes in seedlings under hydroponic cultivation.

Keywords: Sorghum bicolor, accelerated aging, priming, resistance to salinity, germination.
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1. INTRODUCAO GERAL

Na producao de uma determinada cultura, um dos principais riscos refere-se a nao
obtencdo de um estabelecimento adequado de plantas no campo. Quando um estande minimo
nao ¢é alcancado, haverd a necessidade de ressemear ou optar por outra cultura, o que
implicard aumentar os custos de producdo e reduzir as chances de obter-se uma alta
produtividade, pois o agricultor provavelmente ndo estard semeando na época mais adequada
(BRACCINI et al., 1999).

O uso de sementes de baixa qualidade, aliado a ocorréncia de condigdes
ambientais adversas por ocasido do plantio, tais como temperaturas extremas, periodos de
estiagem (veranicos) e solos com excesso de sais pode resultar em baixa porcentagem de
germinacdo e menor velocidade de emergéncia das plantas. A salinidade do solo ou da dgua
de irrigagdo tem sido considerada uma das causas mais comuns da baixa emergéncia das
plantulas de sorgo no Brasil (OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2009). Além disso, a qualidade
fisioldgica da semente utilizada para o plantio da cultura é um dos fatores que podem levar a
ndo obtencdo de um estande adequado. Sementes consideradas de alto vigor normalmente
apresentam germina¢do mais rdpida e uniforme, sendo capazes de suportar melhor as
adversidades do ambiente (BRACCINI et al., 1999).

A deteccdo da deterioragdo de sementes por intermédio de testes de vigor pode ser
entendida como componente importante na avaliacdo da qualidade fisiolégica, contribuindo
na soluc¢do de relevantes problemas da industria de sementes. Os objetivos bdsicos dos testes
de vigor consistem em avaliar ou detectar diferencas significativas na qualidade fisioldgica de
lotes de sementes com germinacdo semelhante, complementando as informag¢des fornecidas
pelo teste de germinagao; distinguir, com seguranca, lotes de alto dos de baixo vigor; separar
(ou classificar) lotes em diferentes niveis de vigor, de maneira proporcional ao
comportamento quanto a emergéncia das plantulas, resisténcia ao transporte e potencial de
armazenamento (MARCOS-FILHO, 1999).

O teste de envelhecimento acelerado, desenvolvido por Delouche e Baskin (1973),
com o intuito de avaliar o potencial relativo de armazenamento de lotes de sementes, destaca-
se por apresentar, dentro de um mesmo laboratério, alto grau de padronizacdo e
reprodutibilidade, tanto em termos de metodologia de execug¢do como interpretacdo dos
resultados obtidos. Esse teste tem como base o fato de que a taxa de deterioracdo das

sementes ¢ aumentada consideravelmente através da exposi¢do a niveis muito adversos de
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temperatura e umidade relativa, considerados os fatores ambientais mais relacionados a
deterioracdo. Desse modo, lotes de sementes com alto vigor manterdao sua viabilidade quando
submetidos ao estresse, enquanto as de baixo vigor terdo sua viabilidade reduzida (MARCOS-
FILHO, 1994; ISTA, 1995).

Lotes de sementes de baixa qualidade frequentemente requerem um maior tempo
para germinacdo e emergéncia das plantulas. Tal fato torna as plantulas mais sensiveis as
adversidades climdticas, reduzindo a porcentagem final de emergéncia e, normalmente,
promovendo um estande desuniforme. Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de
reduzir o tempo necessdrio entre a semeadura e a emergéncia das plantulas, bem como
aumentar a tolerancia das sementes as condi¢des adversas durante a germinagdo. Tratamentos
como o condicionamento osmético ou priming, condicionamento matrico, pré-hidratagao,
umidificacdo, “fluid drilling”, entre outros, tém apresentado resultados bastante promissores
nesse sentido com sementes de diversas espécies (TAYLOR; HARMAN, 1990; KHAN,
1992).

Durante o condicionamento osmético, a semente hidrata-se lentamente, o que
permite um maior tempo para a reparagdo ou reorganizacdo das membranas, possibilitando
que os tecidos se desenvolvam de maneira mais ordenada e reduzindo os riscos da ocorréncia
de danos ao eixo embriondrio causados pela rdpida embebic¢do. Varias mudancas fisiologicas
e bioquimicas ocorrem nas sementes durante o tratamento ou em consequéncia do
condicionamento osmotico. Essas mudangas incluem a sintese de macromoléculas, aumento
da atividade de vérias enzimas, aumento no poder germinativo e vigor e superacdo da
dorméncia (MARCOS-FILHO, 2005).

Diversos trabalhos tém demonstrado que o vigor das sementes é o componente de
qualidade mais influenciado pelo priming. Por essa razdo, o tratamento tem sido comumente
designado na literatura como revigoramento de sementes. O vigor das sementes, com
frequéncia, mostra-se elevado com o condicionamento osmético, bem como a taxa, sincronia
e porcentagem de emergéncia das plantulas, revelando resultados superiores aqueles obtidos
com sementes nao tratadas de varias espécies, particularmente sob condi¢des adversas no
plantio, tais como baixas e altas temperaturas, déficit hidrico ou salinidade (FOTI et al., 2002;
MURUNGU et al., 2005; PATANE; CAVALLARO; COSENTINO, 2009).

Segundo Tilden e West (1985), os efeitos nocivos provocados pelo
envelhecimento acelerado foram revertidos pela embebicdo lenta das sementes de soja
(condicionamento osmdtico). Segundo eles, o priming reduziu os valores do teste de

condutividade elétrica e aumentou a porcentagem de germinacdo de sementes de baixo vigor,
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sugerindo que o mecanismo de reversao foi, provavelmente, metabdlico, uma vez que estava
na dependéncia da temperatura, grau de umidade e duragdo do tratamento. Este aparente
“rejuvenescimento” foi aceito como evidéncia para o processo de reparagdo metabdlica de
alguns componentes subcelulares bem como da membrana plasmatica.

Sung e Chang (1993) verificaram que o condicionamento osmoético aumentou a
porcentagem final e a uniformidade de emergéncia de sementes de milho-doce, especialmente
em baixas temperaturas. De acordo com Braccini et al. (1999), o aumento nos periodos de
envelhecimento acelerado influenciou negativamente o desempenho das sementes de soja,
mas o tratamento com PEG-6000 foi satisfatério para manter a qualidade das mesmas.
Carvalho et al. (2000), por sua vez, aplicaram o condicionamento osmoético em sementes de
sorgo e constataram aumento na velocidade de emergéncia e capacidade de estabelecimento
das plantulas, sendo que as sementes envelhecidas e ndo envelhecidas comportaram-se de
maneira diferente quanto a germinagdo e ao vigor. Perez e Jardim (2005) relataram em sua
pesquisa com sementes condicionadas de paineira (Chorisia speciosa St.-Hil), que estas
apresentaram maior velocidade de germinacdo sob estresses salino e térmico. Patane,
Cavallaro e Cosentino (2009) acrescentam que o osmocondicionamento de sementes de sorgo
sacarino pode ser uma alternativa para atenuar os estresses salino e térmico durante a
germinagdo e crescimento da radicula.

A influéncia nociva dos sais na agricultura apesar de se refletir diretamente na
producgdo das culturas, se manifesta primeiramente na germinacao. O excesso de sais diminui
o potencial hidrico do meio dificultando a absorcdo de dgua pela semente. Posteriormente,
processos como os de divisdo e alongamento celular sdo também afetados, assim como o de
mobilizacdo das reservas indispensdveis para o processo de germinagcdo (SOLTANI;
GHOLIPOOR; ZEINALI, 2006; VOIGT et al., 2009).

Muito embora haja diversos estudos envolvendo o envelhecimento precoce, o
osmocondicionamento e o estresse salino na germina¢do de sementes de algumas espécies de
cereais, observa-se que hd poucas informacdes disponiveis quando se trata das complexas
mudancas que ocorrem no organismo vegetal durante esta fase e o subsequente crescimento
das plantulas, além disso, a maioria das pesquisas aborda esses fatores de maneira isolada.
Nesse contexto, os poucos trabalhos existentes na literatura utilizando a técnica do
condicionamento osmético em sementes de sorgo sdo bastante promissores, contudo, ainda
sd0 necessdrias informacdes especificas a respeito das implicagdes fisioldgicas, citoquimica e
bioquimica, além da resposta de sementes com diferentes niveis de vigor e sob condicdes de

estresse, antes de sua utilizacdo em ambito comercial.
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1.1. Objetivos gerais

Obtencdo de dados basicos que possam auxiliar na compreensdao dos mecanismos
fisiolégicos, bioquimicos e citoquimicos responsaveis pela deterioracio de sementes
envelhecidas, revigoragdo daquelas osmocondicionadas e inibicdio da germinagdo e
estabelecimento de plantulas de sorgo sob condicdes de estresse salino, bem como estudar

alguns dos mecanismos de adaptacdo ao estresse.

1.2. Objetivos especificos

» Avaliar a influéncia dos estresses hidrico e salino na germinagio e vigor de sementes
de dois genétipos de sorgo com tolerancia diferencial a salinidade na fase de

crescimento vegetativo (Capitulo I).

» Estudar os efeitos do condicionamento osmoético de sementes de diferentes niveis de
vigor (submetidas ou ndo ao envelhecimento artificial) sobre a germinacao e vigor em

ambiente de laboratério (Capitulo II).

» Verificar se a emergéncia e crescimento inicial de plantulas de sorgo no campo sio

afetados pelo envelhecimento e/ou condicionamento das sementes (Capitulo III).

» Analisar a absor¢do de dgua, germinacgdo e crescimento inicial de plantulas oriundas
de sementes de diferentes niveis de vigor (envelhecidas ou ndo) e submetidas ou nao

ao osmocondicionamento sob condi¢des comtrole e de estresse salino (Capitulo IV)

» Observar as alteragdes citoquimicas durante o processo de germinagio de sementes de

diferentes niveis de vigor (envelhecidas ou ndo) e submetidas ou ndo ao
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osmocondicionamento sob condi¢gdes controle e de estresse salino (Capitulo V)

» Avaliar os efeitos do condicionamento de sementes com diferentes qualidades sobre o
estabelecimento das plantulas, absor¢do de ions, actimulo de solutos organicos,
peroxidacao de lipidios e alteracdes no sistema enzimdtico antioxidativo em cultivo

hidropdnico na presenca ou auséncia de NaCl (Capitulo VI).

2. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

O presente trabalho foi dividido em experimentos sequenciais e independentes
que resultaram na producdo de seis capitulos, cada qual correspondendo a um artigo
cientifico, sendo apresentados os que ja foram submetidos ou publicados conforme as normas
de cada revista. O primeiro capitulo € intitulado “Germinacao e vigor de sementes de sorgo
forrageiro sob estresse hidrico e salino”, o qual permitiu, comparando com pesquisas
anteriores, verificar se hd variacao na tolerdncia ao estresse osmoético em fungdo do estigio
fenoldgico, bem como, saber qual destes estresses e que niveis aplicados afetam a germinagdo
na cultura em estudo, dando suporte de grande relevancia para os experimentos posteriores.
De inicio, o plano experimental seria usar os genétipos utilizados neste capitulo em todos os
trabalhos da tese, contudo em virtude da dificuldade de obtencdo de material optou-se por
trabalhar com o sorgo granifero IPA-1011, o qual estava disponivel em abundancia e foi
utilizado em todos os outros capitulos. O segundo capitulo tem como titulo “Efeito do
condicionamento osmético na germinacao e vigor de sementes de sorgo com diferentes
qualidades fisiolégicas”, possibilitando por meio deste a obtengdo de dados a respeito do
comportamento germinativo em resposta ao priming de dois sublotes de sementes de sorgo
(envelhecido artificialmente ou ndo) em condi¢cdes Otimas para a cultura (ambiente de
laboratério). O terceiro trata do estudo sobre “Estabelecimento de plintulas de sorgo
oriundas de sementes osmocondicionadas de diferentes qualidades fisiolégicas”,
fornecendo subsidios para avaliar se os efeitos do osmocondicionamento observados na
germinagdo em ambiente de laboratorio (Capitulo II) sdo confirmados por ocasido do

estabelecimento do estande de plantulas no campo. O quarto capitulo € intitulado “Influéncia
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do NaCl na embebicao, germinacio e crescimento inicial de plantulas de sorgo oriundas
de sementes envelhecidas artificialmente e osmocondicionadas”, o qual viabilizou avaliar
se o condicionamento osmdtico atenua os efeitos deletérios da salinidade em sementes com
diferentes qualidades fisiol6gicas. O quinto foi a pesquisa sobre: “Alteragoes citoquimicas
durante a germinacido de sementes de sorgo envelhecidas artificialmente e
osmocondicionadas, sob estresse salino”, que avaliou as diferentes varia¢cdes na mobiliza¢do
de reservas das sementes em funcdo desses trés fatores avaliados durante o processo
germinativo. O sexto capitulo tem como titulo “Alteracoes fisioléogicas e bioquimicas de
plantulas de sorgo provenientes de sementes submetidas ou nao ao envelhecimento
artificial e ao osmocondicionamento, cultivadas sob estresse salino”, permitindo, por meio
deste ensaio, a obtencdo de dados relacionados com a fisiologia e bioquimica das plantulas em

funcdo dos fatores analisados.



24

3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Consideracoes sobre a cultura

3.1.1. Caracteristicas gerais do sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor (L.) Moench) é uma graminea origindria da regido
central do continente africano. E uma cultura muito antiga cultivada muito antes da era crista.
Foi domesticado, provavelmente, na Etidpia, hd cerca de 5.000 anos e em seguida foi
cultivada na Africa Ocidental, desde o Suddo até o rio Niger (FERNANDES, 1981).

E uma cultura anual, cultivada, principalmente, nas regides tropicais com latitude
de até 45° norte ou sul, que apresentam clima quente e seco, onde a cultura do milho,
geralmente, ndo apresenta bom desempenho. O sorgo é uma espécie C4 que apresenta alta
producdo de matéria seca e caracteristicas especificas de tolerancia a seca e ao calor, porém
de baixa tolerncia ao frio, o que dificulta seu cultivo nas regides frias ou temperadas
(TABOSA et al., 1999). Com relacdo a natureza e a forma de utilizagdo, existem quatro tipos
basicos de sorgo: o sorgo granifero, o forrageiro, o sacarino e o vassoura. Existem também
suas combinagdes, os chamados de dupla aptidao, como o granifero-forrageiro, o granifero-
sacarino e o forrageiro-sacarino. Possui multipla utilizacdo, desde a alimentagdo humana, caso
da maioria dos paises da Africa e da Asia, até a alimentacdo animal, o que € o caso da maioria
dos paises ocidentais que o utilizam como principal substituto do milho.

O sorgo € o quinto cereal mais produzido no mundo, ficando atrds do milho (Zea
mays L.), do trigo (Triticum aestivum L.), do arroz (Oryza sativa L.) e da cevada (Secale
cereale L.). Aproximadamente 90% da 4area cultivada encontra-se nos paises em
desenvolvimento da Asia e Africa (FAO, 2010), no entanto, as maiores produgdes sao
encontradas nos Estados Unidos, em decorréncia do nivel tecnoldgico utilizado nos tultimos
25 anos.

No Brasil, a introdu¢do do sorgo € relativamente recente e se deu no Rio Grande
do Sul, onde foram realizados ensaios pioneiros nas extintas estagdes experimentais da Escola
de Engenharia da Universidade Federal do Rio Grande do Sul (VEIGA, 1986). A partir da

década de 70, tornou-se uma cultura comercialmente significativa ao alcancar uma area de
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plantio de 80 mil hectares, concentrados, principalmente, no Rio Grande do Sul e Sdo Paulo
(LIRA; FARIS; MAFRA, 1982). Nas décadas de 70 e 80, na regido Nordeste, o sorgo recebeu
os maiores incentivos de O6rgdos oficiais para sua expansdo, entretanto, esse esforco
governamental ndo conseguiu estabelecer essa cultura na regido de forma desejada
(PITOMBEIRA, 2006). Trabalhos e projetos governamentais relativamente recentes t€ém
impulsionado a cultura do sorgo, particularmente nos estados do Ceard e Pernambuco
(TABOSA et al., 2002).

O sorgo produzido no pais é destinado principalmente a indudstria de alimentos
para aves, suinos e ruminantes, sendo os estados de Goids e Minas Gerais 0s maiores
produtores a nivel nacional (IBGE, 2009). Entretanto, a introducdo do plantio do sorgo nos
estados do Nordeste brasileiro tem apresentado notdveis incrementos nos ultimos anos.
Diferente de outras gramineas cultivadas, o sorgo se adapta melhor a condi¢des adversas de
clima e solo, devido as suas caracteristicas morfo-fisioldgicas que determinam o uso mais
eficiente da dgua nesses ambientes (TABOSA, 1987). Seu melhor desempenho em ambientes
quentes e secos e a intensifica¢do do seu cultivo no semi-arido nordestino tornam o sorgo uma
cultura estrategicamente importante para o Brasil. Em anos com ocorréncia de condig¢des
climéticas desfavordveis, a producao do sorgo poderia reduzir o impacto negativo que esses
fatores teriam no abastecimento de grdos para o pais.

De acordo com os levantamentos sistemdticos da produgdo agricola, realizados no
ano de 2009, o Brasil apresentou drea plantada de 812.300 ha e producao total de 1.862.676 t
de sorgo granifero, gerando um rendimento médio de 2.337 kg/ha. A regido Centro-Oeste do
pais, maior produtora de grdos, apresentou 525.032 hectares de drea plantada e produziu
1.253.371 toneladas de graos, o que equivale a 64,6 e 67,3% de participacdo nos valores totais
do pais, respectivamente. A regido Nordeste apresentou no referido ano uma area plantada e
producdo de 117.259 ha e 152.540 t, respectivamente, resultando numa produtividade média
de 1.458 kg/ha. Em termos percentuais esses valores correspondem, respectivamente, a 14,4%
da 4rea plantada e 8,2% da producdo total de sorgo (graos) no Brasil (IBGE, 2009).

A cultura do sorgo tem maiores possibilidades de solucionar o problema da
caréncia de fonte energética principalmente na regido Nordeste, em virtude da alta
produtividade, boa adequacdo a mecanizagdo, resisténcia as estiagens, menor exigéncia de
solo e, consequentemente, menores riscos € maior receita liquida. Assim, o sorgo pode ser
utilizado nas racdes de monogdstricos e ruminantes, podendo ser fornecido na forma direta de
graos como ingrediente na ra¢do, como corte verde em cochos, pastejo ou ainda conservados

na forma de feno e silagem (POMPEU, 2003).
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3.1.2. Caracteristicas agronéomicas do sorgo

O sorgo € uma graminea anual, tipica de clima quente, de baixa exigéncia quanto
a fertilidade do solo e tolerante/resistente aos fatores abidticos, tais como: estresse hidrico,
salinidade e encharcamento (TABOSA, 1987). Essa resisténcia/tolerancia a fatores abidticos é
devido as caracteristicas morfo-fisiol6gicas do sistema radicular e da parte aérea dos
diferentes genotipos de sorgo. O sistema radicular é composto de raizes finas e ramificadas
com desenvolvimento subsuperficial, o qual permite que a planta absorva uma maior
quantidade de dgua em um mesmo volume de solo. O acimulo de 4gua em maior quantidade
nas raizes, colmos e bainhas do que nas folhas, juntamente com uma camada espessa de cera
que recobre a epiderme das folhas (cuticula), colaboram para uma menor taxa de transpiracdo
e desidratacdo e maior tolerancia ao estresse hidrico. A tolerancia a seca é diferenciada
conforme o gendtipo (MASOJIDEK et al., 1991, DONATELLI; HAMMER; VANDERLIP,
1992 e LACERDA, 2000), dentro da mesma espécie vegetal. Assim, diferentes materiais
genéticos de uma mesma espécie podem responder de maneiras distintas ao estresse hidrico.

A planta de sorgo possui caracteristicas fisioldgicas que permitem parar o seu
crescimento e reduzir sua atividade metabdlica durante o periodo de estresse hidrico, sendo
capaz de reiniciar seu crescimento e aumentar sua atividade metabdlica logo que a dgua se
tornar disponivel (MASOJIDEK et al., 1991). Provavelmente, no inicio do estresse hidrico a
planta acumula fotoassimilados, os quais podem induzir um crescimento mais acelerado apds
o término do estresse (DONATELLI; HAMMER; VANDERLIP, 1992).

Segundo a Wisconsin Corn Agronomy (2001), citado por Aquino (2005), para
alcancar altas produtividades, o sorgo requer dias e noites quentes, com temperaturas médias
acima de 25 °C, atingindo a maturidade entre 90 e 140 dias. E uma espécie indicada para
regides que apresentam regime hidrico desfavoravel, com precipitagdes variando de 400 a 600
mm por ano ou menos. Em regides isentas de geada, o sorgo comporta-se como uma cultura
semiperene. Esta caracteristica permite duas ou mais colheitas em um sé plantio, podendo
aumentar a quantidade de material verde produzido (SWERINGIN et al., 1971), dependendo
das condicdes edafocliméticas, da disponibilidade minima de 4gua e dos niveis da adubacgado

de reposicao.
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3.1.3. O sorgo e o estresse salino

Em relacdo a salinidade, Rhoades, Kandiah e Mashali (2000) afirmam que o sorgo
tem sua salinidade limiar em torno de 6,8 dS m’! (condutividade elétrica do extrato de
saturacao do solo) e 4,5 dS m™ (condutividade elétrica da agua de irrigacdo) com as plantas ja
estabelecidas. Entretanto, os niveis de salinidade necesséarios para que ocorra uma reducao de
50%, tanto na emergéncia como na produc¢do, variam entre 13 e 15 dS m”. Em experimentos
conduzidos em casa de vegetacdo, Fageria e Gheyi (1997) mostraram que o sorgo, o trigo € o
feijdo caupi foram mais sensiveis durante o estddio vegetativo e no inicio da fase reprodutiva,
menos sensiveis no estadio de floracdo e insensiveis no estadio de enchimento de graos.

Oliveira (2002), estudando o efeito do estresse salino provocado por
concentracdes iso-osmoéticas de NaCl + KCI em diferentes combinacdes, sobre o crescimento
e o acimulo de ions nas folhas de dois genétipos de sorgo forrageiro, um sensivel (CSF 18) e
outro tolerante (CSF 20), concluiu que a maior sensibilidade do CSF 18 parecia estar
relacionada ao maior acimulo de fons potencialmente téxicos, ao menor actimulo de K* e a
maior relacdo Na*/K" nos tecidos foliares. No entanto, o aumento das concentracdes de KClI
na solugdo nutritiva resultou na diminui¢do dos teores de Na" e no aumento dos teores de K*
nas folhas, sem que tenha resultado em maior tolerancia ao estresse salino. Nesse sentido,
deve-se observar que uma resposta fenotipica de tolerancia ou de sensibilidade a salinidade
nao depende somente da expressdo isolada de um mecanismo ou de uma caracteristica
genética, agronOmica, bioquimica ou fisiolégica, mas da acdo e de uma interacio de um

conjunto de genes que depende de fatores intrinsecos de cada espécie (YEO, 1999).

3.2. Qualidade das sementes

A qualidade das sementes € um conceito multiplo que compreende diversos
componentes. Para muitos dos que irdo utiliza-la, uma semente de qualidade é aquela que vai
germinar e estd livre de espécies invasoras indesejadas. Este conceito publico reflete-se no
fato de que para muitos laboratérios de andlise de sementes, entre 80 e 90% de todas as
andlises solicitadas sdo de pureza e germinacdo. Contudo, existem outros componentes de

qualidade das sementes que podem ser agrupados em trés categorias, envolvendo: 1. a
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descricdo — espécie e pureza varietal, pureza analitica, uniformidade e massa da semente; 2. A
higiene — contaminagdo com invasoras nocivas, sanidade da semente, contaminagdo com
insetos e dcaros; e 3. o potencial de desempenho — germinagdo, vigor, emergéncia e
uniformidade em campo (HAMPTON, 2001).

A utilizacdo de sementes de alta qualidade € um pré-requisito para o
estabelecimento rapido e uniforme das plantulas no campo com consequéncias no estande, na
produtividade e na qualidade do produto colhido. A qualidade da semente é particularmente
critica quando sdo utilizadas novas cultivares ou hibridos, pois, devido ao alto custo, ha
necessidade de melhores técnicas para se obter melhor emergéncia. Visando a melhoria na
qualidade das sementes e rdpido e uniforme estabelecimento das plantulas, diferentes tipos de
tratamentos tém sido estudados, dentre eles, o condicionamento osmoético (BRADFORD,

1986).

3.3. Germinacao das sementes

A germinacdo consiste numa série de eventos que se inicia com a absor¢do de
dgua pela semente e termina com a emersdo da radicula ou de outra parte do embrido
(BEWLEY; BLACK, 1994).

Compreende uma sequéncia ordenada de eventos metabdlicos, que resulta no
reinicio do desenvolvimento do embrido, originando uma plantula (MARCOS-FILHO, 2005).
Ja Copeland e McDonald (1985) conceituam como sendo a reativagdo do crescimento do
embrido, resultando na ruptura da cobertura da semente e na emergéncia da plantula.

De acordo com as Regras para Andlise de Sementes (RAS) (BRASIL, 1992), a
germinagdo de sementes em teste de laboratorio é a emergéncia e o desenvolvimento das
estruturas essenciais do embrido, demonstrando sua aptiddo para produzir uma planta normal

sob condig¢des favordveis de campo.

3.3.1. Etapas da germinacio das sementes
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Segundo Bewley e Black (1994) o processo de germinagdo ou embebigcdo de
sementes pode ser dividido em trés fases (Figura 1). De acordo com a Figura 1, na fase I da
curva, a absor¢ao de dgua pela semente é relativamente rapida, ocorrendo em decorréncia do
potencial matricial dos diversos tecidos que compdem a semente. Esta etapa independe da
semente estiver viva, morta ou dormente. No plano bioquimico essa fase marca o inicio da
degradacdo das substancias de reserva, de modo a garantir energia e nutrientes necessarios a
retomada do crescimento do embrido. Ao atingir cerca de 25% de umidade, para espécies
albuminosas, e 40%, para as exalbuminosas, tem inicio entdo a fase II. Nesta fase
aparentemente estd ocorrendo um transporte ativo do tecido de reserva para o tecido
meristemdtico, a absor¢ao de dgua é quase nula visto que os potenciais hidricos do substrato e
da semente sao semelhantes. No entanto a duragdo desta fase em relacdo a fase I é geralmente
mais longa. O eixo embriondrio, apesar de ja estar recebendo nutrientes, ainda ndo consegue
crescer (POWEL; MATTEUS, 1978; BEWLEY; BLACK, 1994). Ao final da fase II ocorre
um subito incremento no teor de dgua das sementes. Inicia-se entdo a fase III que ¢é
caracterizada pela reorganizagao das substancias para formar o citoplasma, o protoplasma e as
paredes celulares, o que resulta no crescimento do eixo embriondrio, a chamada germinagao

visivel (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).
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Figura 1. Padrdo trifdsico de captagdo de dgua pelas sementes durante a germinacdo (BEWLEY; BLACK,
1994).
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Segundo Bewley e Black (1994), é necessdrio que seja atingido um grau minimo
de umidade para haver germinacdo, como por exemplo: 30% para sementes de milho, 26,5%
(arroz), 33,4% (algodao) e 29,4% (mamona). A absorcdo de dgua por uma semente € dirigida
pelo potencial hidrico (Ww) de suas células, o qual se relaciona com outros trés potenciais
pela seguinte formula: Yw = ¥y, + ¥ + ¥, sendo ¥, o potencial matrico, ¥, o potencial
osmotico e W, o potencial de pressdo. O ¥y, € resultante de algumas matrizes, como por
exemplo, parede celular, amido e proteinas que sofrem hidratacao e se ligam a dgua. O
potencial osmético W, surge em fun¢do da concentracio de solutos dissolvidos no interior das
células. Por tltimo, o ‘¥, se relaciona a forga contrdria da parede celular e a turgescéncia
causada pela entrada de dgua na célula (CARVALHO; NAKAGAWA, 2000; TAIZ; ZEIGER,
2004).

3.3.2. Mudancas morfoldgicas e bioquimicas durante a germinacao

As sementes tém sido estudadas intensamente quanto a composicdo quimica de
suas reservas. O conhecimento da composi¢do quimica € de interesse pratico em tecnologia de
sementes, porque tanto o vigor quanto o potencial de armazenamento das sementes sao
influenciados pelo teor dos compostos presentes. Outro aspecto importante diz respeito a
influéncia da composi¢do quimica no gasto das plantas em energia para produzi-las
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Nao sé as mudangas bioquimicas, mas também as alteracdes estruturais e
anatomicas relacionadas ao metabolismo das reservas armazenadas em sementes t€ém sido
descritas por muitos autores em trabalhos que avaliaram essas modificagcdes durante o
processo germinativo de diferentes espécies (STONE; GIFFORD, 1997; SILVA;
CORTELAZZO; DIETRICH, 1997; SILVA; CORTELAZZO; DIETRICH, 1998).

O acumulo das substancias de reservas durante a formacdo das sementes tem
basicamente duas fungdes, que se relacionam com a manuten¢do e o desenvolvimento do
embrido, sendo fonte de energia para manter processos metabdlicos em funcionamento e/ou
fonte de matéria para a construcdo de tecidos vegetais que irdo constituir as plantulas
(BUCKERIDGE et al., 2004; GALLAO et al., 2007). Os carboidratos e os lipidios servem

como fonte de energia e carbono para a germinacdo das sementes e o desenvolvimento das
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plantulas, enquanto que as proteinas tém como funcdo armazenar nitrogénio e enxofre
essenciais para a sintese de proteinas e compostos secundérios essenciais para a plantula em
crescimento (CORTE et al., 2006).

A mobilizacdo das reservas e a sua regulacdo durante a germinacao de sementes
de dicotiledoneas tém sido bastante estudadas e duas hipéteses foram propostas para explicar
o papel do eixo embriondrio nesse processo (BEWLEY, BLACK, 1994; BEWLEY, 1997).
Primeiramente, o crescimento do eixo pode agir como dreno, direcionando os produtos da
degradacdo, os quais podem inibir o desenvolvimento posterior das enzimas e/ou inibir as
suas atividades. Segundo, o crescimento do eixo pode produzir substancias de crescimento
das plantas, os hormoénios que estimulam a sintese de enzimas hidroliticas necessdrias para a
mobiliza¢do das reservas nos cotilédones. A mobilizacdo das reservas e o crescimento das
plantulas parecem ser processos eficientemente sincronizados com a influéncia do eixo

embriondrio nos dois processos (ALENCAR, 2009).

3.4. Condicionamento osmotico de sementes

Quando uma semente se hidrata, uma série de mudancas fisiologicas e
bioquimicas ocorrem no embrido. Uma embebi¢do prolongada, particularmente sob baixos
potenciais hidricos, apresenta uma influéncia bastante acentuada na velocidade, sincronia e
porcentagem de germinacdo das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994). Segundo Khan
(1992), varios procedimentos de hidratacdo das sementes t€ém sido desenvolvidos para
aumentar a taxa e a uniformidade de emergéncia das plantulas. Um desses procedimentos tem
sido a embebicao das sementes com quantidades limitadas ou ndo de dgua, sob temperaturas
baixas ou moderadas (pré-hidratacio e hardening). Outro procedimento refere-se a pré-
germinagdo das sementes, em condi¢des 6timas de umidade e temperatura, € semeadura com a
utilizagdo de géis, os quais atuam como substancias protetoras do eixo embriondrio (fluid
drilling). Uma terceira técnica tem sido a hidratacdo das sementes em umidades relativas do
ar elevadas (umidificagdo). A quarta e mais popular técnica € a hidratacdo das sementes em
solucdes de baixo potencial hidrico de solutos orginicos e inorganicos por determinados
periodos de tempo (condicionamento osmético) ou por meio da embebicao das sementes em
meio solido (condicionamento matrico) (HEYDECKER; HIGGINS; GULLIVER, 1973;
HEYDECKER; HIGGINS; TURNER, 1975; KHAN, 1992).
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A técnica do condicionamento osmotico desenvolvida por Heydecker, Higgins e
Gulliver (1973) e Heydecker, Higgins e Turner (1975), apesar de fisiologicamente complexa,
¢ simples em conceito.Tem como objetivo reduzir o periodo de germinagdo, bem como
sincronizar e melhorar a emergéncia das plantulas, submetendo as sementes a um controle da
hidratacdo suficiente para permitir 0s processos respiratdrios essenciais a germinagdo, porém
insuficiente para propiciar a protrusio da radicula. Isto é, as sementes completariam as fases I
e II da embebicao, que sdo preparatdrias para a germinagdo, sem, no entanto, avangarem para
a fase III, caracterizada pelo alongamento celular e protrusdo da radicula (SANTOS et al.,
2008).

O osmocondicionamento baseia-se no controle da hidratacdo das sementes a um
nivel que permita que ela inicie a atividade metabdlica pré-germinativa, mas iniba a protrusao
da radicula. As sementes sdo colocadas em contato com uma solu¢@o aquosa de um composto
quimicamente inerte, mas osmoticamente ativo, como manitol ou polietilenoglicol. A partir
dai, as sementes iniciam a embebi¢do de d4gua normalmente, paralisando o processo assim que
entram em equilibrio com o potencial osmético da solugcdo, o qual € regulado a fim de
possibilitar que ocorram o0s processos iniciais da germinagdo, mas que ndo haja o
alongamento celular e, por conseguinte, a emergéncia da radicula, ou seja, a germinagdo ndo €
concluida (MARCOS-FILHO, 2005).

Sementes tratadas desta forma podem ser novamente desidratadas ao conteudo de
umidade inicial sem perda significativa dos efeitos benéficos promovidos pelo tratamento.
Esse processo de secagem das sementes apds o tratamento de condicionamento osmético tem
sido comumente designado na literatura como hidratacao-desidratacdo (BRACCINI et al.,

1999).

3.4.1. Métodos de condicionamento

As metodologias empregadas no condicionamento fisiolégico podem diferir entre
si. As variagdes consistem nas formas de fornecimento de dgua (equilibrio higroscépico com
a atmosfera, embebicdo em substrato, imersdo em &dgua pura, em solugdes salinas ou
osmoticas), na op¢do por secagem subsequente a hidratacdo, no nimero de ciclos de
hidratacdo e desidratacdo, na duragdao do periodo de hidrata¢do, no nivel de hidratacdo e no

estadio da germinacdo atingido durante o condicionamento (GUIMARAES, 2000).
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O uso de substancias quimicas osmoticamente ativas como forma de controlar a
entrada de dgua na semente tem sido amplamente difundido. Segundo Heydecker, Higgins e
Turner (1975), o potencial hidrico da solu¢do € ajustado de modo a possibilitar a ocorréncia
dos processos de preparagdo da germinacdo das sementes, mas que impe¢a o alongamento
celular e a emergéncia da radicula, mesmo apds semanas de contato entre as sementes € a
solucdo. Khan (1992) afirma que os processos bioquimicos e fisioldgicos da germinacdo sao
estimulados até o ponto em que o baixo potencial osmético do meio de embebicao impede a
germinacao.

Quando as condig¢des do tratamento sdo favordveis, o processo de mobilizacdo de
reservas, ativacao e sintese de novo de algumas enzimas, sintese de DNA e RNA sdo iniciados
durante o condicionamento osmético. Quando o obsticulo a absor¢do de dgua é removido,
ocorre o rapido crescimento do embrido (KHAN, 1992).

Os solutos usados ou solugdes osmoéticas com as quais as sementes permanecem
em contato devem apresentar algumas caracteristicas. Nao podem ser toxicos ou causar
alteracdes estruturais, penetrar no sistema de membranas das células, serem metabolizados e
nem estarem sujeitos a deterioracdo microbiana durante o condicionamento das sementes
(BRADFORD, 1986). Dentre os agentes osmoticos utilizados incluem-se os sais (K3POu,
KH,PO4, MgSO,, NaCl, KNO3), polidlcoois (manitol, sorbitol), polietilenoglicol (PEG) e
glicerol. Entretanto, de acordo com Santos et al. (2008), nenhum desses solutos, comumente,
utilizados no condicionamento osmético atende completamente a essas exigéncias, sendo
importante observar que o critério na escolha é o efeito desejavel sobre a semente, ndo
devendo ser téxico e impedir a etapa final da germinacao das sementes.

O PEQG, de férmula geral HOCH, (OCH, CH,),OH, de alto peso molecular, maior
que 4.000, apresenta vantagens sobre os outros agentes osmoéticos por ser mais inerte que
outros solutos; nao ser absorvido pelas sementes, devido seu peso molecular (>4000) e,
geralmente, ndo ser toxico (MEXAL et al.,, 1975). Como desvantagem, apresenta efeito
negativo sobre a disponibilidade de oxigénio para as sementes devido a alta viscosidade que
leva a baixa taxa de difusdao do oxigénio nas solu¢des contendo o PEG. Entretanto, agitacao e
adicao de ar enriquecido (75% de O;) na solug¢do de priming melhoram o desempenho de
sementes submetidas ao tratamento (HEYDECKER er al., 1978). Desse modo, cabe ressaltar
que quando as sementes sdo imersas em solucdo aquosa, as condi¢des das sementes e do
meio, como potencial hidrico, lixiviacdo de reservas soldveis essenciais, suprimento de
oxigénio e acimulo de CO,, sdo modificados. Essas modificagdes sao influenciadas pelo

tempo, temperatura, volume de dgua, tamanho e densidade das sementes (LOPES et al.,
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1996). Bradford (1986) constatou variabilidade de respostas entre espécies, cultivares e
mesmo entre lotes de sementes.

Segundo Khan (1992), o uso de compostos quimicos biologicamente ativos, tais
como os reguladores de crescimento, pode reduzir o impacto de fatores adversos, em
condi¢des de campo. O 4cido giberélico, por sua vez, estimula a germinagdo, elevando a
plasticidade da parede celular, seguida da hidrélise do amido em agucares, por ativagdo das
hidrolases, o que reduz os potenciais hidricos das células, resultando na entrada de dgua nas
células, promovendo seu alongamento (BEWLEY; BLACK, 1994; BEWLEY, 1997;
ARAGAOQO; DANTAS et al., 2008). As sementes, quando embebidas em solucao contendo
acido giberélico, tém seu metabolismo acelerado, o que aumenta a porcentagem e a

velocidade de emergéncia (ANDREOLI; KHAN, 2000; AROUCHA et al., 2006).

3.4.2. Fatores que afetam o condicionamento

Para se obter condigdes favordveis ao condicionamento osmoético € importante
determinar a temperatura, a concentracdo da solug¢do (potencial osmético), o periodo de
duracdo do tratamento, a intensidade de luz, a densidade de gases envolvidos, o0 método e o
periodo de secagem apds o tratamento, e outros fatores que podem influenciar a extensiao do
condicionamento osmoético. Esses fatores variam amplamente em funcdo das caracteristicas
das sementes de diferentes espécies e cultivares e, possivelmente, entre lotes de uma dada
cultivar, bem como em fun¢do dos processos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos
(BRADFORD, 1986).

A melhor combinacdo dos fatores envolvidos no tratamento e sua otimizacao
devem ser feitas por tentativas para cada lote de sementes. Como referéncia, em uma
determinada condicdo de condicionamento, se a propor¢dao de germinacdo das sementes
durante o tratamento, for superior a 4 a 6%, a concentracdo da solucdo osmdtica deve ser
aumentada na proxima tentativa (HEYDECKER; HIGGINS; TURNER,1975; BRADFORD,
1986).

Para a maioria das espécies, a melhor temperatura para o condicionamento varia
entre 10 e 20 °C (BEWLEY e BLACK, 1994). Para soja, a melhor temperatura esta entre 20 e
25 °C (DEL GIUDICE, 1996); para feijao, 25°C (PANDEY, 1989); para cenoura, 15 a 20 °C
(PELUZIO, 1999); para citrus, 35 °C (CHILEMBWE; CASTLE; CANTLIFFE, 1992) e para
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meldo, 25 °C (NASCIMENTO; WEST, 2000). O potencial osmético que normalmente se
utiliza no condicionamento osmético com PEG-6000 estd na faixa de -0,5 a -2,0 MPa e a
duracdo do tratamento é de 4 a 35 dias (PAIXAO, 1998).

Um pré-requisito essencial para o sucesso da técnica é o uso de sementes livres de
microrganismos, entretanto, a obtencdo de tais sementes nem sempre € possivel
(COPELAND; MCDONALD, 1985). A inclusdo de substancias protetoras de sementes como
fungicidas e reguladores de crescimento na solu¢do osmdtica durante o processo de
condicionamento osmético favorece o desempenho de sementes. Durante a fase inicial de
embebicdo na solucdo osmoética ocorre perda de solutos das sementes, e esses lixiviados
podem estimular a atividade microbiana, geralmente saproéfitas. Por outro lado, durante a
embebicdo e lavagem das sementes apds tratamento, o fungicida pode ser removido das
sementes, diminuindo a sua eficiéncia e aumentando a proporcao de plantulas anormais por
contamina¢do (NASCIMENTO, 1998).

O condicionamento de sementes de sorgo em potencial osmético de zero MPa
(dgua destilada) foi o mais eficiente em promover aumento no vigor destas (MEDEIROS
FILHO et al., 2000). J4 o osmocondicionamento de sementes de pimentdo (Capsicum annum
L) por 21 dias em solucao de PEG-6000 a -0,5 MPa a temperatura de 25 °C foi eficiente em
melhorar a germinacdo quando comparado aos tratamentos com potenciais —1,0 e —1,5 MPa
durante 7, 14 e 21 dias (POSSE et al., 2001). Solucdes salinas com potencial osmético mais
negativo, que previnem a germinacao durante o tratamento, resultaram em menores redugdes
no Tsp (tempo médio para ocorréncia de 50% de germinagdo). Conforme Smith e Cobb
(1991), o grau de hidratagdo das sementes estd correlacionado com o potencial osmético da
solucdo. Sementes incubadas em solugdes com potencial osmético mais alto possuem um
maior conteido de umidade e potencialmente maior atividade.

Sementes de cebola condicionadas em solu¢do osmética de PEG-6000 a -0,75
MPa a 15 °C por 4 a 6 dias, apresentaram melhor desempenho, principalmente nos testes de
germinagdo e vigor, sob condigdes de laboratdrio, em relacdo as sementes ndo condicionadas
e/ou embebidas em dgua destilada (LOPES ef al.,1996). Para as sementes de soja submetidas
ao condicionamento osmoético em PEG-6000, a -0,8 MPa, por 4 dias, a 25°C, foram
observados os melhores resultados de germinacdo e indice de velocidade de emergéncia de
plantulas (DEL GIUDICE, 1996).

Kang et al., (1997) observaram que o condicionamento osmético com KNO; a 20
°C durante sete dias proporcionou aumento na taxa de germinagao de sementes de pimentao,

quando comparado as sementes pré-condicionadas somente em 4dgua. Em sementes de
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aspargo, Evans e Pill (1989) observaram que independentemente das condi¢des de
condicionamento (potencial osmotico, temperatura e duragdo do processo), as sementes
condicionadas germinaram mais rapidamente do que as ndo condicionadas, embora o
tratamento ndo tenha afetado a porcentagem final de germinacdo. Reducdo no tempo
necessario para a germinagdo também foi constatada por Frett e Pill (1991) em sementes de
aspargo condicionadas com PEG-8000, d4gua do mar sintética e em solucgdes salinas.

O condicionamento osmotico incrementou a capacidade germinativa de sementes
de amendoim, havendo também incremento no crescimento das plantulas devido ao aumento
em atividade de enzimas promotoras de crescimento (FU et al., 1988). O priming em solugdao
aerada de KNO;3; a 3% numa temperatura de 25 °C ndo aumentou a porcentagem final de
germinacdo, mas sim a velocidade de germinacdo e o desenvolvimento de plantulas de
Capsicum annunn (L.). Além disso, o desenvolvimento do hipocétilo foi bastante aumentado

(HALPIN-IGHAM; SUNDSTROM, 1992).

3.4.3. Mudancas fisiologicas e bioquimicas durante o priming

Quando as condig¢des do tratamento sdo favordveis, o processo de mobilizacdo de
reservas, a ativagao e sintese de novo de algumas enzimas, a sintese de DNA e RNA sao
iniciados durante o condicionamento osmético. Quando o obstdculo a germinagao € removido,
isto resulta em rdapido crescimento do embrido. Vérias mudancas fisioldgicas e bioquimicas
ocorrem nas sementes durante o tratamento ou como consequéncia do condicionamento
osmotico. Estas mudangas incluem a sintese de macromoléculas, atividade de vérias enzimas,
aumento no poder germinativo e vigor e supera¢do da dorméncia (FU et al., 1988; KHAN,
1992; SMITH; COOB, 1992; SUNG; CHANG, 1993).

Estudos bioquimicos recentes indicam que o metabolismo do RNA e a sintese de
proteinas e enzimas também sao aumentados pelo condicionamento osmético, sugerindo que
este tratamento deixa disponivel as sementes precursores utilizados para a sintese de
macromoléculas. A sintese de RNA, proteinas e enzimas pode ser devido a remog¢do de certos
fatores inibidores, tais como acido abscisico (ABA) e/ou produc¢do de fatores promotores. O
estresse hidrico leva a um aumento de ABA e induz dorméncia, enquanto que o

condicionamento osmético leva ao completo desaparecimento do ABA (KHAN, 1992).
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Smith e Coob (1992) observaram que a sintese de proteinas em sementes de
pimentdo aumenta durante o tratamento de condicionamento osmético. Outros pesquisadores
(FU et al., 1988; BRAY et al., 1989) verificaram que durante ou imediatamente apds o
condicionamento osmético de sementes de amendoim e alho pord, grandes quantidades de
RNA foram sintetizadas.

Incrementos nas atividades enzimdticas e metabdlicas sdo caracteristicas comuns
durante o condicionamento osmético e parecem estar relacionados com o revigoramento das
sementes durante a germinacdo subsequente. As alteracdes na atividade de certas enzimas,
tais como esterase, fosfatase dcida e desidrogenase do 3-fosfogliceraldeido, sugerem que a
mobilizacdo do material de reserva armazenado nas sementes, como carboidratos, lipidios e
proteinas podem justificar o aumento da germinagdo e vigor induzido pelo condicionamento

osmoético (KHAN, 1992).

3.4.4. Condicionamento osmoético x envelhecimento de sementes

Em uma populacdo de sementes, existe variagdo quanto ao vigor das sementes.
Durante o processo de germina¢do, enquanto as de alto vigor atingem um nivel metabdlico
mais rdpido e ordenado, as de baixo vigor apresentam nivel metabdlico mais lento. Quando
submetidas ao condicionamento osmético, aquelas de baixo vigor tendem a alcancar as de alto
vigor e, consequentemente, obtem-se maior uniformidade na germinacdo e emergéncia
(HEYDECKER; HIGGINS, 1978).

Diversos trabalhos mostram melhores efeitos na utilizagdo da técnica do
condicionamento osmético em lotes de sementes de médio e baixo vigor (HEYDECKER;
HIGGINS; TURNER, 1975). Como constatados por Brocklehurst e Dearman (1984), em
quatro lotes de sementes de alho poré condicionadas em PEG; os melhores resultados
ocorreram em lotes de baixo vigor. Resultados similares foram obtidos por Carvalho et al.
(2000) em sementes de sorgo, cv. EA-166, submetidas ao condicionamento fisiol6gico com
PEG-6000.

Sementes envelhecidas e deterioradas sdo as mais sensiveis aos danos de
embebicdo, jd que as membranas celulares encontram-se enfraquecidas, perdem sua
integridade e tornam-se mais suscetiveis a rdpida entrada de dgua. O envelhecimento de

sementes ocasiona alteracdes metabdlicas durante o processo germinativo, modificando o
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metabolismo respiratério e a funcionalidade das membranas, a sintese de proteinas e dcidos
nucléicos e o metabolismo do DNA (BASAJAVARAJAPPA; SHETY; PRAKASH, 1991).
Virios trabalhos t€m mostrado que os efeitos do condicionamento osmético resultam em uma
resposta mais rapida quanto ao tempo para a germinacdo, principalmente em lotes de
sementes deterioradas ou de baixo vigor (BROCKLEHURST; DEARMAN, 1984; LOPES et
al., 1996).

O principio do teste de envelhecimento acelerado é aumentar a taxa de
deterioracdo das sementes, através de sua exposicao a niveis muito adversos de temperatura e
umidade relativa. Este processo de deterioragdo promove uma perda da compartimentaliza¢ao
celular e uma desintegracdo do sistema de membranas, que produzem um descontrole do
metabolismo e das trocas de dgua e solutos entre as células eo meio exterior (MARCOS-
FILHO, 1994). Este processo pode ser revertido, em alguns casos, através do
condicionamento osmético, como por exemplo, em estudo realizado por Lanteri, Nada e
Beletti (1996) com sementes de Capsicum annuum L. O condicionamento osmético, realizado
com PEG e dgua do mar, também permitiu um aumento da germinag¢do de sementes de
aspargo com baixa qualidade fisiolégica (BITTENCOURT et al.,2005). A melhoria pode
estar relacionada ao resultado do revigoramento de sementes, por tratamentos de hidratagao,
através de mecanismos de “reparo de membranas” atuando no processo de deterioracao das
sementes (BURGASS; POWELL, 1984). Resultados de teste de condutividade elétrica
mostraram uma reduzida lixiviagdo de solutos de sementes de cebola osmocondicionadas,
comparadas com as ndo tratadas, suportando a teoria do “reparo”, ja que a lixiviagdo de
solutos das células €, em parte, resultante de danos as membranas celulares.

Sementes em estddio avancado de deterioracdo vém mostrando uma resposta
positiva ao incremento na velocidade de germinacdo, quando submetidas ao
osmocondicionamento (LANTERI; NADA; BELLETTI, 1996), permitindo um melhor
aproveitamento dessas sementes. Melhoria no vigor apds o condicionamento osmoético tem
sido correlacionada com processos de reparo macromolecular durante o tratamento, bem
como um balan¢o metabdlico mais favoravel das sementes pré-condicionadas no inicio da
germinacdo (LANTERI; QUAGLIOTTI; BELLETTI, 1998). Com o envelhecimento hd um
declinio na atividade de enzimas que removem os peroxidos, como a catalase, contribuindo
com o processo de deterioracio (BRANDAO JUNIOR, 1996).

A atividade da desidrogenase da glucose-6-fosfato, enzima pertencente a via das
pentoses fosfato, € importante na determinagdo do fluxo através da glicélise. O balango entre

a glicolise e a via das pentoses assegura um suprimento adequado as sementes de poder
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redutor, ATP e esqueletos de carbono para a biossintese de macromoléculas. Em sementes
envelhecidas de bréssicas, a atividade desta enzima € baixa, havendo uma restauragdo parcial
da sua atividade apds o condicionamento osmético (BETTEY; FINCH-SAVAGE, 1996).

E importante ressaltar que hd na literatura resultados negativos ou insatisfatérios
com relagdo ao condicionamento osmotico de sementes envelhecidas. Por exemplo, o priming
realizado em sementes de alho-poré e cenoura, antes do envelhecimento acelerado, propiciou
certa antecipacdo da germinacdo das sementes, enquanto apds o teste de envelhecimento
verificou-se uma reducdo na porcentagem de germinacdo e emergéncia em ambas as espécies
(DEARMAN; BROCKLEHURST; DREW, 1987). Semelhantemente, Heydecker e Coolbear
(1977) ndo verificaram resposta satisfatoria, utilizando o condicionamento osmético em lotes
de sementes de cebola envelhecidas, com germinagdo abaixo de 60%. Esses resultados
mostram que, dependendo da espécie e da qualidade fisiol6gica dos lotes de sementes, podem
ocorrer diferentes respostas ao condicionamento osmoético. No entanto, danos severos
desenvolvidos na fase que precede a morte da semente sdo irreversiveis, enfatizam Lanteri et
al. (2000), ndo sendo possivel efetuar-se processos de reparo celular eficientes.

Tratamentos de hidratagcdo mais longos foram efetivos em restaurar a taxa de
germinacdo apds o armazenamento. Entretanto se aplicados antes do armazenamento eles
aceleraram a deterioracdo das sementes. Tarquis e Bradford (1992) verificaram que curtos
tratamentos de hidratacdo em sementes de alface aumentaram o vigor das sementes em termos
de taxa de crescimento da radicula, mas houve pouco efeito na taxa de germinagdo ou
resisténcia a deterioragdo. Concomitantemente aos efeitos benéficos dos tratamentos, de
hidratacdo e condicionamento osmdtico, verificou-se reducdo no tempo de armazenamento
das sementes. Incrementos na longevidade e na taxa de germina¢do das sementes associados
ao osmocondicionamento também tém sido reportados. Em algumas espécies, como ervilha,
tomate, cenoura em cebola o osmocondicionamento aumentou a capacidade de
armazenamento (SAVINO; HAIGH; LEO, 1979; DEARMAN; BROCKLEHURST; DREW,
1986; LIU et al., 1996).

3.4.5. Condicionamento osmotico x estresses abioticos

Diversos beneficios tém sido relatados com o emprego da técnica do

condicionamento osmdético, dentre eles, o aumento da possibilidade de se obter uma maior
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porcentagem de germinagdo, particularmente sob condi¢des adversas, como baixa
disponibilidade hidrica, niveis elevados de salinidade e temperaturas sub e supra-Otimas
(JELLER, 2002). O aumento do nivel de tolerancia foi encontrado por Taylor et al. (1998) e
Patane (2000), com uma germinac¢ao mais rdpida em temperaturas mais baixas que a 6tima;
melhor resposta em condi¢des de déficit hidrico, por Prisco, Haddad e Bastos (1991) e
Fernandes, Azevedo e Barros (1994); germinagdo mais rdapida, em temperaturas desfavoraveis
acima do 6timo, por Yoon, Lang e Coob (1997) e por Nascimento, Cantliffe e Huber (2001) e
sob condi¢des de estresse salino por Passam e Kakouriotis (1994).

Trabalhos realizados por Posse ef al. (2001) em pimentdo, sob estresse de baixa
temperatura, e por Perez e Negreiros (2002) em sementes de canafistula, sob condi¢des de
estresses salino e térmico, mostraram que o condicionamento em dgua pode ser mais efetivo
ou semelhante ao condicionamento osmaético utilizando-se os sais inorganicos KNO;3; e NaCl
para melhorar o processo germinativo, os autores verificaram que a canafistula apresentou
sementes firmes quando submetidas ao condicionamento com KNOj3, sendo que essa
caracteristica ndo apareceu quando as sementes foram embebidas somente em dgua destilada.

O condicionamento osmético aumentou a porcentagem final e a uniformidade de
emergéncia de sementes de milho doce, especialmente em baixas temperaturas (SUNG;
CHANG, 1993). De acordo com Braccini et al. (1999), o aumento nos periodos de
envelhecimento acelerado influenciou negativamente o desempenho das sementes de soja,
mas o tratamento com PEG-6000 foi satisfatério em manter a qualidade das mesmas.
Carvalho et al. (2000), por sua vez, aplicaram o condicionamento osmético em sementes de
sorgo e constataram aumento na velocidade de emergéncia e capacidade de estabelecimento
das plantulas, sendo que as sementes envelhecidas e ndo envelhecidas comportaram-se de
maneira diferente quanto a germinacao e ao vigor.

Perez e Jardim (2005) relataram em sua pesquisa com sementes condicionadas de
paineira (Chorisia speciosa St.-Hil), que estas apresentaram maior velocidade de germinagdo
sob estresses salino e térmico. Patang, Cavallaro e Cosentino (2009), trabalhando com o
osmocondicionamento de sementes de sorgo sacarino submetidas a estresses abidticos,
afirmam que o priming pode ser uma alternativa para atenuar os estresses salino e térmico
durante a germinacdo e crescimento da radicula.

Jeller (2002) constatou que o condicionamento osmoético de sementes de Cassia
excelssa Cassia excelsa Schrad feito nos potenciais osméticos de -0,4 e -0,6 MPa das
solucdes de PEG-6000 foi mais eficiente em superar o estresse salino do meio germinativo

(NaCl a -1,0 e -1,4 MPa), quando comparado aos resultados obtidos pelas sementes que nao
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foram condicionadas, ou por aquelas que foram condicionadas em 4gua destilada. A autora
associa esses resultados ao fato de que a embebicdo sob baixos potenciais hidricos ocorre
mais lentamente e essa hidratacdo lenta exerce influéncia significativa na porcentagem de
germinacdo de sementes, permitindo um maior tempo para a reparagdo ou reorganizagao das
membranas, possibilitando que os tecidos se desenvolvam de forma mais ordenada e
diminuindo os riscos da ocorréncia de danos ao eixo embriondrio, causado pela ripida

embebicao.

3.5. O problema da salinidade na agricultura

3.5.1. A salinidade no solo e na agua

A salinidade do solo € um dos fatores de maior preocupagdo na agricultura
moderna, € 0 manejo inadequado da irrigagdo é um dos principais responsaveis pelo aumento
da quantidade de solos degradados (EPSTEIN; BLOOM, 2006). De um modo geral um solo é
considerado salino quando a quantidade de sais existentes € capaz de prejudicar o
desenvolvimento das plantas. Para a maioria das culturas isso ocorre quando a condutividade
elétrica do extrato de saturacdo é igual ou superior a 4 dS m” (RICHARDS, 1954). Mas
segundo o comité de terminologia da Sociedade Americana de Ciéncia do Solo, foi
recomendada a reducdo desde valor para 2 dSm™ para algumas culturas (BRESLER;
MCNEAL; CARTER,1982).

De acordo com a classificagdao do “U.S. Salinity Laboratory”, solos salinos sao os
que possuem pH inferior a 8,5, condutividade elétrica do extrato de saturacdo (CEes) superior
a4dSm'e percentagem de sédio trocdvel (PST) inferior a 15%; os salinos-sédicos possuem
pH préximo de 8,5, CEes superior 4 dS m™ e PST superior a 15% e os solos sédicos possuem
pH em geral de 8,5 a 10, CEes inferior a 4 dS m'ePST superior a 15% (DAKER, 1988).

Salinidade € um termo que qualifica uma situacdo de excesso de sais soluveis no
solo ou no ambiente radicular onde as plantas estdo crescendo. No entanto, o efeito da
salinidade nas propriedades fisicas do solo tem caréter positivo dependendo da concentracio e
da composi¢ao dos sais, pois em altas concentracdes promovem a floculacdo das particulas, o

que resulta em uma boa estrutura em todo o perfil (PIZARRO, 1978). Contudo, a
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predominancia de cdtions monovalentes, especialmente o sddio, promove um aumento na
espessura da dupla camada i6nica difusa, aumentando consideravelmente a expansdo das
particulas de argila (FASSBENDER; BORNEMISZA, 1987), acarretando a dispersdao das
mesmas, formando camadas impermedveis dificultando o movimento de ar e de 4gua no solo.
Estas alteracdes ocorrem quando a percentagem de sédio trocdvel € superior a 15%. Este
valor, no entanto, pode variar em funcdo da qualidade da irrigacdo, do tipo de mineral de
argila predominante, e do grau de salinidade do solo (ROLSTON; BIGGAR; NIELSEN,
1984).

No mundo, estima-se que 19,5% das terras irrigadas (45 milhdes de hectares) e
2,1% das nao irrigadas (32 milhdes de hectares) estejam afetadas pelos sais (FAO, 2000). A
saliniza¢do dos solos € particularmente evidente nas regides aridas e semi-dridas, atingindo
cerca de 25% das areas irrigadas. Atualmente, estima-se que ocorra uma perda de cerca de 1,5
milhdes de hectares de terras ardveis a cada ano devido ao acimulo de sais (FAO, 2000).
Dessa forma, a salinizag¢do tem sido identificada como o principal processo de degradacio dos
solos.

No Brasil, embora a informagdo sobre as dreas salinas ndo esteja bem definida,
estima-se que 20 a 25% das dreas irrigadas enfrentem problemas de saliniza¢do (FAO, 2000).
Este problema ¢ mais conspicuo na regidao Nordeste, a qual possui uma area de 155 milhdes
de hectares, sendo que 52% dessa superficie € semi-darida (LIRA; FARIS; MAFRA, 1982).
Considerando que a prética da irrigacdo constitui a Unica maneira de garantir a producao
agricola com seguranga no semi-arido e que a implantagao dos projetos de irrigacdo tem sido
incrementada nas ultimas décadas, configura-se como de grande importancia para a produgdo
agricola nessa regido o desenvolvimento de pesquisas que venham a possibilitar um melhor
manejo do solo e da dgua, face as projecoes futuras de aumento da populacdo e da demanda
por alimentos.

A prética da irrigacdo nas regides aridas e semi-aridas € indispensdvel devido a
ocorréncia do déficit hidrico para culturas na época seca (OLIVEIRA, 1997). Entretanto,
nestas regides ¢ comum a ocorréncia de fontes de 4gua com elevados teores de sais que, antes
de serem utilizadas na irrigacdo, devem ser avaliadas, principalmente sob os aspectos de
salinidade, sodicidade e toxicidade de ifons. A qualidade da dgua de irrigacdo pode variar
significativamente de acordo com o tipo e a quantidade de sais nela dissolvidos. Para se
prever problema futuro referente a qualidade da dgua para a irrigagcdo, € importante considerar
o potencial da 4gua em criar condi¢des no solo de modo a restringir sua utiliza¢do e avaliar a

necessidade em ampliar técnicas especiais de manejo para manter bons rendimentos (AYERS;
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WESTCOT, 1991).

Esfor¢os tém sido feitos com o objetivo de controlar a salinidade através de meios
técnicos, porém a recuperacdo de um solo inutilizado pelo excesso de sais ou em vias de
inutilizacdo, em geral, envolve grandes investimentos e somente em determinadas
circunstancias podera ser economicamente viavel (PRISCO, 1987).

A selecdo das préticas de manejo para recuperacdo de solos afetados por sais
depende do diagnéstico correto da natureza e extensao dos problemas de salinidade, e também
de condi¢des ambientais favordveis, que permitam a sua aplicacdo. Em solos salinos e solos
com altos teores de boro, a pritica comum € o cultivo de plantas tolerantes, juntamente com
gradagens e aplicacOes de altas laminas de irrigacdo para lavagem de sais soldveis em
excesso. Em solos sédicos, quando a infiltracdo € inadequada, op¢des de manejo sao dirigidas
para melhorar a condutividade hidrdulica do solo. Assim, para melhorar as propriedades
fisicas do solo, podem ser utilizadas varias combinacdes de praticas de lavra, uso de
corretivos e praticas culturais (GHEYT, 2000). Entretanto essas praticas sdo muito caras € o
uso de espécies ou cultivares adaptdveis a tais condi¢des adversas de solo pode ser uma
estratégia promissora para melhorar a producdo de alimentos. Nesse sentido, grande énfase
tem sido dada as pesquisas que tratam de aspectos fitotécnicos, tais como modificacdo das
condi¢des de cultivo e melhor manejo do ambiente em que as plantas sdo cultivadas e
aumento da tolerancia das culturas a salinidade, através da selecdo e melhoramento genético e
de domesticag¢do de espécies selvagens (LACERDA, 1995). As préticas de manejo de solos
salinos devem incluir combinacdes de manejo de solo, da 4gua e da planta integralmente. No
entanto, embora as diferencas entre as espécies com relacdo a tolerancia a salinidade sejam
bem relatadas, hd necessidade de trabalhos basicos e aplicados nas dreas de fisiologia,
genética e melhoramento de plantas, para melhor entendimento dos processos envolvidos

(LACERDA, 2000).

3.5.2 Origem dos sais no solo

Os sais sdo originados da intemperiza¢do dos minerais primérios encontrados nos
solos e nas rochas. Estes sais s@o transportados pelas 4guas e armazenados nos solos
acumulando-se a medida que a 4gua é evaporada ou consumida pelas culturas, originando o

processo de salinizacio (DAKER, 1988). Os sais liberados durante o processo de
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intemperizacdo das rochas, dependendo da geomorfologia da regido, podem ser carreados
para horizontes inferiores, mediante percolagdo, ou levados a lugares distantes por
escoamento superficial. Conforme as condi¢des de relevo, fluxo de dgua, etc., no caso da
percolacdo os sais sdo depositados nas dguas sub-superficiais, podendo, por capilaridade,
acumular-se na superficie do solo na medida em que a dgua for evaporada ou consumida pela
planta; o segundo fendmeno, isto €, o escoamento superficial, € responsavel pela deposicao e
acumulacgdo de sais em rios, mares, acudes e lagoas (AYERS; WESTCOT, 1991).

Em regides de clima arido e semi-arido, por apresentarem déficit hidrico na maior
parte do ano, e na maioria das vezes, os solos serem rasos ou apresentarem camadas
impermedveis, a 4gua que contém sais fica sujeita aos processos de evaporacdo ou
evapotranspira¢do, podendo com o tempo, os sais atingirem niveis comprometedores para o
crescimento e desenvolvimento das plantas (GHEYT, 2000).

Embora a fonte principal e direta de todos os sais presentes no solo seja a
intemperizacdo das rochas, sdo raros os exemplos em que esta fonte de sais tenha provocado
diretamente problemas relacionados com a salinidade do solo. Comumente a saliniza¢do dos
solos ocorre pelo acimulo de sais transportados pelas dguas de outros locais assim como
invasdo das dguas de marés nas regides costeiras e concentracado por evaporagcdo em regioes
de baixa precipitacdo quando o lencol fredtico encontra-se préximo a superficie. A saliniza¢do
do solo por este fendmeno é denominada salinizacdo primaria (RICHARDS, 1954)

Os problemas de salinidade tém sido também associados a dgua utilizada na
irrigacdo, a drenagem deficiente e a presenca de dguas sub-superficiais ricas em sais soliveis
a pouca profundidade. Nesses casos, ou seja, quando a salinizacao resultante € devida a acao
antrépica, a mesma € conhecida como saliniza¢do secundaria. Além disso, a salinizacdo pode
ser causada pela aplicacdo de fertilizantes, de forma excessiva e pouco parcelada ao longo do
ciclo cultural, induzindo o sistema radicular ao estresse osmotico (AYERS; WESTCOT,
1991).

Em alguns casos a saliniza¢do secundaria € responséavel por perdas irreparaveis na
capacidade produtiva dos solos, tornando estéreis grandes extensdes de terras cultivadas.
Assim, dguas de qualidade duvidosa (com riscos de salinidade e sodicidade), adubos com
elevado indice salino (cloreto de potéssio, nitrato de sédio e nitrato de amonio), drenagem
ineficiente, dentre outros fatores, podem acelerar o processo de salinizacdo secunddria

(OLIVEIRA, 1997).



45

3.6. Respostas gerais das plantas ao excesso de sais

O estresse salino afeta virtualmente todos os aspectos da fisiologia e metabolismo
das plantas (ZHU, 2002). Os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas estdao
associados com a reducdo do potencial osmético da solugdo do solo (estresse hidrico),
distirbios nutricionais, efeitos especificos de alguns ions (estresse i0nico) ou uma
combinacdo desses fatores (ASHRAF, 1994). A salinidade afeta o crescimento das plantas,
inibindo tanto o processo de divisio como o de expansdo celular (ZIDAN; AZAIZEH,;
NEWMANN, 1990). Geralmente, o primeiro efeito da salinidade no desenvolvimento das
plantas € a reduc@o no crescimento, provocado pelo decréscimo no potencial hidrico da
solucdo do solo a nivel abaixo do necessdrio para que ocorra a absor¢ao de dgua pelas células
das raizes, impedindo, por conseguinte, a expansao celular, visto que o potencial de pressao
da célula tende a se igualar com o do solo (BOHNERT; NELSON; JENSEN, 1995; TAIZ;
ZEIGER, 2004). A reducdo no potencial hidrico do meio pode induzir o estresse hidrico na
planta inteira (PARIDA; DAS, 2005). Além disso, a salinidade reduz a condutividade
hidraulica das raizes (SOHAN, JASONI; ZAJICEK, 1999), limitando o fluxo de 4dgua e sais
para a parte aérea. Posteriormente, o acumulo excessivo de sais pode levar a morte dos
tecidos, 6rgdos e mesmo da planta inteira (MUNNS, 1993). Isso ocorre, em grande parte,
devido aos distirbios provocados pelos efeitos dos fons Na* e CI” acumulados nas células, os
quais afetam vdrios processos metabdlicos (MUNNS, 2002).

Para sobreviverem ao estresse salino, as plantas utilizam varios mecanismos
bioquimicos e fisiologicos. As rotas bioquimicas que aumentam a tolerancia a salinidade,
provavelmente agem aditivamente e sinergisticamente (IYENGAR; REDDY, 1996). Tais
estratégias incluem o acimulo seletivo ou a exclusao de ions, o controle na absor¢cao dos ions
e seu transporte para as folhas, a compartimentalizacdo dos fons nas células ou na planta
como um todo, sintese de solutos compativeis, mudancas na rota fotossintética, alteracdo na
estrutura das membranas, indu¢do de enzimas antioxidantes e hormoénios vegetais (PARIDA;

DAS, 2005).

3.6.1. Aclimatacao e adaptacao das plantas ao estresse salino

No estudo das respostas das plantas a condi¢cdes de estresse salino, € importante

diferenciar as mudancas que ocorrem durante a vida do individuo e aquelas que sdo resultado
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de vérios ciclos de sele¢do natural ou artificial de genes e que, portanto, fazem parte da
estrutura genética da espécie. No primeiro caso, as mudancas ocorrem em decorréncia de
modificagdes fisioldgicas tempordrias, envolvendo uma série de processos metabdlicos em
resposta a presenca do estresse, dando origem a um processo conhecido como aclimatagao.
No segundo, hd uma série de alteragdes morfo-fisiolégicas definitivas que conduzem a
evolucdo da espécie num processo denominado de adaptacio. Embora os processos de
aclimatacgao e de adaptacdo envolvam alteracdes na expressao génica, somente 0s mecanismos
de adaptacdo sdo transmitidos de uma geracdo para outra (ABREU, 2004).

As respostas das plantas a salinidade ocorrem tanto a nivel celular quanto da
planta como um todo (YEO, 1998; MANSOUR; SALAMA, 2004). Tais respostas incluem o
acumulo seletivo ou a exclusdo de ions, o controle na absorcdo dos fons pelas raizes, a sintese
de solutos compativeis, mudancas na rota fotossintética, alteracdo na estrutura das
membranas, indu¢do de enzimas antioxidantes e de hormonios vegetais (PARIDA; DAS,
2005).

Um dos mecanismos de tolerancia a salinidade que tem recebido bastante atencao
¢ a compartimentalizacdo intracelular dos sais. Como sugerido por Cheeseman (1988), a
quantidade de ions que atinge as folhas deve ser limitada para ndo ultrapassar a capacidade de
compartimentalizacdo dos mesmos no vacuolo. As halodfitas e glicéfitas diferem com relacdo a
eficiéncia desse controle. Enquanto que nas glicéfitas esse controle ndo € tao eficiente, nas
haléfitas a compartimentalizacdo dos sais que alcangam as folhas via xilema permite que eles
sejam utilizados no ajustamento osmdtico sem causar efeitos toxicos no citosol
(GREENWAY; MUNNS, 1980). De acordo com Munns (2002), um modo de aumentar a
tolerancia das plantas a salinidade seria através de um controle mais eficiente no transporte de
fons toxicos para os 6rgdos aéreos transpirantes, acumulando-os nas raizes. Por sua vez, o
grau de acimulo de sais nas raizes € funcdo dos processos de exclusiao, compartimentalizagao,
velocidade de carregamento e reabsor¢do de sais no xilema, e depende da seletividade na
absor¢do de fons nas células das raizes (TESTER; DAVENPORT, 2003). Em adicdo, o
fechamento dos estomatos reduz o fluxo transpiratério no xilema e, consequentemente, o
transporte de fons para a parte aérea (ROBINSON et al., 1997). A redistribui¢do dos sais a
partir das folhas para outros 6rgios também pode contribuir para a manuten¢do do contetido
de sais nas folhas, embora ela seja menor do que a quantidade de sais que chega pelo fluxo
transpiratério (MUNNS, 2002). Muitas halo6fitas possuem glandulas especializadas que
removem o0s sais que alcancam as folhas e os lancam para o meio externo, mantendo a

concentracdo idnica em niveis baixos (FLOWERS; TROKE; YEO, 1977).
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As respostas das plantas a salinidade s3o muitas vezes acompanhadas por
alteracdes morfoldgicas e anatomicas (KOZLOWSKI, 1997). Por exemplo, em algumas
plantas sob condicdes de estresse salino, a espessura do mesofilo foliar aumenta devido ao
aumento no ndmero e comprimento das células palicddicas e no nimero de camadas de
células palicddicas e esponjosas (PARIDA; DAS; MITTRA, 2004). Além disso, conforme
esses autores, observa-se também aumentos na quantidade de dgua por drea foliar, ou
suculéncia foliar, a medida que as plantas sdo expostas a doses crescentes de sais no meio de
cultivo. Adicionalmente, ocorre um aumento da suberizacdo das células endodérmicas
radiculares e da formacdo das estrias de Caspary em plantas salinizadas, reduzindo o

transporte de Na* pela via apoplastica (REINHARDT; ROST, 1995).

3.6.2. Controle do excesso de ions

As plantas ndo toleram grandes quantidades de sais no citoplasma e, dessa
forma, sob condi¢des de estresse salino, elas tanto restringem o excesso de sais nos vacuolos
como compartimentalizam os fons em diferentes tecidos, para facilitar suas funcdes
metabdlicas (NIU er al., 1995; IYENGAR; REDDY, 1996). Uma vez que o NaCl é o
principal sal encontrado nos solos salinos, vdrias pesquisas tém focado os sistemas de
transporte que utilizam o Na® como soluto osmético (BLUMWALD; AHARON; APSE,
2000; HASEGAWA et al., 2000). Do ponto de vista energético, os fons Na' sdo mais
econOmicos para a reducdo do potencial hidrico das células que os solutos compativeis que
sdo sintetizados em resposta aos sais (TAIZ; ZEIGER, 2004). Entretanto, varios processos
metabdlicos podem ser afetados negativamente pela presenca em excesso de Na* no citosol
(BLUMWALD; AHARON; APSE, 2000). Quando os fons Na* se acumulam em excesso, nas
folhas, podem ocorrer o surgimento de manchas necréticas e a queima de suas pontas
(LACERDA, 1995; BOSCO, 2006).

A homeostase intracelular do Na® e a tolerancia 2 salinidade sdo modulados pelo
Ca®*, sendo que altas concentra¢des externas de Na' afetam negativamente a absorcdo de K*
(NIU et al., 1995). O Na* compete com o K* por um sistema de transporte comum, sendo que
o Ca’" aumenta a seletividade de acimulo intracelular nesse sistema de transporte em favor
do K (MAATHUIS et al., 2006), reduzindo assim os efeitos deletérios da salinidade. Devido

. L 2. .. . . . . .
ao efeito benéfico do Ca”", sua adi¢io ao ambiente radicular tem sido sugerida como um meio
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de aumentar a tolerancia das plantas ao estresse salino (EPSTEIN; BLOOM, 2006). A
absor¢do em excesso de Cl' também provoca alteracdo no metabolismo como, por exemplo,
inibicdo da fotossintese provocada por seu acimulo nos cloroplastos e o surgimento de
injurias nas folhas (TAIZ; ZEIGER, 2004). O CI' € acumulado rapidamente nas folhas mais
jovens nos estdgios iniciais de crescimento (COSTA et al., 2003), se tornando um sério
problema para seu desenvolvimento.

O controle do balanco i6nico € um dos processos mais importantes na
determinacdo da tolerancia das plantas a ambientes salinos. Dessa forma, vérios grupos de
pesquisa tém trabalhado na obtengdo de plantas transgénicas que superexpressam elementos
responsaveis pelo controle da homeostase i6nica sob salinidade. A expressdo de proteinas
reguladoras de leveduras, as quais controlam os niveis intracelulares de K" e Na', e a
superexpressio dos antiportes Na'/H™ vacuolar (APSE et al., 2002) e de membrana
plasmatica (SHI et al., 2003), bem como da H'-pirofosfatase vacuolar (GAXIOLA et al.,
2001), em plantas de Arabidopsis thaliana, conferiram aumento na tolerancia das plantas a
salinidade. Esses resultados indicam que quando se deseja selecionar um gend6tipo com maior
tolerancia ao estresse salino, uma importante caracteristica a ser observada € a capacidade de

manutengdo da homeostase i0nica.

3.6.3. Ajustamento osmoético

As plantas reduzem o potencial osmotico de suas células ao acumular fons do
meio externo, ou pela mobilizacdo de seus proprios constituintes organicos, sendo tal
processo denominado de ajustamento osmoético ou osmorregulacio (YAMAGUCHLI;
BLUMWALD, 2005). Muitas das plantas que toleram o efeito do estresse salino o fazem por
sintetizar compostos organicos, conhecidos como solutos compativeis. Eles sdo em ndmero
bastante limitado, pois somente poucos compostos podem existir em concentracdes
relativamente altas no citoplasma sem causar danos as enzimas (LACERDA et al., 2003)

Convém lembrar que, ao contribuir para a realiza¢dao do ajustamento osmético, 0s
fons podem exercer efeitos toxicos sobre as plantas. A interferéncia dos sais ocorre
diretamente na atividade enzimdtica e, em consequéncia, processos fisiologicos e
bioquimicos, tais como: respira¢do, fotossintese e metabolismo de proteinas e &cidos

nucléicos sao afetados (TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Desse modo, as plantas tolerantes a salinidade devem ser capazes de ajustar o seu
potencial osmético, o que envolve tanto a absor¢do e a acumulac@o de fons como a sintese de
solutos organicos. Embora estes dois mecanismos tenham sido usados como base de
classificac@o das plantas halofiticas, eles geralmente operam juntos. O mecanismo dominante
varia entre espécies de planta e, em alguns casos, entre partes da planta.

Quando expostas a vdrios tipos de estresses, as plantas acumulam solutos
osmoéticos nao toxicos, por isso chamados de solutos compativeis. Os solutos que se
acumulam variam muito entre as espécies de plantas. Podem ser actcares simples
(principalmente glucose e frutose), agucares dlcoois (glicerol e inositois metilados), agucares
complexos (trealose, rafinose e frutanas) (BOHNERT; JENSEN, 1996), polidis ciclicos
(MERCHANT; ADAMS, 2005), compostos quaternarios de amodnio derivados de
aminoécidos (glicina betaina, alanina betaina, prolina betaina), aminodcidos, aminas tercidrias
e compostos sulfonados (ASHRAF; HARRIS, 2004). Geralmente, € aceito que o aumento na
osmolaridade celular, devido ao actimulo de solutos compativeis, é acompanhado pelo
aumento no influxo de 4gua ou, pelo menos, reducao no seu efluxo, proporcionando, assim, a
turgescéncia necessaria para a expansao celular (HARE; CRESS; VAN-STADEN, 1998).

Os solutos compativeis, apesar de se acumularem em elevadas concentracdes no
citosol, auxiliando na manutencdo do equilibrio osmético com os vactolos, quando estes
compartimentalizam fons em excesso, ndo interferem com as reacdes bioquimicas normais
(BRAY; BAILEY-SERRES; WERETILNYK, 2000; HASEGAWA et al., 2000), pois tém
efeito minimo no pH e no balanco de cargas do citosol e compartimentos lumenais das
organelas (PARIDA; DAS, 2005). E importante destacar, que a tolerincia a desidratacdo
depende, também, da habilidade das células de manterem a integridade de suas membranas e
prevenir a desnaturacio das proteinas. Os solutos compativeis também atuam na protecao das
proteinas, membranas e lipossomos sob condi¢cdes ambientais adversas (CROWE;
HOEKSTRA; CROWE, 1992; ASHRAF; HARRIS, 2004).

A sintese de solutos compativeis € realizada, frequentemente, através do desvio
de intermedidrios metabdlicos bdsicos para outras reagcdes bioquimicas (PARIDA; DAS,
2005). A alteracdo das rotas metabdlicas normais, pela superexpressao de enzimas envolvidas
na sintese de solutos compativeis, tem sido uma técnica utilizada para obtencdo de plantas
mais tolerantes aos estresses hidrico e salino (BOHNERT; JENSEN, 1996). A utilizacao de
técnicas de transformacao deve ser vista com cautela, porém. Apesar de ser muito importante
para o estudo das fungdes fisioldgicas e bioquimicas dos solutos compativeis, quando se

pensa no cultivo agricola dessas plantas deve-se observar se o desvio de uma determinada rota
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bioquimica para a sintese de solutos compativeis ndo interfere na producdo da cultura sob

condi¢des normais de cultivo.

3.6.4. Protecao contra danos oxidativos

a) Sistemas antioxidativos de defesa

Outro aspecto comum aos estresses ambientais € o aumento na produgdo de
espécies reativas de oxigénio (ERO), tais como o peréxido de hidrogénio (H,O,), o radical
superéxido (O;™) e o radical hidroxil (HO®), os quais sdo altamente reativos e podem alterar o
metabolismo celular normal (ALSCHER; DONAHUE; CRAMER, 1997).

As plantas t€m sistemas antioxidativos de defesa (ndo enzimaticos e enzimaticos)
presentes em diversos compartimentos subcelulares que, usualmente, sdo suficientes para
evitar o dano oxidativo durante periodos de crescimento sob condi¢des normais e de estresse
moderado (BRAY; BAILEY-SERRES; WERETILNYK, 2000). Entretanto, quando
estressadas severamente, a producao de ROS pode exceder a capacidade de neutralizacdo dos
sistemas antioxidativos e o dano oxidativo pode ocorrer (KANG; SALTVEIT, 2001). Os
sistemas ndo enzimaticos incluem antioxidantes de baixa massa molecular, hidrofilicos, como
o dcido ascérbico e a glutationa reduzida, ou lipofilicos, como o a-tocoferol e os carotendides
(McKERSIE; LESHEM, 1994). Os enzimdticos incluem as enzimas dismutase do superéxido
(SOD), catalase (CAT), peroxidases nao especificas (POX) e as enzimas do ciclo ascorbato-
glutationa (ou via enzimética Halliwell-Asada): peroxidase do ascorbato (APX), redutase do
monodesidroascorbato (MDHAR), redutase do desidroascorbato (DHAR) e redutase da
glutationa (GR) (SHALATA et al., 2001).

O radical superdxido é produzido regularmente nos cloroplastos e mitocondrias,
embora pequenas quantidades também sejam produzidas nos peroxissomos, glioxissomos e
reticulo endoplasmatico (McKERSIE; LESHEM, 1994). A SOD, enzima presente em
cloroplastos, mitocOndrias, citosol e peroxissomos, converte o O," a H,O,, o qual é

metabolizado a H,O pela CAT e diferentes classes de peroxidases. A CAT, que é encontrada
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em peroxissomos, citosol e mitocondrias, dismuta H;O, em H,0 e O,. As peroxidases (POX e
APX) sao distribuidas por toda a célula e catalisam a redu¢do do H,O, a H,O. A POX, que é
encontrada no citosol, vacuiolo e parede celular, € pouco especifica quanto ao substrato doador
de elétrons e decompde H,0O, pela oxida¢do de co-substratros tais como compostos fendlicos
(ex. guaiacol ou pirogalol) ou ascorbato. J4 a APX, que como as demais enzimas do ciclo
ascorbato-glutationa é encontrada em cloroplastos, mitocondrias, citosol e peroxissomos e
catalisa o primeiro passo do ciclo ascorbato-glutationa, reduzindo o H,O, a H,O as custas da
oxidagao de ascorbato a monodesidroascorbato, o qual é reduzido novamente a ascorbato pela
acdo da MDHAR. Alternativamente, duas moléculas de monodesidroascorbato podem
dismutar-se ndo enzimaticamente em uma de ascorbato e uma de desidroascorbato. Este
ultimo € reduzido a ascorbato através da rota DHAR e GR. Nesta rota, a glutationa € oxidada
pela acdo da DHAR e, em seguida, € novamente reduzida pela acdo da GR.
Independentemente da rota utilizada (via MDHAR ou DHAR e GR), a regeneracdo do
ascorbato tem como doador final de elétrons o NADPH (BRAY; BAILEY-SERRES;
WERETILNYK, 2000; KANG; SALTVEIT, 2001).

Como pode ser observado, os sistemas enzimaticos sdo destinados a minimizar as
concentracdes de superdxido e peréxido de hidrogénio, muito embora estas espécies quimicas
sejam menos toxicas que o radical hidroxil. Entretanto, este radical pode ser produzido nao
enzimaticamente pela reacio entre O," e H,O», na presenca ou nio de fons Fe2+, através das
reacoes de Fenton e de Haber-Weiss, respectivamente. Os radicais hidroxil podem causar
danos oxidativos a lipidios, proteinas, 4cidos nucléicos e outras macromoléculas importantes,
afetando severamente o metabolismo vegetal e, consequentemente, o crescimento e a
producio (McKERSIE; LESHEM, 1994; ALSCHER; DONAHUE; CRAMER, 1997;
IMLAY, 2003; SAIRAM; TYAGTI, 2004).

Acredita-se que as enzimas do sistema antioxidativo estejam envolvidas com os
principais mecanismos de tolerancia das plantas a estresses ambientais. Dessa forma, estudos
recentes tém mostrado uma correlagdo entre a tolerncia a salinidade e a presenca de um
eficiente sistema antioxidativo nos gendtipos tolerantes. Dentre estes, pode-se relatar as
pesquisas de Sairam, Rao e Srivastava (2002), em Triticum aestivum L., Vaidyanathan et al.
(2003) e Demiral e Tiirkan (2005), em Oriza sativa L., Bor, Ozdemir e Tiirkan (2003), em

Beta vulgaris e Azevedo Neto et al., 2006, em Zea mays.
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b) As espécies reativas de oxigénio e a peroxidacdo de lipidios

De modo geral, as ROS geradas sob condi¢des de estresses hiperosmoético e
hiperidnico sdo altamente reativas e provocam sérias alteragcdes no metabolismo celular,
causando peroxidagdo dos lipidios de membrana, oxidacdo de proteinas e dcidos nucléicos e
danos fisicos na estrutura do fotossistema II, podendo ocasionar morte celular (McKERSIE;
LESHEM, 1994; MELONI et al., 2003).

A peroxidagdo dos lipidios da membrana tem inicio com a remoc¢do de um atomo
de hidrogénio do grupo metileno dos acidos graxos poliinsaturados, resultando na formagao
de um radical livre lipidico. Esse radical sofre rearranjo em suas duplas liga¢des produzindo
dienos conjugados, que podem reagir com o oxigé€nio molecular, originando um radical
peroxilipidico o qual pode promover a remo¢do de um atomo de hidrogénio de um lipidio
adjacente para formar um hidroperoxilipidio ou um endoperoxilipidio. A formag¢do de um
endoperoxilipidio a partir de dcidos graxos poliinsaturados, contendo pelo menos trés grupos
metilenos alternados por duplas ligacdes, pode conduzir a formacdo de malondialdeido
(MDA) (BUEGE; AUST, 1978).

A quantidade de lipidios peroxidados aumenta gradualmente com o aumento da
salinidade (GOSSETT et al. 1994). Em plantas lenhosas e frutiferas, o teor de MDA ¢
frequentemente utilizado como marcador do grau de dano oxidativo, observando-se maior
acimulo em gendtipos que mostram menor tolerancia a altos niveis de sais (SUDHAKAR;
LAKSHMI; GIRIDARAKUMAR, 2001; ARBONA et al., 2003; MELONI et al., 2003).
Shalata e Tal (1998) observaram que espécies silvestres de tomateiro (Lycopersicum
pennellii) t€ém niveis baixos de MDA, que ndo aumentam significativamente com o
incremento da salinidade, como acontece com as espécies cultivadas. A melhor protecdo
dessa espécie vegetal contra o dano oxidativo deve-se a expressao constitutiva das enzimas
dismutase do superéxido (SOD) e peroxidase do ascorbato (APX) e a indugdo da catalase

(CAT) e da redutase do monodesidroascorbato (MDHAR).
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GERMINACAO E VIGOR DE SEMENTES DE SORGO FORRAGEIRO SOB

ESTRESSE HIDRICO E SALINO!

Alexandre Bosco de OliveiraZ, Enéas Gomes-Filho®

RESUMO - Condig¢des de estresse hidrico e salino durante a fase de germinacdo afetam a
emergéncia das plantulas no campo e, consequentemente, o estande das plantas e o
desenvolvimento vegetativo das culturas. Através de dois experimentos objetivou-se avaliar
os efeitos dos estresses hidrico e salino na germinacdo e vigor de sementes de dois genotipos
de sorgo forrageiro [Sorghum bicolor (L.) Moench]. A semeadura foi realizada no interior de
caixas “Gerbox”, sobre duas folhas de papel “germitest” umedecidas com &dgua destilada
(controle) ou com solugdes de polietilenoglicol 6000, de modo a fornecer os potenciais
hidricos de -0,2, -0,4 e -0,8 MPa, ou com NaCl a 75, 150 e 300 mM, respectivamente. A
germinacdo e o vigor das sementes foram avaliados através da primeira contagem (PCG),
teste padrao (TG), indice de velocidade (IVG) e tempo médio de germinagdo (TMG).
Utilizou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial (2x4),
totalizando oito tratamentos, com quatro repeticoes de 50 sementes cada, em ambos os
ensaios. O gendtipo CSF 18 teve a germinagdo afetada somente no maior nivel de salinidade
(300 mM), observando-se aumento no TMG e reducdo nas varidveis PCG, IVG e TG. O
genotipo CSF 20 apresentou comportamento semelhante, exceto para as varidveis IVG e

TMG, as quais foram afetadas pelo NaCl a partir da concentragdo de 150 mM. O gendtipo
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CSF 18 apresentou maior tolerdncia aos estresses hidrico e salino durante a fase de
germinacdo do que o CSF 20.

Termos para indexacdo: Sorghum bicolor, qualidade fisioldgica, estresse osmotico, salinidade.

GERMINATION AND VIGOR OF SORGHUM SEEDS UNDER WATER AND SALT

STRESS

ABSTRACT - Salt and water stress during the germination affect the emergence of seedlings
in the field and, consequently, the stand of the plants and the growth of crops. Two
experiments were conducted to evaluate the effects of water and salt stress on germination
and vigor of seeds of two genotypes of sorghum [Sorghum bicolor (L.) Moench]. The seeding
was done inside the boxes "Gerbox”, on two sheets of paper “germitest” dampened with
distilled water (control) or with solutions of polyethylene glycol 6000 to provide the water
potentials of -0.2, -0.4 and -0.8 MPa, or with NaCl at 75, 150 and 300 mM, respectively. The
seed germination and vigor were evaluated by the first germination count (FGC), germination
test (GT), germination speed index (GSI) and germination average time (GAT). In both
studies was used the completely randomized design in factorial (2x4), totaling eight
treatments, with four replicates of 50 seeds each. The CSF 18 genotype germination was
affected only in higher level of salinity (300 mM) with an increase in the GAT and reduction
in variables FGC, GSI and GT. The genotype CSF 20 showed similar behavior, except for
GSI and GAT variables, which was affected by NaCl from the concentration of 150 mM. The
CSF 18 genotype had greater tolerance to water and salt stress during the germination phase
than CSF 20.

Index terms: Sorghum bicolor, physiology quality, osmotic stress, salinity.
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INTRODUCAO

Nas regides dridas e semi-dridas, o déficit hidrico e o excesso de sais no solo tém
limitado a producdo agricola. Esses fatores afetam negativamente a germinagdo, o estande das
plantas, o desenvolvimento vegetativo das culturas, a produtividade e, nos casos mais graves,
causam a morte das plantulas (Silva e Pruski, 1997).

A dgua é um dos fatores mais importantes que afetam a germinacdo, pois reativa o
metabolismo e estd envolvida direta e indiretamente em todas as demais etapas da germinacao
(Marcos Filho, 2005). Potenciais osmoéticos muito negativos atrasam e diminuem a
germinacdo, havendo um nivel minimo de umidade que a semente deve atingir para germinar,
o qual depende da composi¢do quimica e permeabilidade da testa (Verslues et al., 2006).
Nesse contexto, € de suma importancia a presenca de um nivel adequado de hidratacao que
permita a reativacdo dos processos metabolicos, culminando no crescimento do eixo
embrionario (Marcos Filho, 2005).

A alta concentracdo de sais € outro fator de estresse para as plantas, pois a dgua é
osmoticamente retida em solucdo salina, assim, o aumento da concentracdo salina torna-a
cada vez menos disponivel para as plantas (Munns, 2002). O’Leary (1995), afirma que as
sementes sdo sensiveis a salinidade e, quando semeadas em solugdes salinas, observa-se
inicialmente uma diminui¢do na absor¢do de dgua, que atua reduzindo a velocidade dos
processos fisioldgicos e bioquimicos (Flowers, 2004). Tobe et al. (2000) acrescentam que a
inibicdo da germinagdo ocasionada pela salinidade se deve tanto ao efeito osmético, ou seja, a
“seca fisiologica” produzida, como ao efeito téxico, resultante da concentragdo de ions no
protoplasma.

O sorgo € reconhecido por sua tolerancia moderada aos estresses hidrico (Tabosa et al.,
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2002) e salino (Tabosa et al., 2007), podendo constituir em uma alternativa para cultivos sob
tais condicdes. O uso do sorgo se justifica, também, por suas caracteristicas bromatolégicas
que, a semelhanca do milho, possibilitam fermentacdo adequada e consequente
armazenamento sob forma de silagem, pelos teores elevados de carboidratos soldveis e, até
mesmo, de proteina bruta, em algumas variedades, e por suas caracteristicas agrondmicas que,
entre outras, incluem elevada produtividade de biomassa (Von Pinho et al., 2006).

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos dos estresses hidrico e

salino sobre a germinacao e vigor de sementes de dois gendtipos de sorgo forrageiro.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de Fisiologia Vegetal, do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular, da Universidade Federal do Ceara (UFC),
em Fortaleza-CE, nos meses de dezembro de 2008 a janeiro de 2009. Foram utilizadas
sementes de dois genétipos de sorgo forrageiro [Sorghum bicolor (L) Moench], cedidas pela
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria (IPA), Recife, PE, avaliados previamente
como sensivel (CSF 18) e tolerante (CSF 20) ao estresse salino durante a fase de crescimento
vegetativo (Lacerda et al., 2003; Silva et al., 2003).

Realizou-se a semeadura sobre duas folhas de papel toalha, tipo Germitest, umedecidas
com 4gua destilada (controle) ou com solu¢des de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) de
modo a fornecer os potenciais hidricos de -0,2, -0,4 e -0,8 MPa, no experimento 1 (estresse
hidrico), bem como usando solugdes de NaCl a 75, 150 e 300 mM, no experimento 2 (estresse
salino), na propor¢do equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. As sementes, em
nimero de 50, foram mantidas no interior de caixas pldsticas transparentes de 11 x 11 x 3,0

cm, com tampa, as quais foram vedadas com Parafilm® (BRAND, Alemanha) a fim de reduzir
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a perda de umidade, e acondicionadas em camara de germinagdo tipo BOD, a 25 °C, sob luz
constante. As sementes foram avaliadas quanto a germinacdo e ao vigor, sendo este
representado pela primeira contagem de germinacgao, analisando-se as seguintes varidveis:

Primeira contagem de germinacdo - conduzida juntamente com o teste de
germinacdo, computando-se a porcentagem de plantulas normais no quarto dia apds a
instalacdo do ensaio, conforme recomendado por Brasil (1992).

Teste de germinacio - realizado no décimo dia apds a semeadura, por ocasido do final
do experimento, considerando-se germinadas as sementes que emitiram raiz primdria. Os
resultados foram expressos em porcentagem média com base no nimero de plantulas normais
(Brasil, 1992).

Indice de velocidade de germinacao - calculado pelo somatério do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e

a germinacao, de acordo com a férmula de Maguire (1962).

IVG = (G1/N)) + (G2/N3) + (G3/N3) + ... + (Gy/N,), em que:
IVG = indice de velocidade de germinacao,

G, Gy, Gs, ..., Gn = ndmero de plantulas computadas na primeira, segunda, terceira e

ultima contagem;

Nj, Ny, N3, ..., Nn = nimero de dias da semeadura a primeira, segunda, terceira e

ultima contagem.

Tempo médio de germinac¢do - obtido através de contagens didrias das sementes
germinadas até o décimo dia apés a semeadura e calculado através da foérmula abaixo,
proposta por Labouriau (1983), sendo os resultados expressos em dias.

TMG = X (ni ti) / X ni, em que:

TMG = tempo médio de germinacdo (dias),
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ni = ndmero de sementes germinadas no intervalo entre cada contagem;

ti = tempo decorrido entre o inicio da germinacao e a i-ésima contagem.

Em ambos os ensaios, adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado,
com quatro repeticoes de 50 sementes, em esquema fatorial 2 x 4, tendo como tratamentos a
combinacdo de dois gendtipos de sorgo (CSF 18 e CSF 20) e quatro niveis de estresse hidrico
0, -0,2, -0,4 e -0,8 MPa), no experimento 1, ou dois genétipos e quatro niveis de salinidade
(0, 75, 150 e 300 mM de NaCl), no experimento 2. Foram ajustadas equacdes de regressao
das caracteristicas avaliadas como varidveis dependentes dos niveis dos estresses. A andlise
de variancia foi realizada através do teste F, a 1% de probabilidade, e as variancias dos
tratamentos foram testadas quanto a homogeneidade pelo teste de Bartlett, o qual mostrou ndo

haver necessidade de transformar os dados (Banzatto e Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Estresse hidrico

O comportamento germinativo das sementes de ambos 0s genétipos, sob déficit hidrico
induzido pelo PEG-6000, ao longo de dez dias apds a semeadura, € apresentado na Figura 1.
Com o aumento do déficit hidrico houve um aumento gradativo no nimero de dias
necessarios para que o percentual de sementes germinadas se estabilizasse. A estabilizacdo da
germinacdo das sementes do gendtipo CSF 18 ocorreu de forma mais rdpida e com menor
variacdo de tempo, em torno do 2° ao 4° dia e no 7° dia apés a semeadura (DAS), nos
tratamentos de zero a -0,4 MPa e de -0,8 MPa, respectivamente (Figura 1). J4 no genétipo
CSF 20, o qual foi mais afetado pelo estresse hidrico que o CSF 18, observou-se que a

germinacdo variou bastante em funcido do potencial osmoético da solugdo do substrato. Nesse
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genotipo, de modo semelhante ao observado no CSF 18, o tratamento controle estabilizou-se
no 2° DAS, no entanto, a medida que se aumentou o nivel de estresse os demais tratamentos
tiveram sua evolucdo de germinacdo estabilizada aos quatro, seis e oito DAS,
respectivamente, nos potenciais hidricos de -0,2, -0,4 e -0,8 MPa.

A diminuic@o do potencial hidrico afetou linearmente, de forma significativa (P<0,01),
todas as varidveis analisadas em ambos os gendtipos (Figura 2). Resultados semelhantes
foram obtidos por Torres (1997), que trabalhando com sementes de sorgo, também observou
reducdo na qualidade fisiol6gica das sementes em fun¢do do estresse hidrico. Isto confirma o
relato de Carvalho e Nakagawa (2000), os quais afirmam que a germinacdo, que €
caracterizada como um processo irreversivel pode ser considerada como um dos estddios mais
criticos durante o ciclo da vida da planta.

Comparando-se os resultados de vigor na primeira contagem (Figura 2A) com os de
germinacdo na contagem final do teste (Figura 2B), percebe-se que o vigor das sementes de
sorgo foi mais afetado que a sua germinacdo, a medida que se aumentaram as concentragoes
das solugdes de PEG-6000. Esse fato tornou-se mais evidente no nivel de potencial osmético
de -0,8 MPa, uma vez que se detectaram redugdes de 55% e 74% no total de sementes
germinadas na primeira contagem para os gendtipos CSF 18 e CSF 20, respectivamente,
enquanto observaram-se reducdes menores, de 37% e 60% no nimero sementes de sorgo
germinadas na contagem final, respectivamente, para os genétipos CSF 18 e CSF 20.

Dell’ Aquila (1992) afirma que a habilidade do embrido para sintetizar novas proteinas
durante a germinacdo pode ser um importante processo sensivel a hidratacio, pois a sintese
protéica nos tecidos embriondrios é reduzida com o aumento do déficit hidrico. Se o potencial
hidrico do substrato de germinagdo for inferior a -1,5 MPa, os tecidos nio crescem e o padrao
de sintese protéica e dcidos nucléicos muda significativamente (Dell’ Aquila e Spada, 1992).

Portanto, h4 a necessidade de que haja um nivel de hidratacdo adequado durante a fase de
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embebicdo das sementes, de modo que este venha a permitir a reativacdo dos processos
metabdlicos, culminando no crescimento do eixo embrionario (Marcos Filho, 2005).

O aumento do déficit hidrico através do incremento nas concentracdoes de PEG-6000 na
solucdo do substrato foi responsdvel por decréscimos significativos nos valores médios do
indice de velocidade de germinagdo e aumentos significativos no tempo médio de germinagao
(Figura 2C e 2D). Portanto, a redu¢do do potencial osmético da solu¢do do substrato também
influenciou a germinacdo tornando-a mais lenta, em especial no genétipo CSF 20, em
detrimento de efeitos menos drésticos sobre o gendtipo CSF 18. Braccini et al. (1996) e
Moterle et al. (2006) também relataram atraso na germinacdo de sementes ocasionado pelo
déficit hidrico induzido por PEG-6000. Esses fatos podem ser explicados pela diminui¢do no
metabolismo das sementes em funcdo da menor disponibilidade de dgua para a digestdao das
reservas e translocacdo dos produtos metabolizados, sendo estes processos caracterizados por
Bewley e Black (1994) por um padrao trifdsico da germinacdo. Para esses autores, o estresse
hidrico pode reduzir tanto a porcentagem quanto a velocidade de germinacdo, com uma
grande variacdo de respostas entre as espécies, desde aquelas muito sensiveis, até as mais
resistentes. Dessa forma, sementes resistentes possuem a vantagem ecoldgica de estabelecer

plantulas em 4reas onde sementes sensiveis a seca ndo podem fazé-lo.

Estresse salino

A estabilizagdo da germinacdo das sementes de ambos os genétipos de sorgo ocorreu
por volta do 2° DAS, com exce¢do para os tratamentos salinos a 300 mM de NaCl, para o
genétipo CSF 18, e a 150 mM de NaCl, para o CSF 20, tendo a germinagdo estabilizada aos
3° e 4° DAS, respectivamente (Figura 3). Portanto, os genétipos estudados tiveram

comportamentos diferentes em relacao as concentragdes salinas. Na germinacdo de sorgo sob
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condic¢des de salinidade, semelhantemente ao que foi observado no experimento com estresse
hidrico, o genétipo CSF 18 mostrou-se mais tolerante que o CSF 20. Estes resultados
corroboram com a afirmac¢do de Shannon (1997), pois conforme este autor a tolerancia a
salinidade varia entre espécies, entre variedades/genétipos de uma mesma espécie e até
mesmo entre estadios fenoldgicos de um mesmo gendtipo.

Os tratamentos de salinidade provavelmente reduziram o potencial osmético da solugdo
do substrato, notadamente a 150 mM e 300 mM de NaCl, afetando o processo de embebicao
das sementes de sorgo, sendo este efeito mais marcante no 2° DAS, atrasando a germinagao.
Segundo O’Leary (1995), a ocorréncia excessiva de sais soliveis no substrato acarreta
redugcdo do potencial osmoético e, como consequéncia, reducdo do gradiente de potencial
hidrico entre o substrato e a semente, dificultando o processo de embebicdo e comprometendo
a germinagdo. Contudo, Tobe et al. (2000) afirmam que a inibi¢do da germinacdo ocasionada
pela salinidade se deve tanto ao efeito osmético, ou seja, a “seca fisiolégica” produzida, como
ao efeito toxico, resultante da concentracao de ions no protoplasma.

A primeira contagem de germinag¢do foi similar em ambos os gendtipos, apresentando
comportamento linear inversamente proporcional ao incremento na concentragdo de NaCl
(Figura 4A). Observaram-se, por outro lado, diferencas no vigor dos gendtipos estudados, de
modo que a partir do nivel de 150 mM de NaCl, as reducdes causadas pela salinidade foram
mais drasticas no gendtipo CSF 20 do que no gendtipo CSF 18. Desse modo, os resultados
obtidos demonstram que o teste de primeira contagem de germinagdo pode ser eficiente para
avaliar o vigor de sementes de sorgo submetidas a salinidade. De forma semelhante, Dantas et
al. (2007), avaliando a germinacdo e vigor de sementes de diferentes cultivares de feijao
submetidas ao estresse salino, constataram que a primeira contagem de germinac¢do foi um
método eficaz para a predi¢do do vigor e diferenciacdao do nivel de tolerancia das cultivares ao

estresse. Moterle et al. (2006), trabalhando com milho-pipoca, observaram que o estresse
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salino proporcionou variagdes nesse parametro de acordo com a cultivar analisada, podendo-
se constatar que hd um comportamento germinativo diferenciado em funcdo do genétipo
estudado.

No teste de germinagdo foi observado efeito linear inversamente proporcional a
salinidade, ou seja, a germinagao das sementes foi reduzida a medida que se elevou o nivel de
NaCl do substrato, alcancando valores, respectivamente, de 33,5 e 15,0% a 300 mM de NaCl
nos gendtipos CSF 18 e CSF 20 (Figura 4B). Estes resultados concordam com aqueles obtidos
por Prisco et al. (1975), que observaram diminui¢do da germinagdo de sementes de sorgo em
funcdo da elevacdo da concentracdo de sais existentes no substrato.

De acordo com Braccini et al. (1996), a diminui¢do acentuada da germinacdo das
sementes de soja em maiores concentragdes de NaCl deve-se a menor quantidade de dgua
absorvida pelas sementes em fun¢do da reducdo do potencial osmético das solugdes. Essa
relacao também foi verificada por Smith et al. (1989) com sementes de sorgo e milheto que
tiveram sua germinacdo uniformemente diminuida com a reducdo do potencial osmético,
sendo que no potencial de -1,2 MPa ndo houve sementes germinadas.

A semelhanca do que ocorreu com o vigor na primeira contagem e o teste de
germinagdo, novamente o incremento na concentracdo de NaCl do substrato promoveu um
maior decréscimo na velocidade de germinacdo das sementes de sorgo, representada pela
reducdo no indice de velocidade de germinagdo e incremento no tempo médio de germinagdo
das sementes (Figura 4C e 4D). Os dados se ajustaram em equagdes de regressao lineares, que
mostram que o gendtipo CSF 20 apresentou germinagdo mais lenta que o CSF 18 em fungdo
do estresse salino. Atraso na germinacdo de sementes ocasionado pelo excesso de sais
também foi observado por outros autores em diversas culturas de importancia econdmica
(Braccini et al.,1996; Moterle et al., 2006; Dantas et al., 2007). A diminui¢cdo do processo de

absor¢do de dgua e a entrada dos ions em quantidade suficiente para provocarem toxicidade as
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sementes, especialmente o Na* e o CI, sdo apontadas como as principais causas da redugio da
velocidade dos processos fisioldgicos e bioquimicos (Tobe et al., 2000; Flowers, 2004).

Analisando-se os dois experimentos, observa-se que a germinagdo e o vigor do sorgo
foram mais afetados pela salinidade do que pelo estresse hidrico. Esses resultados diferem
daqueles de Braccini et al. (1996) que observaram, em sementes de soja, que o PEG-6000
proporcionou efeitos mais drasticos sobre a germinacdo e vigor das sementes que o NaCl.
Todavia, esse fato deve-se, certamente, porque no referido ensaio os autores utilizaram esses
agentes osmoéticos nos mesmos potenciais € o PEG-6000, por ser um soluto ndo permeavel,
induz um déficit hidrico maior. Em contrapartida, no presente trabalho, os valores de
potencial osmético foram diferentes em ambos os experimentos. Utilizando-se a equacdo de
Van’t Hoff, citada por Salisbury e Ross (1992), observa-se que as concentracdes de NaCl
utilizadas no ensaio de estresse salino proporcionaram valores de potencial osmédtico bem
mais negativos (-0,32, -0,62 e -1,23 MPa) que aqueles obtidos com o PEG-6000 (-0,2, -0,4 e -
0,8 MPa).

Os sais de alta solubilidade, tais como o NaCl, exercem menor efeito sobre a “seca
fisiolégica” no processo germinativo do que o PEG-6000, pois as sementes ao absorverem
dgua do substrato absorvem também os sais, os quais provocam reducdo do potencial
osmotico celular e, consequentemente, favorecem o aumento da absorcdo de dgua pelas
sementes por manterem o gradiente de potencial hidrico entre a semente e o substrato,
processo conhecido como ‘“‘ajustamento osmoético”  (Munns, 2002). Quanto ao
polietilenoglicol (PEG-6000 e 8000), por outro lado, as moléculas sdo muito grandes para
ultrapassar as paredes celulares, ou seja, este agente osmotico ndo € absorvido pelas sementes
€, por conseguinte, proporciona maior estresse hidrico (Bradford, 1995).

De modo geral, as varidveis mais influenciadas negativamente pelos estresses aplicados

foram a primeira contagem de germinacao, bem como o indice de velocidade de germinacgdo e
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o tempo médio de germinacdo, verificando-se assim que o déficit hidrico e o excesso de sais
proporcionaram uma redugdo significativa no vigor e velocidade de germinagdo das sementes
de sorgo, principalmente naquelas do genétipo CSF 20 (Figuras 2 e 4). Os resultados obtidos
neste experimento divergem daqueles obtidos por Lacerda et al. (2003) e Silva et al. (2003),
os quais trabalhando com os mesmos gendtipos de sorgo forrageiro na fase de crescimento
vegetativo relataram que o genétipo CSF 18 era mais sensivel a salinidade do que o CSF 20.
Entretanto, comumente t€ém sido relatadas na literatura diferencas no nivel de tolerancia ao
estresse hidrico (Rauf et al., 2007; Szira et al., 2008) e salino (Chartzoulakis e Klapaki, 2000;
Almodares et al., 2007) de vdrias culturas de importancia econdmica em funcio do estadio de
desenvolvimento.

Portanto, os dados aqui obtidos revelaram que o genétipo CSF 18, apesar de mais
sensivel a salinidade que o CSF 20 durante a fase de crescimento vegetativo, apresentou
maior tolerancia ao estresse salino durante a fase de germinagdo. Conforme Munns (2002),
essas discrepancias podem estar relacionadas com a espécie, genétipo ou cultivar utilizado, o
estddio de desenvolvimento em que o estresse foi aplicado, os niveis e a forma de aplicagcdo

de sais e o tempo e duracao do estresse.

CONCLUSOES

Os estresses hidrico e salino afetaram negativamente o desempenho das sementes de
sorgo, reduzindo a germinacao e vigor.

Os gendtipos mostraram respostas diferenciadas quanto as condi¢des de déficit hidrico e
salinidade, sendo que as sementes de sorgo do gendtipo CSF 18 apresentaram melhor

germinagdo e vigor em relagdo as do gendtipo CSF 20.
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FIGURA 1. Evolucao da germinacao de sementes de dois genétipos de sorgo (CSF 18 e

CSF 20) sob diferentes niveis de estresse hidrico.
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FIGURA 2. Primeira contagem (A), teste (B), indice de velocidade (C) e tempo médio
(D) de germinacio de sementes de dois gendtipos de sorgo (CSF 18 e CSF 20) sob

diferentes niveis de estresse hidrico.** Significativo a 1% de probabilidade.
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EFEITO DO CONDICIONAMENTO OSMOTICO NA GERMINACAO E
VIGOR DE SEMENTES DE SORGO COM DIFERENTES QUALIDADES

FISIOLOGICAS

Alexandre Bosco de Oliveira’ , Enéas Gomes-F ilho®

RESUMO - O objetivo dessa pesquisa foi avaliar o efeito do condicionamento osmético na
germinagdo e no vigor de sementes de sorgo, cultivar IPA 1011, com diferentes qualidades
fisiolégicas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticdes, no esquema fatorial 2 x 2, constando de quatro tratamentos: 1. sementes
envelhecidas; 2. sementes ndo envelhecidas; 3. sementes envelhecidas e condicionadas
osmoticamente e 4. sementes nio envelhecidas e condicionadas osmoticamente. A qualidade
das sementes foi avaliada por meio do teor de dgua (TA), massa de mil sementes (MMS),
primeira contagem (PCG), teste de germinagdo (TG), indice de velocidade (IVG) e tempo
médio de germinacdo (TMG), envelhecimento acelerado (TEA), teste de frio (TF),
condutividade elétrica (TCE) e lixivia¢do de potassio (TLK). Os resultados mostraram que o
envelhecimento artificial afeta negativamente o desempenho das sementes de sorgo, podendo
tais efeitos serem parcialmente revertidos pelo condicionamento osmético, sendo que essa
técnica nao influencia a germinacdo, mas promove beneficios no vigor das sementes de

qualidade fisiol6gica superior e inferior.

Termos para indexacgdo: Sorghum bicolor, condicionamento osmético, potencial germinativo.

! Eng®. Agronomo, MSc., doutorando em Agronomia/Fitotecnia, CCA/UFC, bolsista do CNPq, Depto de
Fitotecnia, CCA/UFC, Caixa Postal 12.168, 60356-001, Fortaleza-CE, aleufc @gmail.com.

2 Eng®. Quimico, Prof. Dr., Depto de Bioquimica e Biologia Molecular, CC/UFC, Caixa Postal 6039, 60455-970,
Fortaleza-CE, egomesf @ufc.br, autor para correspondéncia.
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EFFECTS OF THE OSMOCONDITIONING ON THE GERMINATION AND VIGOR OF

SORGHUM SEEDS WITH DIFFERENT PHYSIOLOGICAL QUALITIES

ABSTRACT - This research was conducted to evaluate the effect of osmotic conditioning on
the germination and vigour of seeds of sorghum, cultivar IPA 1011, with different
physiological qualities. The experimental design was completely randomized in four
replications in a factorial 2 x 2, consisting of four treatments: 1. aged seeds, 2. seed not aged,
3. seed aging and osmoconditioning and 4. seed aging and not osmoconditioning. The quality
of seeds was evaluated by means of water content (WC), mass of thousand seeds (MTS), the
first germination count (FGC), germination pattern test (GPT), germination speed index
(GSI), germination mean time (GMT ), accelerated aging test (AAT), cold test (CT), electrical
conductivity test (ECT) and leaching of potassium test (LPT). The results showed that the
artificial aging negatively affects the performance of sorghum seeds, and such effects are
partially reversed by priming, and this technique does not influence germination, but further

benefits in seed vigour with top and bottom physiological qualities.

Index terms: Sorghum bicolor, osmotic conditioning, germination potential.

INTRODUCAO

O sorgo granifero constitui-se atualmente numa importante alternativa para a

alimentacdo animal em nosso pais, especialmente em regides de baixa disponibilidade de

agua, por apresentar plantas com elevada producdo de graos e com relativa tolerancia a seca e
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a temperaturas elevadas. Além disso, as novas cultivares disponiveis no mercado t€ém alta
produtividade, resisténcia as doencgas e boa estabilidade de produc¢do, diminuindo riscos de
perdas para o produtor (Mariguele e Silva, 2002). Entretanto, dentre os fatores limitantes,
pode-se destacar a dificuldade de se obter sementes com elevada qualidade fisica, fisioldgica,
genética e sanitdria capazes de proporcionar o estabelecimento adequado de lavouras com
populacdes de plantas uniformes e vigorosas (Carvalho et al., 2000).

O uso de tratamentos pré-semeadura vem sendo estudado como alternativa para
proporcionar maior germinacdo das sementes e emergéncia de plantulas mais répida e
uniforme no campo. Dentre os tratamentos utilizados, destaca-se o priming ou
condicionamento osmdtico, técnica proposta inicialmente por Heydecker et al. (1975), que
envolve o controle da hidratacdo das sementes, em tempo suficiente para permitir que os
processos preparatdrios essenciais a germinacao ocorram sem que haja protrusio da radicula.
Em seguida, as sementes podem ser desidratadas.

O condicionamento osmoético permite o desdobramento de reservas e a sintese de
metabolitos necessdrios a germinacao, fazendo com que ocorra uma germinacdo mais rapida
das sementes, diminuindo o seu tempo de exposi¢do as condi¢des desfavordveis, tais como
ataques por microrganismos e deficiéncia hidrica, dentre outras (Marcos Filho, 2005). Apesar
dessa técnica ter sido proposta inicialmente para sementes de hortalicas, trabalhos recentes
tétm mostrado efeitos benéficos desse tratamento na germinacdo de sementes € no
desenvolvimento inicial de plantulas de outras importantes culturas sob condicdes ideais ou
adversas, conforme observado por Murungu et al. (2005) em milho e algoddo, Oliveira et al.
(2007) em milho doce e Patane et al. (2009) em sorgo.

A qualidade fisioldgica do lote de sementes ¢ um dos fatores que pode influenciar
significativamente nos efeitos do condicionamento osmético. Segundo Carvalho et al. (2000),

a germinacdo de sementes de sorgo ndo apresenta resposta significativa ao uso do
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condicionamento osmoético com polietilenoglicol (PEG-6000), quando as sementes
apresentam alto padrao de qualidade fisioldgica. Entretanto, estes autores observaram um
aumento de 7 pontos percentuais na germinagao de sementes envelhecidas artificialmente (42
°C por 96 h) apés o condicionamento osmdtico. Essa técnica, realizada com PEG e dgua do
mar, também permitiu um aumento da germinagdo de sementes de aspargo com baixa
qualidade fisioldgica (Bittencourt et al.,2005). Resultados semelhantes a esses foram obtidos
por Nascimento e Aragdo (2004) e Pereira et al. (2008) em sementes de meldo e cenoura,
respectivamente. Essas informagdes evidenciam um possivel efeito favordavel do
condicionamento osmoético em sementes com qualidade fisiolégica inferior. Por outro lado,
Medeiros Filho et al. (2000), avaliando o vigor de sementes de sorgo osmocondicionadas
submetidas ou ndo ao envelhecimento artificial, constataram através do teste de tetrazélio
(Krzyzanowski et al., 1991) que em sementes de qualidade superior o priming em PEG-6000
foi mais eficiente do que a imersao apenas em agua.

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos do condicionamento
osmoético na germinacgdo e vigor de sementes de sorgo granifero, cultivar IPA 1011, com

diferentes qualidades fisiologicas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de marco a abril de 2009, nos Laboratérios de
Andlise de Sementes e de Fisiologia Vegetal pertencentes, respectivamente, aos
Departamentos de Fitotecnia e de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal
do Ceard (UFC), em Fortaleza, CE. Foram utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum
bicolor (L) Moench], cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela Empresa Pernambucana de

Pesquisa Agropecudria (IPA), em Recife, PE, e armazenadas em frascos de vidro contendo
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silica gel, a temperatura de 8 °C.

Para aplicagdo dos tratamentos, o lote inicial de sementes foi dividido em dois sublotes:
em um deles, as sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerado de acordo com
metodologia descrita por Miranda et al. (2001) para sementes de sorgo, utilizando gerbox
adaptado em incubadora BOD a 43 °C, sob umidade relativa do ar pré6xima de 100%, por 72
horas; o outro sublote de sementes permaneceu sem tratamento (sementes ndo envelhecidas) e
foi utilizado como controle. Apds esse procedimento, a metade das sementes de cada um
desses sublotes foi submetida ao tratamento de condicionamento osmético.

Para o condicionamento osmético das sementes foi empregada a metodologia descrita
por Foti et al., 2002 e Patane et al., 2009, para sementes de sorgo. Para tanto, as sementes
foram colocadas em béqueres de 400 mL contendo 200 mL de solu¢do de PEG-6000 a 250 g
L' a qual, segundo Michel e Kaufmann (1973), corresponde a um potencial osmético de —
0,86 MPa a 15°C, onde permaneceram por 48 horas. Para a definicio deste tempo de
condicionamento, foram feitas curvas de absor¢do de dgua das sementes envelhecidas e ndo
envelhecidas. Para isso, quatro subamostras de 50 sementes de cada sublote foram postas
sobre duas folhas de papel de filtro mata-borrdao saturadas com dgua destilada e colocadas no
interior de caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) transparentes, com tampas, as quais foram
mantidas em camara de germinagdo, sob escuro continuo e temperatura de 15 °C, durante 48
horas. A absorcado de dgua (AbA) pelas sementes foi medida nos tempos de embebicao de 0, 2,
4, 6, 8, 10, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 horas. Ao final de cada tempo, as sementes eram
retiradas, enxugadas com papel toalha e pesadas, para obtencdo do peso umido. A AbA, em

percentagem, foi calculada empregando-se a férmula AbAz( ZD '}xlOO, onde, Py

i

representa o peso final das sementes a cada tempo e P; o peso inicial das sementes antes da

embebicao.
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O condicionamento osmoético foi conduzido em uma incubadora, sob escuro continuo e
aeracdo constante, a fim de garantir condi¢cdes normais de respiracao das sementes (Bujalski e
Nienow, 1991). Na parte inferior de cada béquer foi fixada uma mangueira estreita, com pedra
porosa anexada na ponta, a qual se manteve conectada a uma pequena bomba de aquério,
responsavel pela insuflacdo de ar na solu¢do. Apds o condicionamento, as sementes foram
cuidadosamente lavadas e, em seguida, secas com papel de filtro mata-borrao, por 72 horas,
em ambiente de laboratério. As sementes foram desinfetadas em solu¢ao de hipoclorito de
sodio a 1%, por cinco minutos e utilizadas nos experimentos.

As sementes de cada tratamento foram avaliadas por meio dos seguintes parametros ou

testes:

Teor de agua (TA) - foi determinado com base na massa imida, segundo metodologia
descrita por Brasil (1992), utilizando-se quatro subamostras de cinco gramas de sementes para

cada tratamento.

Massa de mil sementes (MMS) - foram utilizadas oito subamostras de cem sementes
para cada tratamento, a partir das quais se estimou a massa de mil sementes, conforme

recomendado por Brasil (1992).

Primeira contagem de germinacido (PCG) - foi determinada juntamente com o teste
de germinacgdo, registrando-se a porcentagem de plantulas normais no quarto dia apds a

instalacao do ensaio, conforme as Regras de Anélises de Sementes (Brasil, 1992).

Teste de germinacao (TG) - utilizaram-se 200 sementes por tratamento, em quatro
repeticoes de 50 sementes distribuidas em rolos de papel umedecido com quantidade de dgua
equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. A avaliagdo foi realizada no décimo dia apds
a semeadura, considerando-se germinadas as sementes que emitiram raiz primdria. Os
resultados foram expressos em porcentagem média com base no nimero de plantulas normais

(Brasil, 1992).
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Indice de velocidade de germinacao (IVG) - calculado pelo somatério do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e
a germinacdo, de acordo com a férmula definida por Maguire (1962).

Tempo médio de germinacao (TMG) - obtido através de contagens didrias das
sementes germinadas até o décimo dia apds a semeadura e calculado através de férmula
proposta por Labouriau (1983), sendo os resultados expressos em dias.

Teste de envelhecimento acelerado (TEA) - utilizaram-se 200 sementes por sublote,
em quatro repeti¢cdes de 50 sementes, distribuidas numa camada tnica e uniforme, sobre tela
de aluminio fixada em caixa de plastico (gerbox), contendo no fundo 40 mL de 4gua
destilada. As caixas pldsticas foram mantidas a 43 °C, durante 72 horas (Miranda et al., 2001).
Ap6s esse periodo, foi instalado o teste de germinacdo e a avaliacao foi realizada quatro dias
apds a semeadura, computando-se a percentagem de plantulas normais (Brasil, 1992).

Teste de frio (TF) - foi conduzido utilizando-se rolo de papel, sem solo, conforme
recomendacdes de Cicero e Vieira (1994), em que quatro repeti¢cdes de 50 sementes foram
distribuidas em rolos de papel umedecido com quantidade de dgua equivalente a 2,5 vezes o
peso do substrato seco. Apds a semeadura, os rolos foram colocados no interior de sacos
plasticos e vedados com fita adesiva, sendo mantidos em camara regulada a 10 °C, durante
sete dias. Apds este periodo, os rolos foram retirados dos sacos pldsticos e transferidos para
um germinador a temperatura constante de 25 °C, onde permaneceram por quatro dias,
quando entdo foi calculada a porcentagem de plantulas normais.

Teste de condutividade elétrica (TCE) - quatro repeticdes de 50 sementes, para cada
lote, foram pesadas e colocadas para embeber em copos plasticos (capacidade de 200 mL)
contendo dgua destilada e mantidas em germinador durante 24 horas a temperatura constante
de 25 °C (Vieira e Krzyzanowski, 1999). A leitura da condutividade elétrica da solu¢do foi

realizada em condutivimetro da Marca Analyser, modelo 650, sendo os resultados expressos
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em pS cm” g de sementes.

Teste de lixiviacao de potassio (TLK) — utilizou-se o0 mesmo procedimento adotado
para o TCE, com excecdo do tempo de embebi¢do das sementes, que neste teste foi de 60
minutos. As leituras foram realizadas em fotometro de chama MicroNal, modelo B463, sendo
os resultados expressos em ppm de potdssio por grama de semente (Marcos Filho, 2005).

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes de 50 sementes, em esquema fatorial 2 x 2, tendo como tratamentos a combinagao
de dois sublotes com sementes de diferentes qualidades fisioldgicas (envelhecidas e ndo
envelhecidas) e de dois grupos distintos (submetidos ou ndo ao osmocondicionamento). A
andlise de variancia e a comparacdo de médias foram realizadas através do teste F e Tukey,

respectivamente, ambos ao nivel de 5% de probabilidade (Banzatto e Kronka, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes envelhecidas e ndo envelhecidas apresentaram curvas de absorcdo de dgua
semelhantes (Figura 1). A fase de maior velocidade de absor¢do ocorreu do inicio até duas
horas de embebicdo, enquanto a fase de menor velocidade de absor¢do ocorreu entre 24 e 48
horas de embebicdo. Com base nesta curva, estabeleceu-se o tempo de 48 horas para o
tratamento de condicionamento osmético em presenca de PEG-6000, tendo em vista a alta
percentagem de absor¢do de 4gua nesse tempo. A dgua € necessdria para a digestdo das
reservas e translocacao dos produtos metabolizados, sendo estes processos caracterizados por
um padrio trifdsico da germinacdo (Bewley e Black, 1994). Nesse experimento, também se
observou que as sementes ndo envelhecidas emergiram a radicula com 30 horas de

embebicdo, enquanto que para as sementes envelhecidas isso s6 ocorreu com 42 horas apds a

embebicdo (Figura 1). Esse comportamento pode estar relacionado com uma reducdo na
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divisdo e expansdo celular em fun¢do do envelhecimento das sementes, resultando em uma
germinagdo mais lenta (Sveinsdottir et al., 2009).

O TA das sementes aumentou significativamente em func¢do dos procedimentos de
envelhecimento artificial e de condicionamento osmoético (Figura 2A). Isto evidencia que em
ambos os processos houve aumento na absor¢ao de dgua pelas sementes, uma vez que aquelas
ndo envelhecidas e ndo condicionadas (testemunha) apresentaram teor de dgua inferior aos
das sementes dos demais tratamentos. Estes resultados estdo de acordo com a afirmacgao de
Marcos Filho (1999) de que, durante o envelhecimento, as sementes sao submetidas a
condicdes que favorecem seu umedecimento - alta temperatura e elevada umidade relativa do
ar.

A MMS de ambos os sublotes de sementes, envelhecidas e nao envelhecidas,
submetidas ou ndo ao condicionamento osmético, foram similares (Figura 2B). Desse modo,
apesar das sementes terem absorvido dgua em quantidades distintas, esta variacdo nao foi
suficiente para exercer efeito significativo sobre a varidvel em questdo. A relevancia da MMS
deve-se a sua utilizacdo para calcular a densidade de semeadura, por ocasido do plantio no
campo, bem como, o peso da amostra de trabalho para a andlise de pureza em laboratério.
Entretanto os resultados obtidos demonstram que para a cultivar em questdo, tais parametros
ndo seriam afetados.

Os valores de PCG, TG e IVG foram significativamente reduzidos em fun¢do do
envelhecimento artificial das sementes, porém ndo foram afetados pelo condicionamento
osmotico das sementes de sorgo (Figuras 3A, 3B e 3C). Para sementes ndo envelhecidas, o
valor médio da PCG foi de 85%, enquanto para aquelas submetidas a esse procedimento foi
59%. A redugdo nessa varidvel foi concordante com o maior tempo para emersao da radicula
das sementes envelhecidas em relagdo as ndo envelhecidas, como observado na Figura 1.

Além disso, o IVG das sementes ndo envelhecidas foi superior aquele das envelhecidas, com
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valor médio de 7,7 para estas ultimas e de 10,8 para as primeiras. A diminui¢ao dos valores
deste indice ap6s o envelhecimento natural ou artificial de sementes tem sido atribuida a uma
série de alteracdes metabdlicas que ocorrem nas sementes apds o envelhecimento acelerado
(Sveinsdéttir et al., 2009). Esses resultados demonstram que o envelhecimento artificial foi
eficiente para promover a deterioragdo das sementes, refletida pela menor velocidade de
germinacdo e menores valores de germinac¢do na primeira e na dltima contagem. Redugdes
considerdveis nas varidveis em questao também foram observadas por Miranda et al. (2001)
em sementes de sorgo submetidas ao envelhecimento acelerado. Quanto ao condicionamento
osmotico das sementes de sorgo, Patane et al. (2009) também constataram que nao houve
diferenca significativa no percentual de germinac¢do de sementes submetidas ou ndo a esse
tratamento. Comportamento semelhante foi observado por Lanteri et al. (1996), Carvalho et
al., (2000) e Kikuti et al. (2002) em sementes de pimentdo, sorgo e algodao, respectivamente.
Esses autores, de forma semelhante ao que foi constatado no presente ensaio, observaram
reducdo significativa na porcentagem de germinacdo influenciada apenas pela qualidade
fisiologica das sementes.

Um dos sintomas mais importantes do declinio da qualidade fisiol6gica das sementes é
o aumento do intervalo da germinacdo da primeira e da ultima semente, ou seja, a
desuniformidade de emergéncia entre plantulas de um mesmo lote (Oliveira et al., 2009).
Assim, a utilizacdo de técnicas que possam acelerar e, consequentemente, trazer uniformidade
da germinacdo das sementes, poderd trazer grandes beneficios para os agricultores
(Heydecker e Coolbear, 1977). Contudo no experimento em questdo ndo se observou efeito
benéfico da técnica do priming sobre a velocidade de germinagdo das sementes. Resultados
similares foram obtidos por Carvalho et al. (2000) em sementes de sorgo, cv. EA-166,
submetidas ao condicionamento fisiol6gico com PEG-6000.

A varidvel TMG ndo foi influenciada por nenhum dos fatores avaliados neste
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experimento, demonstrando que as sementes de sorgo, cv. [IPA 1011 se mostraram insensiveis
aos processos de envelhecimento artificial e de condicionamento osmético (Figura 3D). Dessa
maneira, observou-se que o condicionamento osmético ndo trouxe vantagem quanto a
germinacdo resultado contrdrio ao observado por Carvalho et al. (2000), que verificaram
efeito favordvel na germinacdo de sementes de sorgo de menor potencial germinativo. Por
outro lado, os resultados obtidos na presente pesquisa foram semelhantes aos observados por
Kikuti et al. (2002), que relataram que o condicionamento osmético ndo foi promissor na
melhoria da qualidade fisioldgica de sementes de algoddo. Essas divergéncias podem estar
relacionadas as diferentes metodologias e materiais genéticos utilizados nos experimentos que
envolvem a técnica de condicionamento osmoético de sementes, cujo protocolo deve ser
estabelecido criteriosamente em funcdo de cada espécie, ou até mesmo, para cada variedade
ou cultivar isoladamente.

As sementes com qualidade fisiolégica superior (ndo envelhecidas) apresentaram
resposta positiva ao condicionamento osmético, aumentando o percentual de sementes
germinadas no TEA de 45% para 64% (Figura 4A). Contudo, 0 mesmo comportamento ndo
foi verificado para as sementes envelhecidas, as quais ndo tiveram os valores no TEA
influenciados por esse tratamento. Os resultados obtidos, portanto, corroboram com aqueles
encontrados por Lanteri et al. (1996), os quais relataram em sua pesquisa que o
condicionamento osmotico de sementes ndo submetidas ao envelhecimento artificial induziu
as células embriondrias a entrarem na fase de sintese de DNA e, por conseguinte, aumentarem
a taxa de multiplicacdo celular, o que ndo foi constatado pelos autores nas sementes de baixo
vigor. Concordando com os dados obtidos no presente estudo (Figura 4A), outros trabalhos na
literatura tém relatado que, sob condi¢des de alta umidade e alta temperatura proporcionadas
pelo TEA, o condicionamento com PEG-6000 proporciona melhor desempenho das sementes

em relacdo a testemunha (Medeiros Filho et al., 2000; Kikuti et al., 2005).
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Seguindo o mesmo padrao que se observou para o TEA, o desempenho no teste de frio
das sementes de sorgo ndo envelhecidas foi beneficiado pelo tratamento de priming, com um
acréscimo de 17 pontos percentuais em relacdo a testemunha (Figura 4B). Tais resultados
estdo de acordo com aqueles obtidos por Kikuti et al. (2005), tendo em vista que para o TF
tais autores encontraram um aumento de 44% na porcentagem de plantulas normais oriundas
de sementes osmocondicionadas em relacdo a testemunha. Os resultados aqui obtidos
confirmam os beneficios do osmocondicionamento de sementes de boa qualidade fisiolégica
sobre o percentual e a velocidade de germinac¢do quando estas sdo semeadas em condig¢des
inadequadas de temperatura (Foti et al., 2002; Patane et al., 2009). Andrade et al. (1994)
também salientaram a sensibilidade das sementes de sorgo em relagdo as condi¢des de
estresse como o teste de envelhecimento acelerado e teste de frio. Os resultados aqui obtidos,
portanto, demonstram que o vigor das sementes ndo apresenta resposta significativa ao uso do
condicionamento osmoético com PEG-6000 quando estas apresentam baixo padrdo de
qualidade fisioldgica.

O condicionamento osmético das sementes de sorgo, tanto envelhecidas como ndo
envelhecidas, promoveu redugdo significativa no nivel de material exsudado na solugdo
utilizada para andlise no TCE (Figura 4C). O condicionamento osmético reduziu o valor da
condutividade elétrica do exsudado das sementes nio envelhecidas de 44,3 para 23,5 uS cm’
¢!, enquanto nas sementes envelhecidas essa reducdo foi de 56,8 para 44,3 uS cm™ g'. Por
esses resultados, infere-se que houve reestruturacdo do sistema de membranas durante o
processo de condicionamento osmotico, impedindo que os solutos fossem lixiviados da
semente para a 4gua. Comportamento semelhante foi observado por Kikuti et al. (2002) em
sementes osmocondicionadas de algodao.

Miranda et al. (2001), trabalhando com sementes de sorgo, observaram que os testes de

vigor aplicados as sementes comparativamente aos testes de germinacdo, proporcionaram
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informacdes mais detalhadas sobre os niveis de qualidade dos diferentes lotes de sementes,
principalmente, o TCE. Portanto, destaca-se a importancia da utilizacdo conjunta dos
resultados de vdrios testes para a avaliacdo do potencial fisiolégico de sementes, conforme
considerou Marcos Filho (1999).

Apesar de ter ocorrido redu¢do da condutividade elétrica da solucdo de exsudagdo das
sementes osmocondicionadas, independente da qualidade fisiolégica destas, os teores de K*
nessa solu¢do, durante o TLK, decresceram significativamente apenas nas sementes
envelhecidas, os quais diminuiram de 18,5 para 15,0 ppm g'. Este fato pode estar relacionado
com a natureza do material exsudato pela semente de melhor qualidade fisiolégica, a qual,
certamente, ndo tinha o K* como principal elemento lixiviado. Outro aspecto importante a se
destacar € que ainda ndo ha na literatura um protocolo especifico para avaliagdo do vigor de
sementes de sorgo através do TLK, porém trabalhos anteriores com outras cultivares de sorgo
tém mostrado efeitos benéficos do priming sobre as sementes de qualidade fisioldgica inferior
(Carvalho et al. 2000; Medeiros Filho et al., 2000).

De modo geral, analisando os resultados encontrados neste ensaio, cabe ressaltar a
afirmacdo de Lanteri et al. (1996), de que o condicionamento osmoético de sementes de
qualidade fisiolégica inferior tem diferentes efeitos na germinacdo, dependendo do nivel de
deterioracdo destas. Heydecker e Coolbear (1977) complementam que lotes de sementes com
qualidade fisioldgica distintas, respondem diferentemente ao condicionamento osmoético e
ressaltam a importancia de se relacionar as vantagens do condicionamento osmotico a

qualidade fisiolégica das sementes.

CONCLUSOES

O envelhecimento artificial afeta negativamente o desempenho das sementes de sorgo,
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podendo tais efeitos serem parcialmente revertidos pela técnica do condicionamento
osmotico.
O osmocondicionamento nao influencia a germinagdo, mas promove beneficios no

vigor das sementes de qualidade fisioldgica superior e inferior.
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FIGURA 1. Curva de embebicao de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, submetidas (=)
ou nio (-H-) ao envelhecimento artificial. ER — Emersiao da radicula. As
barras verticais representam o erro padrao da média.
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FIGURA 2. Teor de agua (TA, A) e massa de mil sementes (MMS, B) de dois sublotes de

sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndao envelhecidas (SNE) e envelhecidas
(SE) artificialmente e submetidas (O) ou ndo (O) ao condicionamento
osmético. Colunas de cores distintas com letras minisculas iguais, para
sementes de mesma qualidade fisiologica, ou colunas de mesma cor com
letras maidsculas iguais, para sementes com diferentes qualidades
fisiologicas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As barras verticais representam o erro padrao da média.
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FIGURA 3. Primeira contagem (PMG, A), germinacao (TG, B), indice de velocidade

(IVG, C) e tempo médio (TMG, D) de germinacao de dois sublotes de
sementes de sorgo, cv. IPA 1011, nao envelhecidas (SNE) e envelhecidas
(SE) artificialmente e submetidas (O) ou nao () ao condicionamento
osmético. Colunas de cores distintas com letras minisculas iguais, para
sementes de mesma qualidade fisiol6gica, ou colunas de mesma cor com
letras maidsculas iguais, para sementes com diferentes qualidades
fisiologicas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de

probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média.
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Valores médios obtidos nos testes de envelhecimento acelerado (TEA, A), de
frio (TF, B), de condutividade elétrica (TCE, C) e de lixiviacao de potassio
(TLK, D) de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, nao
envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e submetidas (&) ou
nao (0O) ao condicionamento osmoético. Colunas de cores distintas com letras
minusculas iguais, para sementes de mesma qualidade fisiolégica, ou
colunas de mesma cor com letras maidsculas iguais, para sementes com
diferentes qualidades fisiol6gicas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da

média.
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ESTABELECIMENTO DE PLANTULAS DE SORGO ORIUNDAS DE SEMENTES

OSMOCONDICIONADAS DE DIFERENTES QUALIDADES FISIOLOGICAS'

Sorghum seedlings establishment from primed seeds with different physiological
qualities
Alexandre Bosco de Oliveira’
Enéas Gomes-Filho®
RESUMO
O objetivo do trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento osmético na emergéncia
e crescimento inicial de plantulas provenientes de sementes de sorgo, cultivar IPA 1011, com
diferentes qualidades fisioldgicas. O delineamento experimental foi o inteiramente
casualizado com quatro repeticdes, no esquema fatorial 2 x 2, constando de quatro
tratamentos: 1. sementes envelhecidas; 2. sementes nao envelhecidas; 3. sementes
envelhecidas e condicionadas osmoticamente e 4. sementes ndo envelhecidas e condicionadas
osmoticamente. Para avaliar o estabelecimento das plantulas em canteiro, foram analisados os
estandes inicial (EI) e final (EF), o indice de velocidade (IVE) e o tempo médio (TME) de
emergéncia, as massas da matéria seca da raiz (MSR), da parte aérea (MSPA) e total (MST),
bem como a relagdio MSPA/MSR. As sementes osmocondicionadas do sublote nao
envelhecido apresentaram maiores valores para as varidveis EI, EF, MSPA e MST, refletindo
o efeito benéfico do condicionamento osmético sobre o estabelecimento das plantulas
oriundas de sementes de qualidade superior. O condicionamento osmético de sementes de
qualidade superior promove incrementos no porcentual de emergéncia e na producido de

massa seca de plantulas no campo.
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Termos para indexacdo: Sorghum bicolor, envelhecimento de sementes, priming,

emergéncia de plantulas, crescimento inicial.

ABSTRACT

The purpose of this work was to evaluate the effect of the priming on emergence and
early growth of sorghum seedlings from seeds, cv. IPA 1011, with different physiological
qualities. The experimental design was a completely randomized design with four replications
and a 2 x 2, consisting of four treatments: 1. aged seeds, 2. aging seeds 3. aged seeds and
osmotically conditioned and 4. aging seeds and osmotically conditioned. To assess the
emergence in the field, we analyzed the initial (IS) and end (ES) stand, velocity index (VIE)
and mean time (MTE) of emergency, dry weight of root (DWR), shoot (DWS) and total
(DWT) and the ratio DWS/DWR. Seeds primed from sublot not aged showed higher values
for the variables IS, ES, DWS and DWT, reflecting the beneficial effect of priming on
seedlings establishment from high quality seeds. The conditioning of high quality seeds
promotes increases in the rate of emergence and dry matter production of seedlings on field.

Index terms: Sorghum bicolor, seeds aging, priming, seedlings emergence, early growth.

INTRODUCAO
O sorgo ¢ uma planta que pode ser comparada ao milho, em relacdo ao seu valor
agronOdmico e nutritivo. No entanto, em termos de exigéncias e produgdo, o sorgo aparece
como uma alternativa interessante, uma vez que € mais adaptado a seca, dada a sua
capacidade de recuperar-se e produzir graos apds um periodo de estiagem, produzindo mais
matéria seca em dreas de solo menos fértil, quando comparado ao milho (Rodrigues et al.,
2002). Por sua facilidade de cultivo, resisténcia a seca, rapidez de estabelecimento e

crescimento e, principalmente, por sua facilidade de manejo para corte ou pastejo direto, além



114

do bom valor nutritivo e da alta producdo de forragem ou de graos, o sorgo t€ém sido muito
bem aceitos pelos pecuaristas (Gontijo Neto et al., 2002). Entretanto, dentre os fatores
limitantes de sua produtividade pode-se destacar a dificuldade de se obter sementes com
elevada qualidade fisica, fisiolégica, genética e sanitdria capazes de proporcionar o
estabelecimento adequado de lavouras com populacdes de plantas uniformes e vigorosas
(Carvalho et al., 2000).

Visando solucionar esse problema, diversos tratamentos pré-semeadura tém sido
utilizados, dentre eles o condicionamento osmético ou priming, que consiste na hidratagao
controlada das sementes em uma solu¢do osmdtica, de modo a estimular seu metabolismo
sem, contudo, permitir a emissdo da raiz primdria (Heydecker & Coolbear, 1977). Dessa
forma, ativa-se a degradacdo de reservas, bem como sua translocagdo e assimilagdo,
permitindo que as sementes alcancem um estado metabdlico relativamente uniforme ao se
interromper o fornecimento de d4gua (Santos et al., 2008).

Virias pesquisas relatam efeitos positivos do condicionamento osmético no aumento da
velocidade de germinag¢do e emergéncia, proporcionando maior uniformidade do estande,
além de proporcionar o estabelecimento das plantulas em condi¢Oes adversas (Harris et al.,
2001; Foti et al., 2002; Costa & Vilela, 2006; Bejandi et al., 2009; Patane et al., 2009).
Conforme Pereira et al. (2009), o condicionamento osmoético das sementes de cenoura em
solucdo de polietilenoglicol 6000 (PEG-6000) aumentou a emergéncia de plantulas em campo
e o desempenho sob temperatura sub e supra-6tima. Trabalhando com sementes de Echinacea
purpurea (L.) Moench. condicionadas com PEG-6000, Chiu et al. (2006) observaram que esse
procedimento proporcionou aumentos na porcentagem e reducdes no tempo médio de
emergéncia das plantulas. Carvalho et al. (2000) também relataram efeitos benéficos do
condicionamento osmoético, o qual promoveu aumento na velocidade de emergéncia e na

capacidade de estabelecimento das plantulas de sorgo.



115

Diversos trabalhos t€m demonstrado que o vigor das sementes € o componente de
qualidade mais influenciado pelo priming. Por essa razdo, esse tratamento tem sido
comumente designado na literatura como revigoramento de sementes. O vigor das sementes,
com frequéncia, eleva-se com o condicionamento osmético, bem como a taxa, sincronia e
porcentagem de emergéncia das plantulas, revelando resultados superiores aqueles obtidos
com sementes nao tratadas de varias espécies (Marcos Filho, 2005).

O trabalho foi desenvolvido com o objetivo de avaliar os efeitos do condicionamento
osmoético na emergéncia e crescimento inicial de plantulas de sorgo granifero, cultivar IPA

1011, com diferentes qualidades fisioldgicas.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de margo a abril de 2009, nos Laboratérios de
Andlise de Sementes e de Fisiologia Vegetal da Universidade Federal do Ceard (UFC), em
Fortaleza, CE. Foram utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum bicolor (L) Moench],
cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(IPA), em Recife, PE, e armazenadas em frascos de vidro com silica gel, a 8 °C.

Para aplicagdo dos tratamentos, o lote inicial de sementes foi dividido em dois sublotes:
em um deles, as sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerado de acordo com
metodologia descrita por Miranda et al. (2001) para sementes de sorgo, as quais foram
distribuidas numa camada unica e uniforme, sobre tela de aluminio fixada em caixa de
plastico (gerbox), contendo no fundo 40 mL de dgua destilada. As caixas plésticas foram
mantidas em incubadora BOD a 43 °C, sob umidade relativa do ar préxima de 100%, por 72
horas; o outro sublote de sementes permaneceu sem tratamento (sementes nao envelhecidas) e
foi utilizado como controle. Apds esse procedimento, a metade das sementes de cada um

desses sublotes foi submetida ao tratamento de condicionamento osmotico.
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Para o condicionamento osmético das sementes foi empregada a metodologia descrita
por Foti et al., 2002 e Patane et al., 2009, para sementes de sorgo. Para tanto, as sementes
foram colocadas em béqueres de 400 mL contendo 200 mL de solu¢ao de PEG-6000 a 250 g
L' a qual, segundo Michel & Kaufmann (1973), corresponde a um potencial osmético de —
0,86 MPa a 15 °C, onde permaneceram por 48 horas. Para a definicio do tempo de
condicionamento foram feitas curvas de absor¢ao de dgua das sementes envelhecidas e ndo
envelhecidas, tendo-se observado que 48 horas era o tempo em que as sementes atingiram o
maximo de absorcdo de dgua (dados nao apresentados).

O condicionamento osmoético foi conduzido em uma incubadora, sob escuro continuo e
aeracdo constante, a fim de garantir condi¢cdes normais de respiracdo das sementes (Bujalski
& Nienow, 1991). Na parte inferior de cada béquer foi fixada uma mangueira estreita, com
pedra porosa anexada na ponta, a qual se manteve conectada a uma pequena bomba de
aquério, responsavel pela insuflacdo de ar na solucdo. Apds o condicionamento, as sementes
foram cuidadosamente lavadas e, em seguida, secas com papel de filtro mata borrdo, por 72
horas, em ambiente de laboratério. As sementes foram desinfectadas em solugdo de
hipoclorito de s6dio a 1%, por cinco minutos e utilizadas nos experimentos.

O estabelecimento de plantulas no campo foi avaliado por meio das seguintes varidveis:

Estande inicial (EI) - utilizaram-se 200 sementes por tratamento, que foram semeadas,
aleatoriamente, em quatro repeti¢cdes de 50 sementes. A semeadura foi realizada em canteiros
de alvenaria contendo substrato de terra e areia na proporcao de 1:1. O teste foi conduzido em
temperatura ambiente, com irrigagdes feitas manualmente. Consideraram-se emergidas as
plantulas que apresentavam o coledptilo totalmente acima do nivel do solo. O estande inicial
foi determinado registrando-se a porcentagem de plantulas normais emergidas no quarto dia
apos a instalacdo do ensaio, seguindo metodologia utilizada por Carvalho et al. (2000) para

plantulas de sorgo.
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Estande final (EF) - foi conduzido juntamente com a avaliagdo do estande inicial, isto
€, usando o mesmo grupo de plantulas emergidas no canteiro. Contudo, foram computadas as
plantulas emergidas aos 12 dias apds a semeadura, obtendo-se o estande final, o qual foi
expresso em percentagem de plantulas emergidas (Brasil, 1992).

Indice de velocidade de emergéncia (IVE) - as leituras foram realizadas diariamente,
iniciando-se apds quatro dias da semeadura, computando-se o nimero de plantulas emergidas
a cada dia, até a estabilizacdo da emergéncia. O indice de velocidade de emergéncia foi
determinado pelo somatério do ndmero de plantulas normais emergidas diariamente e
dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e a emergéncia (Maguire, 1962).

Tempo médio de emergéncia (TME) - obtido através de contagens didrias das
plantulas normais emergidas até o décimo segundo dia apds a semeadura e calculado através
de férmula proposta por Labouriau (1983), sendo os resultados expressos em dias.

Massa da matéria seca das raizes (MSR) e da parte aérea (MSPA) - foram utilizadas
as plantulas obtidas na avaliagdo do estande final, das quais foram coletadas as 25 mais
uniformes de cada repeticao, sendo as plantulas separadas em raiz e parte aérea. Foi realizada
a secagem do material em estufa com circulagdo forcada de ar, a 80 °C por 72 horas.
Posteriormente este foi pesado em uma balanga de precisdo com quatro casas decimais, sendo
obtido a massa total da parcela. Este valor foi dividido pelo nimero de amostras (25
plantulas), resultando na massa da matéria seca da raiz (MSR) e da parte aérea (MSPA) por
plantula. Os valores foram expressos em miligramas.

Massa da matéria seca total (MST) - obteve-se a massa total da plantula através da
soma dos valores de MSR com os de MSPA, sendo estes expressos em miligramas.

Razao entre MSPA e MSR (MSPA/MSR) - foi determinada utilizando-se as varidveis
obtidas anteriormente, através do quociente obtido entre os valores de MSPA e de MSR.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro



118

repeticoes de 50 sementes, em esquema fatorial 2 x 2, tendo como tratamentos a combinagao
de dois sublotes de sementes com diferentes qualidades fisioldgicas (envelhecidas e nao
envelhecidas) e de dois grupos distintos (submetidos ou nao ao osmocondicionamento). A
andlise de variancia e a comparacdo de médias foram realizadas através do teste F e Tukey,

respectivamente, ambos a 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Aos quatro dias apds a semeadura, aproximadamente 42% das sementes
osmocondicionadas do lote de maior vigor, ou seja, sementes nao envelhecidas, haviam
germinado e produzido plantulas normais (Figura 1A). Esse percentual foi superior aquele das
sementes desse mesmo lote nao submetidas ao osmocondicionamento (P<0,05), o que mostra,
portanto, que este tratamento foi eficiente em aumentar percentual de plantulas de sorgo
emergidas na primeira contagem, representadas pela varidvel EI. Todavia, cabe aqui afirmar
que o condicionamento osmético s foi eficiente em aumentar o percentual de plantulas
emergidas no EI proveniente de sementes de maior vigor, uma vez que o priming efetuado em
sementes envelhecidas ndo mostrou efeito significativo. Deve-se ressaltar que 32 e 35% das
plantulas oriundas de sementes ndo condicionadas, submetidas e ndo submetidas ao
envelhecimento precoce, respectivamente, formaram o EI desses tratamentos, os quais ndo

diferiram significativamente entre si.
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Figura 1. Estande inicial (EI, A), estande final (EF, B), indice de velocidade (IVE, C) e
tempo médio (TME, D) de emergéncia das plantulas oriundas de dois sublotes de sementes de
sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas (E) ou ndo (O) ao condicionamento osmoético. Colunas de cores distintas com
letras mintsculas iguais, para sementes de mesma qualidade fisiol6gica, ou colunas de mesma
cor com letras maidsculas iguais, para sementes com diferentes qualidades fisiologicas, ndo
diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o
erro padrao da média.

Os resultados observados em sementes nao envelhecidas corroboram com o relato de
Del Giudice et al. (1999) que, trabalhando com sementes de soja, constataram que as que
foram submetidas ao condicionamento osmoético com PEG-6000, a -0,8 MPa por 4 dias a 25
°C, apresentaram melhores resultados de germina¢do e de emergéncia das plantulas. De modo
semelhante, Pereira et al. (2009) observaram incrementos no percentual de emergéncia de
plantulas em campo em resposta ao condicionamento osmotico das sementes de cenoura com
solucdes de PEG-6000. Cabe, portanto, ressaltar que dentre os estudos que t€m sido
realizados com o intuito de reduzir o tempo necessdrio entre a semeadura e a emergéncia das

plantulas, tratamentos como o condicionamento osmoético ou priming, tém apresentado

resultados bastante promissores (Chiu et al., 2006; Santos et al., 2008). O condicionamento
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osmotico permite maior uniformidade e velocidade de emergéncia pelo acimulo de solutos
(agucares, acidos organicos e fons) provenientes do inicio do metabolismo da semente,
resultando em maior turgescéncia na reidrata¢do e promovendo a protusao da raiz primaria em
menor tempo (Marcos Filho, 2005).

Em sementes nao submetidas ao envelhecimento artificial observou-se que o EF
daquelas condicionadas osmoticamente (82,5%) foi significativamente superior aquelas que
nao passaram por tal procedimento (73,5%) (Figura 1B). Esses resultados corroboram com a
afirmacdo de Marcos Filho (2005), o qual relata que a taxa, sincronia e porcentagem de
emergéncia das plantulas mostram-se elevadas com o uso do priming. Comportamento
diferente foi observado para as sementes submetidas ao envelhecimento artificial, nas quais o
tratamento de condicionamento osmotico ndo mostrou efeito significativo com relacdo a
variavel EF (Figura 1B). Esse comportamento foi semelhante ao observado pelos inventores
da técnica do condicionamento osmoético, que ndo verificaram resposta satisfatoria desse
procedimento em lotes de sementes de cebola envelhecidas, com germinacdo abaixo de 60%
(Heydecker & Coolbear, 1977). Tais resultados mostram que, dependendo da espécie e da
qualidade fisioldgica dos lotes de sementes, podem ocorrer diferentes respostas ao
condicionamento osmoético. No entanto, como enfatizam Lanteri et al. (2000), danos celulares
severos desenvolvidos na fase que precede a morte da semente sdo irreversiveis, e, portanto,
ndo podem ser reparados de forma eficiente. Nesse contexto, € importante lembrar que os
lotes de sementes de baixa qualidade frequentemente requerem um maior tempo para
germinagdo e emergéncia das plantulas. Tal fato torna as plantulas mais sensiveis as
adversidades climdticas, reduzindo a porcentagem final de emergéncia e, normalmente,
promovendo um estande desuniforme (Lanteri et al., 2000).

Os dados de IVE de plantulas oriundas de sementes submetidas ou ndo ao priming, em

ambos os niveis de vigor, foram semelhantes, mostrando que esta varidvel ndo foi afetada
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pelo condicionamento das sementes (Figura 1C). No entanto, as sementes osmocondicionadas
de baixo vigor apresentaram valores de IVE significativamente inferiores aquelas de maior
vigor. De forma semelhante, Costa & Vilela (2006), trabalhando com o condicionamento
osmoético de sementes de beterraba, relataram que para lotes de sementes de qualidade
fisioldgica alta e média, o osmocondicionamento com PEG-6000 promoveu, de maneira geral,
beneficios ao desempenho das sementes, com diminui¢do do tempo de germinagdo a 20 °C e
aumentos dos indices de velocidade de germinacdo a 20 °C e de emergéncia de plantulas.
Carvalho et al. (2000) também aplicaram o condicionamento osmdético em sementes de sorgo
e constataram aumento na velocidade de emergéncia e capacidade de estabelecimento das
plantulas, sendo que as sementes envelhecidas e ndo envelhecidas comportaram-se de maneira
diferente quanto a germinagao e ao vigor.

No que diz respeito a varidvel TME, foram encontrados valores similares para todos os
tratamentos, nao havendo, portanto, influéncia significativa do envelhecimento e/ou
condicionamento de sementes sobre o tempo médio necessdrio para a emergéncia das
plantulas de sorgo, estando em torno de quatro dias apds a semeadura (Figura 1D). Essa
auséncia de efeito do priming de sementes sobre o TME pode ter ocorrido em virtude dos
fatores envolvidos no condicionamento osmoético variarem amplamente em funcdo das
caracteristicas das sementes de diferentes espécies e cultivares e, possivelmente, entre lotes de
uma dada cultivar, bem como em fun¢do dos processos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos
(Marcos Filho, 2005). Além disso, hé relatos na literatura de que o condicionamento osmoético
de sementes em solu¢des com potenciais osmoéticos muito negativos, como foi efetuado no
presente ensaio, pode ndo ser eficiente em diminuir o tempo médio de emergéncia das
plantulas. Concordando com isso, Posse et al. (2001) relatam que solugdes salinas com
potencial osmoético mais negativo, que previnem a germinacdo durante o tratamento,

resultaram em menores redugdes no Tsp (tempo médio para ocorréncia de 50% de
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germinagdo). Conforme Smith & Cobb (1991), o grau de hidratacdo das sementes estd
correlacionado com o potencial osmético da solugdo. De acordo com esses autores, sementes
incubadas em solu¢des com potencial hidrico menos negativo possuem um maior contetido de
umidade e potencialmente maior atividade metabdlica. Por outro lado, para alguns
pesquisadores, a melhor combinacdo dos fatores envolvidos no tratamento e sua otimizagao
devem ser feitas por tentativas para cada lote de sementes (Heydecker & Coolbear, 1977).
Com relacdo a biomassa das raizes, ndo observou-se efeito significativo dos fatores
avaliados, quais sejam, envelhecimento e/ou condicionamento de sementes, sobre a varidvel
MSR (Figura 2A). Esses resultados demonstram que a producdo de biomassa radicular das
plantulas nao foi diretamente influenciada pelos tratamentos das sementes. Logo, nas
condicdes em que foi realizado o experimento, o crescimento das raizes pode ter sido
influenciado por uma interacdo de fatores inerentes nao sé as sementes, mas as condi¢des
edafo-climdticos do ambiente. Klepper (1990) concorda que a capacidade das raizes em
explorar o solo depende de suas caracteristicas fisicas e quimicas, tais como o impedimento
mecanico ao seu crescimento, a umidade, a textura e a fertilidade. O suprimento de dgua e
nutrientes, a temperatura, a resisténcia mecanica, a aeracao do solo e as interacdes entre esses

fatores influenciam o crescimento das raizes e suas funcgdes (Oliveira et al., 2009).
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Figura 2. Massa da matéria seca da raiz (MSR, A), da parte aérea (MSPA, B) e total (MST,
C) e razdo entre massa seca da parte aérea e raiz (MSPA/MSR, D) de plantulas oriundas de
dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas
(SE) artificialmente e submetidas (O ) ou nao (O ) ao condicionamento osmoético. Colunas de
cores distintas com letras minusculas iguais, para sementes de mesma qualidade fisioldgica,
ou colunas de mesma cor com letras maitsculas iguais, para sementes com diferentes
qualidades fisiolégicas, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As
barras verticais representam o erro padrao da média.

Os dados de MSPA obtidos de plantulas provenientes de sementes envelhecidas de
sorgo mostram que ndao houve diferenca significativa nos valores dessa varidvel entre
sementes submetidas ou ndo ao priming (Figura 6B). No entanto, quando essa técnica foi
aplicada nas plantulas oriundas de sementes de maior vigor verificou-se que a mesma foi
eficiente em promover incremento significativo na produ¢do de biomassa da parte aérea das
plantulas, representado pelo acréscimo em torno de 13% na MSPA das plantulas oriundas de
sementes osmocondicionadas. Concordando com esses resultados, Chiu et al. (2006) também
constataram beneficios no estabelecimento das plantulas de Echinacea purpurea (L.) Moench.

em resposta ao condicionamento osmético das sementes. Bejandi et al. (2009), trabalhando

com o condicionamento osmdtico de sementes de soja, observaram que esse procedimento
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propiciou melhorias na taxa média e porcentagem de emergéncia no campo, contetido relativo
de clorofila e de 4gua das folhas, época de maturacdo, comprimento da parte aérea e
produtividade de graos. Estes autores verificaram que os maiores valores para essas varidveis,
exceto época de maturagdo, foram observados nos tratamentos com condicionamento
osmotico.

A MST (Figura 2C) apresentou comportamento semelhante ao da MSPA (Figura 2B),
podendo-se inferir que os acréscimos nos valores de MSPA foram suficientes para exercer
efeito significativo sobre os valores de MST, uma vez que ndo houve efeito significativo dos
tratamentos sobre a producdo de massa seca das raizes. De maneira semelhante ao que foi
aqui relatado, Harris et al. (2001) demonstraram que o condicionamento osmoético de
sementes promoveu melhorias substanciais no estabelecimento de plantulas de arroz, milho e
grao-de-bico, resultando em répido desenvolvimento, precocidade na floracdo e maturidade
dos graos e aumento da produtividade. Este exemplo mostra que intervengdes de baixo custo e
baixo risco, tais como o condicionamento osmético de sementes, tém proporcionado impactos
positivos sobre os sistemas de produgdo extensivos e, por conseguinte, nos aspectos
econdmicos dos mesmos.

De acordo com a Figura 2D, nota-se que apesar dos diferentes comportamentos do
crescimento das plantulas de sorgo, nos diferentes tratamentos, essas divergéncias ndo
acarretaram alteracdes na relagdo MSPA/MSR. Esta relacdo esteve em torno de 1,2 em todos
os tratamentos avaliados. Valores semelhantes a esse foram encontrados por Lacerda et al.
(2006) em plantas de dois gendtipos de sorgo forrageiro aos 15 dias de cultivo em sistema
hidrop6nico, e significam que o crescimento € o desenvolvimento do sistema radicular das
plantulas de sorgo sdo influenciados pelas interacdes entre o solo-raiz e parte aérea-raiz.
Assim, quando as raizes se desenvolvem em ambiente heterogéneo elas podem reagir a essa

heterogeneidade apresentando alta plasticidade fenotipica (Taiz & Zeiger, 2009). Portanto,
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como no ensaio em questdo, as plantulas oriundas de sementes submetidas a diferentes
tratamentos foram mantidas sob as mesmas condi¢des edafo-climédticas, ou seja, em ambiente
homogéneo, ndo houve grandes variagdes na produgcdo de biomassa de raizes, o que

influenciou diretamente sobre os resultados da razio MSPA/MSR.

CONCLUSOES
O condicionamento osmético € recomendado para sementes de sorgo com qualidade
fisiolégica superior, o qual proporciona beneficios na emergéncia e estabelecimento de

plantulas, em relagdo aquelas nao condicionadas.
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Resumo — O objetivo desse experimento foi avaliar o efeito do estresse salino na absor¢do de
dgua, germinacdo e crescimento inicial de plantulas provenientes de sementes de sorgo
envelhecidas artificialmente e osmocondicionadas. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com quatro repeticdes, no esquema fatorial 2 x 2 x 4, constando de
dezesseis tratamentos: dois lotes de sementes (envelhecidas ou ndo); dois tipos de sementes
(osmocondicionadas ou nao) e quatro niveis de estresse salino (0, 100, 200 ou 300 mM de
NaCl). Foram avaliados os seguintes parametros: taxa de absorcdo de dgua pelas sementes,
primeira contagem, teste padrio e indice de velocidade de germinag¢do, bem como os
comprimentos da parte aérea e da raiz e as matérias seca da parte aérea e das raizes. O estresse
salino afeta negativamente o desempenho das sementes de sorgo granifero, reduzindo a
absor¢do de 4gua, a germinagdo de sementes e o crescimento inicial das plantulas. O
condicionamento osmoético promove a atenuacdo dos efeitos deletérios da salinidade na
germinacdo e crescimento inicial de plantulas oriundas de sementes ndo envelhecidas, porém
essa técnica ndo € recomendada para a germinacdo de sementes de baixo vigor sob altos

niveis de NaCl.



130

Termos para indexacdo: Sorghum bicolor, envelhecimento artificial, condicionamento

osmotico, estresse salino.

Effect of salt stress on germination and establishment of sorghum seedling from aged
primed seeds

Abstract — The aim of this study was to evaluate the effect of salt stress on water uptake,
germination and early growth of seedlings from artificially primed and aged sorghum seeds.
The experiment was a completely randomized design with four replications in factorial (2 x 2
x 4) consisting of sixteen treatments: two groups of seeds (aged or not), two types of seeds
(primed or not) and four levels of salinity (0, 100, 200 or 300 mM NaCl). We evaluated the
following parameters: rate of water absorption by seeds, first germination count, germination
pattern test and germination speed index, well as the shoot and root length and shoot and root
dry matter. Salt stress adversely affects the performance of sorghum seeds reducing the water
uptake, the seed germination and seedlings early growth. The osmotic conditioning promotes
the mitigation of the deleterious effects of the salinity on germination and early growth of
seedlings from seeds not aged but this technique is not recommended for low vigor seeds
germination under high levels of NaCl.

Index terms: Sorghum bicolor, accelerated aging, osmotic conditioning, salt stress.

Introducao
Apesar de sua tolerancia ao déficit hidrico, o sucesso na implementacao da cultura
do sorgo no Nordeste brasileiro depende também da capacidade da planta de crescer em solos
com excesso de sais dissolvidos (Lacerda et al., 2003; Oliveira & Gomes-Filho, 2009). Como
se sabe, a salinizagdo dos solos é um problema relevante na agricultura, principalmente nas

regides semi-dridas, onde o uso frequente da dgua de irrigacdo de baixa qualidade, associada
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as elevadas temperaturas e baixas taxas de precipitagdo pluviométrica caracteristicas dessas
regides pode conduzir ao aumento de sais téxicos na solug¢do do solo (Gheyi, 2000).

Lotes de sementes de baixa qualidade frequentemente requerem um maior tempo
para germinacdo e emergéncia das plantulas. Tal fato torna as plantulas mais sensiveis as
adversidades climdticas, reduzindo a porcentagem final de emergéncia e, normalmente,
promovendo um estande desuniforme (Miranda et al., 2001). Portanto, muitos estudos tém
sido realizados com o intuito de reduzir o tempo necessario entre a semeadura e a emergéncia
das plantulas, bem como aumentar a tolerancia das sementes as condicdes adversas durante a
germinacdo. Um dos tratamentos mais promissores € o condicionamento osmoético, também
denominado priming ou osmocondicionamento, que consiste na hidratacdo controlada de
sementes até um determinado nivel, de modo a permitir a ocorréncia das etapas iniciais do
processo de germinacgao, sem, contudo, ocorrer a protrusdo da radicula (Santos et al., 2008).

Melhorias no desempenho germinativo em condi¢des de estresses abidticos t€m
sido relatadas na literatura como respostas diretas do condicionamento de sementes, tais como
observado por Fanti & Perez (2003), que mostraram que o condicionamento osmotico
aumentou o limite médximo de tolerdncia ao estresse hidrico; Pereira et al. (2009), que
constataram que o tratamento das sementes de cenoura em solu¢des de PEG-6000 aumentou a
emergéncia de plantulas em campo e o desempenho sob temperatura sub e supra-6tima; e
Patane et al. (2009), que verificaram que o osmocondicionamento de sementes de sorgo
sacarino atenuou os efeitos deletérios provocados pelos estresses salino e térmico durante a
germinagdo e crescimento da radicula.

O objetivo desta pesquisa foi avaliar a absor¢cdo de 4dgua, a germinagcdo e o
crescimento inicial de plantulas de sorgo provenientes de sementes envelhecidas
artificialmente e osmocondicionadas, sob condi¢des de estresse salino.

Material e Métodos
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Foram utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum bicolor (L.) Moench],
cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(IPA), Recife, PE, e armazenadas em frascos de vidro contendo silica gel, a temperatura de 8
°C. Para aplicacao dos tratamentos, o lote inicial de sementes foi dividido em dois sublotes:
em um deles, as sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerado de acordo com
metodologia descrita por Miranda et al. (2001) para sementes de sorgo, as quais foram
distribuidas em uma camada tnica e uniforme sobre tela de aluminio fixada no interior de
caixas plasticas transparentes de 11 x 11 x 3,5 cm (gerbox), com tampa, contendo 40 mL de
agua, sendo mantidas em incubadora BOD a 43 °C, sob umidade relativa do ar préxima de
100%, por 72 horas; o outro sublote de sementes permaneceu sem tratamento (sementes nao
envelhecidas) e foi utilizado como controle. Apds esse procedimento, a metade das sementes
de cada um desses sublotes foi submetida ao tratamento de condicionamento osmotico.

A metodologia e a concentragdo da solucdo de PEG-6000 empregadas para o
condicionamento osmético foram baseadas em trabalhos anteriores com germinacdo de
sementes de sorgo osmocondicionadas (Foti et al., 2002; Patane et al., 2009). Durante o
priming, as sementes foram colocadas em béqueres de 400 mL contendo 200 mL de solugdo
de PEG-6000 a 250 g L', a qual, segundo Michel & Kaufmann (1973), corresponde a um
potencial osmético de — 0,86 MPa a 15 °C, que foi a temperatura na qual as sementes foram
deixadas por 48 horas de embebicado nessa solucao osmética. O condicionamento osmotico foi
conduzido em uma incubadora, sob escuro continuo e aeracdo constante, a fim de garantir
condi¢des normais de respiracdo das sementes. Na parte inferior de cada béquer foi fixada
uma mangueira estreita, com pedra porosa anexada na ponta, a qual se manteve conectada a
uma pequena bomba de aquadrio, responsdvel pela insuflacio de ar na solugao.

Apds o condicionamento, as sementes foram cuidadosamente lavadas; primeiro

com 4gua da torneira e depois com dgua destilada, sendo finalmente secas com papel de filtro
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mata-borrdo, por 72 horas, em ambiente de laboratério. Em seguida, as sementes foram
desinfetadas em solucdo de hipoclorito de sédio a 1%, por cinco minutos e utilizadas nos
experimentos de germinagao e vigor.

Foram realizadas curvas de absor¢ao de dgua das sementes envelhecidas e ndo
envelhecidas, submetidas ou ndo ao priming e germinadas na presenca ou auséncia de estresse
salino. Para isso, quatro subamostras de aproximadamente 4 g de sementes de cada tratamento
foram postas sobre duas folhas de papel de filtro mata-borrdo saturadas com 4gua destilada
(controle) ou solu¢do de NaCl a 100 mM (estresse salino) e colocadas no interior de caixas
gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) transparentes com tampas, as quais foram mantidas em camara de
germinacdo, sob escuro continuo e temperatura de 25 °C. A absorcdo de dgua (AbA) pelas
sementes de cada tratamento foi medida nos tempos de embebicdo de 24, 48 e 72 horas. Ao
final de cada tempo, as sementes eram retiradas, enxugadas com papel toalha e pesadas, para

obtencdo do peso umido. A AbA, em percentagem, foi calculada empregando-se a férmula

AbA =| ——L %100, onde, Py representa o peso final das sementes a cada tempo e P; o peso
P

i

inicial das sementes antes da embebicdo. Foram ajustadas equacdes de regressdo da taxa de
absor¢do de 4gua como varidvel dependente do tempo de embebigao.

A qualidade fisiologica das sementes envelhecidas ou ndo envelhecidas e
submetidas ou ndao ao osmocondicionamento foi avaliada sob condi¢des de estresse salino

(NaCl a 0, 100, 200 e 300 mM), por meio dos testes descritos a seguir.

Primeira contagem de germinacdo - foram utilizadas 200 sementes por tratamento,
com quatro repeticdes de 50 sementes distribuidas em rolos de papel umedecidos com
quantidade de &dgua equivalente a 2,5 vezes o peso do substrato seco. Foi determinada
juntamente com o teste de germinacdo, registrando-se a porcentagem de plantulas normais no

quarto dia apds a instalacdo do ensaio, data estabelecida pelas Regras de Andlises de



134

Sementes (RAS) para a realizac¢do desse teste, conforme Brasil (1992).

Teste de germinacdo - A avaliacdo foi realizada no décimo dia apds a semeadura,
considerando-se germinadas as sementes que emitiram raiz primdria. Os resultados foram
expressos em porcentagem, com base no nimero de plantulas normais (Brasil, 1992).

Indice de velocidade de germinagio - calculado pelo somatério do nimero de
sementes germinadas a cada dia, dividido pelo nimero de dias decorridos entre a semeadura e
a germinacao, de acordo com a férmula de Maguire (1962).

Utilizando-se as mesmas plantulas obtidas na avaliacdo da qualidade fisiologica
das sementes, as quais foram coletadas aos 10 dias apés a semeadura, selecionaram-se as 25
mais uniformes de cada repetic@o e estas foram separadas em raiz e parte aérea. A partir desse
material determinaram-se as varidveis a seguir, as quais foram utilizadas para avaliar o
crescimento inicial das plantulas:

Comprimento da parte aérea e da raiz — obtido com o auxilio de uma régua
graduada em centimetros. Os dados foram somados e divididos pelo nimero de amostras (25
plantulas), resultando no comprimento médio da parte aérea e da raiz por plantula, cujos
valores foram expressos em centimetros;

Massa da matéria seca da parte aérea e das raizes - determinadas apds a secagem
das diferentes partes das plantulas em estufa com circulacdo forgcada de ar, a 80 °C por 72
horas. Posteriormente, este material foi pesado em uma balanca de precisdo de quatro casas
decimais, sendo obtido a massa total de cada parcela, o qual foi dividido pelo nimero de
amostras (25 plantulas), resultando nas massas secas da parte aérea e das raizes por plantula.
Os valores destas varidveis foram expressos em miligramas.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes de 50 sementes, em esquema fatorial 2 x 2 x 4, tendo como tratamentos a

combinacdo de dois sublotes de sementes com diferentes qualidades fisioldgicas
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(envelhecidas e nao envelhecidas), dois grupos distintos (submetidas ou nao ao
osmocondicionamento) e quatro niveis de estresse salino (0, 100, 200 e 300 mM de NaCl).
Foram ajustadas equacdes de regressdo das caracteristicas avaliadas como varidveis
dependentes do nivel de estresse salino e a andlise de variancia foi realizada através do teste F
a 1% de probabilidade.

Resultados e Discussao

Os resultados da marcha de absor¢ao de dgua das sementes de sorgo indicam que
houve variacdo na absor¢do de dgua pelas sementes submetidas as diferentes interacdes de
tratamentos de condicionamento osmotico, envelhecimento precoce e estresse salino (Figura
1). Esse comportamento indica que os fatores avaliados neste ensaio exerceram influéncia
direta sobre a primeira fase da germinagdo das sementes, isto é, a embebicao.

A absor¢do de dgua pela semente estd diretamente associada a disponibilidade
hidrica, potencial matrico do substrato, potencial osmdtico da solucdo que umedece o
substrato, temperatura e caracteristicas intrinsecas da semente (Ruas et al., 2010). Segundo
Bewley & Black (1994), € necessdrio que seja atingido um grau minimo de umidade para
haver germinacdo, como por exemplo, 30,0%, 26,5%, 33,4% e 29,4% para sementes de
milho, arroz, algodao e mamona.

Com 72 horas de embebi¢cdo em dgua destilada, observou-se que as sementes nao
envelhecidas e osmocondicionadas apresentaram absorcdo de dgua superior aquelas que ndo
foram submetidas ao condicionamento osmético (P<0,01) (Figura 1A). Todavia, as sementes
submetidas ou ndo ao priming, provenientes de sementes envelhecidas artificialmente (Figura
1C), apresentaram comportamento semelhante em todo o periodo de absorcdo de dgua. Esses
resultados mostram que o condicionamento osmoético promoveu incremento na taxa de
absor¢do de dgua somente nas sementes de vigor superior, ou seja, naquelas que ndo foram

submetidas ao envelhecimento acelerado. De acordo com Khan (1992), o aumento na taxa de
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absor¢do de dgua, pode ser decorrente do acimulo de solutos provenientes do inicio do
metabolismo das sementes durante o condicionamento osmotico, resultando em maior
turgescéncia das sementes quando reidratadas.

Nas sementes de vigor superior submetidas ao estresse salino com NaCl a 0,1 M
(Figura 1B), verificou-se que a absor¢do de dgua foi menor nas sementes que nao foram
osmocondicionadas, constatando-se, portanto, que o condicionamento osmético foi eficiente
na manutencdo de uma embebi¢do adequada, o que consequentemente, possibilita uma
germinacdo mais rdpida. Diversos trabalhos de pesquisa tém sugerido que os efeitos do
tratamento de condicionamento osmético das sementes sdo mais marcantes quando o
ambiente apresenta-se desfavordvel ou quando as sementes sdo submetidas a uma
determinada condi¢do de estresse, induzida por temperaturas sub ou supra-Gtimas, déficit
hidrico ou elevada salinidade do meio (Foti et al., 2002; Murungu et al., 2005; Bejandi et al.,
2009; Patane et al., 2009; Pereira et al., 2009). Por outro lado, nas sementes de menor vigor
(envelhecidas artificialmente) submetidas ao estresse salino, verificou-se que as que nao
foram submetidas ao condicionamento osmotico apresentaram taxa de absor¢do de dgua
superior aquelas que foram osmocondicionadas (Figura 1D). E possivel que esta maior
absor¢do de 4gua esteja correlacionada com o fato de que sementes envelhecidas e
deterioradas s@o mais sensiveis aos danos de embebicdo, ji que as membranas celulares
encontram-se enfraquecidas, perdem sua integridade e tornam-se mais suscetiveis a ripida
entrada de dgua (Sveinsdéttir et al., 2009).

Os parametros utilizados para a avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes de
sorgo foram diretamente influenciados pelos tratamentos utilizados no presente estudo, de
modo que o comportamento germinativo, no que diz respeito a velocidade e ao percentual de
sementes germinadas na primeira contagem e na contagem final variaram em funcdo das

interacdes entre os fatores avaliados (Figura 2). Com relacdo a primeira contagem de
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germinacdo, o grupo de sementes de maior vigor apresentou resposta positiva ao
condicionamento osmdético (Figura 2A), uma vez que esse tratamento promoveu a
manutencdo de altos niveis de germinagdo na primeira contagem, mesmo sob condicdes de
estresse salino promovido pelo NaCl nas concentragdes de 100 e 200 mM. Em contrapartida,
as sementes ndo condicionadas apresentaram reducdes substanciais nessa varidavel a partir do
menor nivel de sal aplicado ao substrato, confirmando o efeito atenuador do priming sobre
esse estresse abidtico na fase de germinagdo. O aumento do nivel de tolerancia a estresses
abidticos promovido pelo condicionamento osmético de sementes, também foi encontrado por
Murungu et al. (2005), em sementes de algodao e milho submetidas a condicdes de déficit
hidrico, e por Patan¢ et al. (2009), em sementes de sorgo sob estresse salino. Por outro lado,
as sementes osmocondicionadas do sublote envelhecido nos niveis de salinidade de 100 e 200
mM de NaCl apresentaram valores de primeira contagem de germinacdo inferiores aqueles
das sementes desse mesmo sublote que nao passaram pelo procedimento do priming (Figura
2B). Portanto o osmocondicionamento de sementes de baixo vigor ndo é recomendado para
germinagdo em condicdes de estresse salino, visto que essa técnica corroborou em salientar
ainda mais os efeitos deletérios do estresse salino sobre a varidvel em questdo. Fanti & Perez
(2003), em pesquisa com sementes osmocondicionadas de paineira submetidas ao estresse
hidrico e envelhecimento artificial, também constataram redu¢@o no vigor das sementes em
funcdo da combinacdo desses fatores estressantes.

O condicionamento osmotico das sementes de maior vigor foi responsdvel pelos
maiores percentuais de germinacao, em fun¢do do aumento da salinidade, que os observados
para as sementes desse mesmo sublote que ndo foram osmocondicionadas (Figura 2C). Diante
desses resultados, cabe ressaltar que durante o priming, parte das reservas é mobilizada,
aumentando dessa forma a concentracdo de substancias osmoticamente ativas, com a reducdo

do potencial hidrico celular (Khan, 1992). Este fato pode ter conferido as sementes
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osmocondicionadas uma vantagem em relagdo as ndo osmocondicionadas, permitindo um
melhor desempenho sob estresse salino. Os maiores valores do teste padrao de germinacdo
obtidos neste experimento para sementes nao envelhecidas e que foram expostas ao priming,
podem estar relacionados com o que € relatado em Lanteri et al. (1996). De acordo com esses
autores, o condicionamento osmotico de sementes ndo submetidas ao envelhecimento
artificial induziu as células embriondrias a entrarem na fase de sintese de DNA e, por
conseguinte, aumentarem a taxa de multiplicacdo celular, o que ndo foi constatado pelos
autores nas sementes envelhecidas artificialmente.

Os valores do indice de velocidade de germinacdo nos diferentes grupos de
sementes (expostas ou nao ao envelhecimento precoce), independentemente destas serem ou
nao condicionadas, indicaram decréscimos significativos com o aumento dos niveis de NaCl
no meio germinativo (Figura 2E e 2F). No entanto, os valores desse indice nas sementes de
maior vigor submetidas ao condicionamento osmético foram superiores aqueles das sementes
ndo submetidas a esse tratamento, com diferencas substanciais em funcdo do aumento nos
niveis de estresse. A maior vantagem da técnica de condicionamento osmoético parece ser a
emergéncia da radicula em menor tempo, ficando as sementes menos sujeitas as condi¢des
adversas do ambiente, principalmente temperaturas inadequadas, baixa disponibilidade de
agua e excesso de sais no solo (Bejandi et al., 2009). O aumento do indice de velocidade de
germinagdo das sementes condicionadas, do sublote ndo envelhecido, pode ser decorrente do
acimulo de solutos provenientes do inicio do metabolismo das sementes durante o
condicionamento, resultando em maior turgescéncia quando reidratadas e promovendo, deste
modo, a emergéncia da radicula em menor tempo (Khan, 1992). Assim, os resultados
apresentados no presente estudo concordam com o relato de Perez & Jardim (2005), os quais
verificaram em sua pesquisa com sementes condicionadas de paineira (Chorisia speciosa St.-

Hil) que estas apresentaram maior velocidade de germinacdo sob condi¢Oes de estresses



139

salino e térmico. Por outro lado, o condicionamento osmoético das sementes envelhecidas
artificialmente provocou decréscimos significativos no indice de velocidade de germinagao,
principalmente quando submetidas ao tratamento com 100 mM de NaCl (Figura 2F). De
acordo com Sveinsdottir et al. (2009), a redugdo da capacidade germinativa e do vigor das
sementes submetidas ao envelhecido acelerado esta associada com a oxidacao dos lipidios e
reducdo na sintese de determinadas proteinas, levando ao decréscimo nos teores de acidos
graxos, bem como no contetido dos fosfolipidios presentes nas membranas celulares.

O comprimento da parte aérea decresceu fortemente com o aumento da salinidade,
tanto em plantulas provenientes de sementes nao envelhecidas como nas envelhecidas
artificialmente (Figura 3A e 3B). No entanto, naquelas oriundas de sementes de maior vigor e
que foram osmocondicionadas, o comprimento da parte drea foi maior independentemente do
nivel de NaCl empregado (Figura 3A). O mesmo, contudo, ndo ocorreu com as plantulas
oriundas de sementes de mais baixo vigor em que o condicionamento osmdtico praticamente
ndo exerceu efeito no comprimento da parte aérea (Figura 3B). De forma semelhante, alguns
trabalhos na literatura t€ém demonstrado que o vigor das sementes ¢ o componente de
qualidade mais influenciado pelo condicionamento osmético (Carvalho et al., 2000; Fanti &
Perez, 2003). Os maiores valores médios de comprimento da parte aérea encontrados em
plantulas provenientes de sementes condicionadas e ndo envelhecidas estdo possivelmente
relacionados com a habilidade desse tratamento em aumentar a velocidade de estabelecimento
das plantulas, caracteristica essa que parece ser a base para o processo de tolerancia a uma
série de condi¢cdes ambientais adversas, como temperaturas supra-Otimas, salinidade e seca
(Khan, 1992).

O comprimento da raiz seguiu comportamento semelhante ao observado para o da
parte aérea, contudo as diferencas entre os tratamentos foram menos visiveis, com destaque

para o caso das plantulas oriundas de sementes de maior vigor submetidas ao priming, as
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quais, sob condicdes de salinidade, apresentaram os maiores valores dessa medida de
crescimento (Figura 3C e 3D). E importante destacar, que o comprimento da raiz, tanto de
plantulas oriundas de sementes envelhecidas como ndo envelhecidas, mesmo sob o maior
nivel de estresse (300 mM de NaCl), apresentou valores médios mensuraveis (Figura 3C e
3D), enquanto o comprimento da parte aérea (Figura 3A e 3B) foi afetado de tal forma na
presenca dessa quantidade de sal, que apresentou valores nulos. Em outras palavras, o estresse
provocado pelo NaCl afetou mais severamente a parte aérea do que as raizes, pois mesmo
quando as sementes foram expostas ao maior nivel de salinidade houve formacdo e
desenvolvimento inicial da radicula das plantulas de sorgo, mas a parte aérea nao se
desenvolveu. Esses resultados sdo concordantes com os observados em outros trabalhos
relatados na literatura, como indicado nas pesquisas de Almodares et al. (2007) em sementes
de sorgo sacarino, de Rauf et al. (2007) em trigo e de Conus et al. (2009) em milho.

O estresse salino afetou drasticamente a produgdo de matéria seca da parte aérea
das plantulas oriundas, tanto de sementes envelhecidas, como ndo envelhecidas (Figura 4A e
4B). No entanto, as maiores reducdes foram observadas naquelas provenientes de sementes
nao envelhecidas e ndo osmocondicionadas, enquanto que as plantulas oriundas desse mesmo
sublote de sementes e que foram submetidas ao condicionamento osmético conseguiram ter
os efeitos da salinidade sobre esta varidvel razoavelmente atenuados até o nivel de 200 mM de
NaCl (Figura 4A). Seguindo a mesma tendéncia do que foi observado nesse trabalho, Patane
et al. (2009), trabalhando com o osmocondicionamento de sementes de sorgo sacarino
submetidas a estresses abidticos, sugeriram que o priming pode ser uma alternativa para
atenuar os efeitos dos estresses salino e térmico durante a germinacdo e crescimento inicial
das plantulas. Contudo, tais efeitos somente foram evidentes em plantulas oriundas de
sementes de maior vigor, pois, como visto na Figura 4B, o osmocondicionamento ndo exerceu

efeito significativo na matéria seca da parte aérea das plantulas oriundas de sementes
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envelhecidas.

Independentemente do vigor das sementes, a matéria seca da parte aérea (Figura
4A e 4B) foi mais afetada pela salinidade do que a matéria seca das raizes (Figura 4C e 4D),
sendo que na primeira observou-se que os dados seguiram uma linha de tendéncia quadrética,
com decréscimos maiores a partir do nivel de salinidade de 200 mM de NaCl, enquanto que
para as raizes verificou-se comportamento linear inversamente proporcional ao incremento da
concentracdo de NaCl. A maior reducdo na biomassa da parte aérea pela salinidade (Figura 4)
foi condizente com a maior redu¢do no comprimento da parte aérea em relacdo ao
comprimento das raizes por esse mesmo estresse (Figura 3), dados que demonstram a parte
aérea ¢ mais afetada pela salinidade que as raizes. O aumento na relagdo massa seca das
raizes/massa seca da parte aérea tem sido observado em plantulas submetidas a estresse
salino, o qual ocorre devido a maior inibicao da producdo de matéria seca da parte aérea em
relacdo a das raizes (Conus et al., 2009). Cabe ressaltar que uma resposta imediata de plantas
crescendo em ambiente salino € a reducdo na taxa de expansio das folhas, sendo que quando
0 estresse se torna mais severo a expansdo foliar pode parar. Esse comportamento ja foi
confirmado por Lacerda et al. (2003) em pesquisa com plantas jovens de sorgo cultivadas sob
estresse salino.

As sementes envelhecidas, submetidas ou ndo ao priming apresentaram valores de
massa seca da parte aérea e das raizes similares (Figura 4B e 4D), mostrando que essa técnica
ndo promoveu a atenuacio dos efeitos do estresse salino nas sementes de vigor inferior. Fanti
& Perez (2003), trabalhando com sementes de paineira, também mostraram efeitos negativos
na interacdo entre envelhecimento e osmocondicionamento destas. Estes autores afirmam que
o envelhecimento das sementes ocasiona atraso no processo germinativo, menor crescimento
do embrido e aumento da suscetibilidade a estresses ambientais, levando eventualmente a

perda de viabilidade.
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Conclusoes
1. O estresse salino provocado pelo NaCl afeta negativamente o desempenho das sementes de
sorgo granifero, reduzindo a absor¢ao de dgua, germinacdo das sementes e crescimento
inicial das plantulas.
2. O condicionamento osmético promove a atenuacao dos efeitos deletérios da salinidade na
germinacdo e crescimento inicial de plantulas oriundas de sementes ndo envelhecidas.
3. A técnica do osmocondicionamento ndo € recomendada para germinacdo de sementes de
baixo vigor sob altos niveis de NaCl.
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Figura 1. Curva de embebi¢ao em dgua destilada ou em solu¢do de NaCl a 0,1 M de sementes

de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (A e B) e envelhecidas artificialmente (C e D)] e
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Figura 2. Primeira contagem (PCG, A e B), teste padrao (TG, C e D) e indice de velocidade

(IVG, E e F) de germinagdo de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e

envelhecidas (SE) artificialmente, submetidas (-e-) ou ndo (-0-) ao condicionamento
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Alteracoes citoquimicas durante a germinacao de sementes de sorgo envelhecidas

artificialmente e osmocondicionadas, sob estresse salino

RESUMO

O objetivo desse experimento foi avaliar as alteracdes citoquimicas em sementes
envelhecidas e osmocondicionadas de sorgo durante a germinacio na auséncia ou presenca de
NaCl a 100 mM. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado com quatro
repeticoes, no esquema fatorial 2 x 2 x 2, constando de oito tratamentos: dois lotes de
sementes (envelhecidas ou ndo); dois tipos de sementes (osmocondicionadas ou nio) e duas
condi¢des de germinacdo (presenga ou auséncia de NaCl). Quatro subamostras de 50
sementes de cada sublote foram postas sobre duas folhas de papel de filtro mata borrdo
saturadas com dgua destilada e colocadas no interior de caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm)
transparentes, com tampas, as quais foram mantidas em camara de germinacio, sob escuro
continuo e temperatura de 25 °C, durante 72 horas. As andlises citoquimicas foram feitas em
sementes embebidas por 0, 24, 48 e 72 horas. As células das sementes de sorgo apresentaram
formatos irregulares, variando de eliptico ao arredondado, sendo que a coloragdo com o azul
de toluidina também revelou a presenca de nucleos, principalmente em sementes
osmocondicionadas, indicando que algumas células apresentaram intensa atividade celular. O
cotilédone e o endosperma da semente de sorgo apresentam como principal substincia de
reserva as proteinas e o amido, respectivamente, sendo que as andlises citoquimicas nao

revelaram grandes variacOes nestas reservas durante o processo germinativo.

Palavras-chave: Sorghum bicolor, envelhecimento artificial, priming, morfologia interna,
NaCl.
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ABSTRACT

Cytochemical changes during the germination of artificial aged and primed sorghum
seeds under salt stress conditions

The aim of this study was to evaluate the rate of water absorption and
cytochemical changes in primed and aged seeds of sorghum during germination under
absence or presence of 100 mM NaCl. The experiment was a completely randomized design
with four replications and a 2 x 2 x 2, with eight treatments: two groups of seeds (aged or
not), two types of seeds (primed or not) and two germination conditions (presence or absence
of NaCl). Four replicates of 50 seeds from each batch were placed on two sheets of filter
paper, blotting paper saturated with distilled water and placed inside gerboxes (11 x 11 x 3.5
cm) transparent lids, which were kept in a germination chamber under continuous darkness
and 25 °C for 72 hours. The cytochemical analysis characterization was measured in the
soaking times of 0, 24, 48 and 72 hours. The sorghum seeds cells showed irregular shapes,
ranging from elliptical to rounded, and the staining with the toluidine blue also revealed the
presence of nuclei, especially in primed seeds, indicating that some cells showed high cellular
activity. The cotyledon and endosperm of sorghum seeds have as major substance reserve the
proteins and starch, respectively, and the cytochemical analysis revealed wide variations in
these reserves during the germinative process.

Keywords: Sorghum bicolor, accelerated aging, priming, internal morphology, NaCl.
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1. INTRODUCAO

A influéncia nociva dos sais na agricultura, apesar de se refletir diretamente na
producdo das culturas, se manifesta primeiramente na germinacdo. O excesso de sais diminui
o potencial hidrico do meio dificultando a absorcdo de dgua pela semente. Posteriormente,
processos como os de divisdo e alongamento celular, bem como o de mobilizacdo das
reservas, os quais sio indispensdveis para a germinagdo, sdo também afetados (SOLTANI;
GHOLIPOOR; ZEINALLI, 2006; VOIGT et al., 2009).

O processo germinativo constitui-se em uma fase critica, influenciada por uma
série de fatores em que ha a necessidade da presenca de um conjunto de condi¢des favordveis
para que possa ser realizado de forma satisfatéria (WINDAUER; ALTUNA; BENECH-
ARNOLD, 2007). Neste processo, a primeira etapa na sequéncia de eventos que culminam
com a retomada do crescimento do embrido € a embebi¢do. A absorcdo de dgua pela semente
d4 inicio a uma série de processos fisicos, fisiolégicos e bioquimicos que, na auséncia de
fatores limitantes, resultam na emergéncia da plantula (MARCOS FILHO, 2005).

O controle da hidratacdo das sementes pode ser realizado através de diferentes
métodos de condicionamento fisioldgico das sementes, tais como o de embebi¢do simples
(mediante o equilibrio com o vapor de dgua da atmosfera), o de embebi¢do em substrato
umido, ou ainda podendo-se fazer a embebi¢do por imersdo direta das sementes em agua.
Além disso, o uso de substancias quimicas osmoticamente ativas como uma forma de
controlar a entrada de dgua na semente ¢ um método que tem sido amplamente difundido
(FINCH-SAVAGE, 2004; HALMER, 2004). O agente osmdtico mais comumente utilizado é
o polietilenoglicol - PEG, em virtude do mesmo ndo ser fitotéxico, ndo atravessar o sistema
de membranas e,portanto, ndo ser metabolizado pelas sementes (HONGBO et al., 2005).

Durante o condicionamento osmoético (ou priming) a semente hidrata-se
lentamente, o0 que permite um maior tempo para a repara¢do ou reorganiza¢do das membranas
plasmaéticas, possibilitando a formacdo dos tecidos de maneira mais ordenada e reduzindo os
riscos de danos ao eixo embriondario (McDONALD, 2000; WINDAUER; ALTUNA;
BENECH-ARNOLD, 2007). Alguns trabalhos na literatura relatam que o aumento no vigor
de sementes osmocondicionadas ocorre em razdo da eficiéncia desse tratamento em reparar a
organizacdo estrutural da membrana plasmdtica durante a embebicdo (HSU et al., 2003;

CHIU; CHUANG:; SUNG, 2006).
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Em razdo do grande nimero de pesquisas visando melhorar a germinacdo das
sementes sob condi¢des adversas empregando tratamentos como os de osmocondicionamento
ou de pré-hidratacdo (FOTI et al., 2002; ASHRAF; FOOLAD, 2005; KAYA et al., 2006;
PATANE:; CAVALLARO; COSENTINO, 2009), torna-se fundamental o conhecimento das
alteracdes citoquimicas que ocorrem durante o processo germinativo nessas condicoes.
Mudangas morfoldgicas nas sementes, durante a germinagao sdo normalmente acompanhadas
por mudancas fisioldgicas (YU-QIN; SONG-QUAN, 2008), e algumas dessas alteracdes
metabdlicas nos compostos de reserva podem ser detectadas in situ por meio de técnicas
citoquimicas especificas (JORDAAN, 2008). Algumas mudangas estruturais relacionadas a
degradacdo das reservas em sementes tém sido descritas (STONE; GIFFORD, 1997). Em
soja, mudangas nos compostos de reserva foram detectadas in situ nos cotilédones durante a
germinagdo (CORTELAZZO; VIDAL, 1991). Em jacarandd, resultados citoquimicos
sugerem similar padrdo de degradacdo das reservas de lipidios e proteinas durante a
germinacdo e estabelecimento das plantulas (SILVA; CORTELAZZO; DIETRICH, 1997).
Portanto, as andlises citoquimicas constituem uma ferramenta relevante para a avaliagdo do
consumo de reservas da semente durante a germinagao.

Considerando que o sorgo ¢ um modelo vegetal interessante para os estudos de
estresses abidticos, bem como uma cultura com grande potencial de cultivo no semi-arido
nordestino (OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2009), o presente estudo teve por objetivo
caracterizar, através de andlises citoquimicas, o processo de mobilizacdo de reservas durante a
germinacdo de sementes submetidas ou ndo ao envelhecimento precoce e/ou ao priming, sob

condig¢des controle e de estresse salino.

2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no periodo de agosto a outubro de 2009, nos
Laboratérios de Andlise de Sementes e de Biologia Vegetal, pertencentes, respectivamente,
aos Departamentos de Fitotecnia e de Biologia da Universidade Federal do Ceard (UFC), em
Fortaleza, CE. Foram utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum bicolor (L) Moench],
cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(IPA), em Recife, PE, armazenadas em frascos de vidro contendo silica gel a temperatura de 8

°C.
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2.1. Condicoes experimentais

Para aplicacdo dos tratamentos, o lote inicial de sementes foi dividido em dois
sublotes: em um deles, as sementes foram submetidas ao envelhecimento acelerado de acordo
com metodologia descrita por Miranda, Novembre e Chamma (2001) para sementes de sorgo,
as quais foram distribuidas numa camada tnica e uniforme sobre tela de aluminio fixada no
interior de caixas pldsticas transparentes de 11 x 11 x 3,0 cm (gerbox), com tampa, contendo
no fundo 40 mL de dgua, mantidas em incubadora BOD a 43 °C, sob umidade relativa do ar
proxima de 100%, por 72 horas; o outro sublote de sementes permaneceu sem tratamento
(sementes ndo envelhecidas) e foi utilizado como controle. Apds esse procedimento, a metade
das sementes de cada um desses sublotes foi submetida ao tratamento de condicionamento
osmotico.

Para o condicionamento osmoético das sementes foi empregada a metodologia
descrita por Foti et al., 2002 e Patane, Cavallaro e Cosentino (2009), para sementes de sorgo.
Para tanto, as sementes foram colocadas em béqueres de 400 mL contendo 200 mL de solu¢ao
de PEG-6000 a 250 g L' a qual, segundo Michel e Kaufmann (1973), corresponde a um
potencial osmético de — 0,86 MPa a 15 °C, quando permaneceram por 48 horas. Para a
defini¢ao desse tempo foram feitas curvas de absor¢ao de dgua das sementes envelhecidas e
nao envelhecidas, conforme metodologia descrita em Oliveira e Gomes-Filho (2010).

O condicionamento osmoético foi conduzido em uma incubadora, sob escuro
continuo e aeracdo constante, a fim de garantir condi¢des normais de respiracdo das sementes
(BUJALSKI; NIENOW, 1991). Na parte inferior de cada béquer foi fixada uma mangueira
estreita, com pedra porosa anexada na ponta, a qual se manteve conectada a uma pequena
bomba de aquario, responsével pela insuflacdo de ar na solu¢do. Apds o condicionamento, as
sementes foram cuidadosamente lavadas e, em seguida, secas com papel de filtro mata borrao,
por 72 horas, em ambiente de laboratério. As sementes foram desinfetadas em solucao de
hipoclorito de sédio a 1%, por cinco minutos e utilizadas nos experimentos.

Para a andlise do processo germinativo sob condi¢des controle ou de estresse
salino, em diferentes periodos de embebi¢do, quatro subamostras de aproximadamente quatro

gramas de sementes de cada tratamento foram postas sobre duas folhas de papel de filtro mata
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borrdo saturadas com dgua destilada (controle) ou solucdo de NaCl a 100 mM (estresse
salino) e colocadas no interior de caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm) transparentes com tampas,
as quais foram mantidas em camara de germinagdo, sob escuro continuo e temperatura de 25
°C. Cada conjunto de tratamentos foi semeado em trés dias consecutivos, de modo a
proporcionar a obtengdo de cortes histologicos nos tempos de embebicdo de 24, 48 e 72 horas,

os quais foram utilizados nas andlises citoquimicas

2.2. Analises citoquimicas

2.2.1. Fixacao e processamento pos-fixacao

O material coletado, sec¢des transversais de sementes com 24, 48 e 72 horas de
embebicdo, foi submetido a fixacdo em solu¢do de paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a
1% em tampao fosfato de sédio a 0,1 M, pH 7,2, por 24 horas, sendo posteriormente mantidos
a 4 °C (KARNOVSKY, 1965). Completado o tempo de fixacdo em solucdo de
paraformaldeido/glutaradeido, o excesso de fixador foi removido através de trés lavagens de
10 min cada com tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2. Logo apds, as amostras foram lavadas
rapidamente com dgua destilada por trés vezes. Posteriormente, as amostras foram expostas a
desidratacdo em bateria crescente de etanol, iniciando com etanol a 40% e terminando com
etanol a 100%, com duracdo de 1 hora para cada solugcdo. Apds a desidratacdo, os cortes
foram primeiramente pré-infiltrados por embebi¢do em resina-alcool etilico 1:1 por 24 horas.
Em seguida, o material foi incluido em resina pura (Historesin Embbeding Kit — Jung). Ao
final da prepara¢do do material, foram feitos cortes seriados de 5 pm, em um micrétomo

automatico Leica RM 2065.

2.2.2. Coloracoes

a) Azul de toluidina
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O azul de toluidina € um corante metacromético utilizado para detectar radicais
anidnicos totais, tais como aqueles dos componentes da parede celular. A coloragdo com azul
de toluidina (AT) a 0,025% pH 4,0, ocorreu durante 15 min, a temperatura ambiente, sendo os
cortes seguidamente foram submetidos a lavagens rdpidas em dgua destilada e secagem ao ar
livre (VIDAL, 1970). Ao final, os cortes foram montados entre ldmina e laminulas em

entelan.

b) Xylidine Ponceau

O xylidine Ponceau (XP) € um corante utilizado para detectar radicais catidnicos
totais (VIDAL, 1977), tais como aqueles presentes nas proteinas, possibilitando a
identificacdo de corpos protéicos. A solu¢do de XP foi preparada a 0,1% em é&cido acético
glacial a 3%, sendo o pH ajustado para 2,5. A colora¢do com XP foi realizada durante 15 min
a temperatura ambiente, seguindo-se de lavagem em solu¢do de 4dcido acético 3% por 15 min
e duas lavagens rdpidas em dgua destilada, secagem ao ar e montagem em entelan

(CORTELAZZO; VIDAL, 1991).

c¢) Reacao com lugol

A reacdo com lugol € utilizada para detec¢do de amido, possibilitando a identificacdo
de granulos de amido com uma colora¢cdo azul negra ou marrom muito escuro (BERLYN;
MIKSCHE, 1976). A solucdo de lugol foi preparada na propor¢do de 1:1 (iodeto de potédssio:
iodo) dissolvidos em 100 mL de 4dgua destilada. Pingou-se uma gota da solucao de lugol sobre
os cortes incluidos em resina, que foram montados entre 1amina e laminula em entelan, apds o

tempo de 5 minutos.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A coloragao com azul de toluidina (AT) foi utilizada para a anélise morfologica

das células cotiledonares das sementes de sorgo, em cortes longitudinais, nos quais foram
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verificados padroes semelhante de coloragdo em todas as condi¢des analisadas (Figura 1).
Observaram-se paredes celulares finas coradas pelo AT, que ndo foram alteradas mesmo com
os tratamentos de condicionamento osmético, envelhecimento artificial e exposicdo ao sal. A
coloracio com azul de toluidina também revelou paredes celulares finas das células
cotiledonares de Copaifera langsdorfii e Moringa oleifera, como foi verificado por Gallao,
Damasceno e Brito (2006) e Guerra, Medeiros Filho e Gallao (2006), respectivamente. Em
cotilédones de sementes quiescentes de Phaseolus vulgaris, foram observados elementos
anidnicos corados no citoplasma, bem como paredes -celulares corados com AT

(CORTELAZZO; COUTINHO; GRANIJEIRO, 2005).

SNE-NC-Oh SNE-C-0h « SENC-Oh

=~

~ > ~

Figura 1. Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o azul de toluidina, evidenciando a parede
celular e o formato das células (—). SNE — semente nido envelhecida; SE — semente envelhecida; NC — semente
ndo condicionada; C — semente condicionada; Oh — semente quiescente; H,O/24h — semente embebida em dgua
por 24 h; NaCl/24h — semente embebida em solu¢do de NaCl a 100 mM por 24 h.
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As células apresentaram formatos irregulares, variando do eliptico ao arredondado
(Figura 1). Os cortes que apresentaram maior variacao no formato e tamanho da célula foram
os das sementes envelhecidas e osmocondicionadas, seja na semente quiescente, ou com 24
horas de embebicdo na auséncia e na presenca de NaCl. A coloracdo pelo AT também revelou
a presenca de nucleos, indicando que algumas células apresentavam intensa atividade celular,
o que pode ser relacionado ao osmocondicionamento das sementes, uma vez que Os
tratamentos que envolviam as sementes de qualquer nivel de qualidade fisioldgica
(envelhecida ou ndo) que foram sujeitas ao condicionamento osmotico e embebidas em dgua
destilada apresentaram os nucleos corados mais intensamente (Figura 1). Os resultados
obtidos, portanto, corroboram em parte com aqueles encontrados por Lanteri; Nada e Belletti
(1996), os quais relataram em sua pesquisa que o condicionamento osmdético de sementes nao
submetidas ao envelhecimento artificial induziu as células embriondrias a entrarem na fase de
sintese de DNA e, por conseguinte, aumentarem a taxa de multiplicacdo celular. Estudos
bioquimicos indicam que o metabolismo do RNA e a sintese de proteinas também sdo
aumentados pelo condicionamento osmético, sugerindo que este tratamento deixa disponivel
as sementes precursores utilizados para a sintese de macromoléculas (KHAN, 1992).
Concordando com os dados obtidos no presente estudo, outros trabalhos na literatura tém
relatado que, sob condi¢cdes de alta umidade e alta temperatura proporcionadas pelo
envelhecimento acelerado, o condicionamento com PEG-6000 proporciona melhor
desempenho das sementes em relacdo a testemunha, como observado por Medeiros Filho et
al. (2000) e por Kikuti, Kikuti € Minami (2005) em sementes de sorgo e de pimentdo,
respectivamente.

As andlises citoquimicas com o corante xylidine Ponceau (XP) detectaram a
presenca de proteinas no citoplasma das células cotiledonares das sementes de sorgo,
armazenadas em vacuolos de reserva, sendo observadas poucas alteracdes nessas células nos
diferentes tratamentos analisados (Figura 2). Esses corpos protéicos se apresentavam como
corpusculos globulares com pequenas dimensdes, distribuidos por todo o citoplasma. A
presenca de muitos corpusculos globulares, intensamente corados por XP, também foi
observada no citoplasma das células cotiledonares de Cesalpinia peltophoroides (CORTE et

al., 2006) e Prosopis juliflora (GALLAO et al., 2007).
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Figura 2. Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o xylidine ponceau, evidenciando os corpos
protéicos nas células cotiledonares (—). SNE — semente ndo envelhecida; SE — semente envelhecida; NC —
semente ndo condicionada; C — semente condicionada; Oh — semente quiescente; H,O/48h — semente embebida
em 4gua por 48 h; NaCl/72h — semente embebida em solu¢do de NaCl a 100 mM por 72 h.

Observou-se reducdo do nimero de corpos proteicos nos cortes das sementes
envelhecidas e osmocondicionadas, tanto nas quiescentes, como nas embebidas por 72 horas
em solucdo salina (Figura 2). Tal efeito pode ter sido causado pelo envelhecimento artificial
das sementes de sorgo, uma vez que, de maneira semelhante, Cortelazzo, Coutinho e
Granjeiro (2005), avaliando as alteracdes citoquimicas em cotilédones das sementes de
Phaseolus vulgaris submetidas ao envelhecimento acelerado, observaram a perda do conteddo
protéico e uma maior desorganizag¢do desses glébulos quando comparado as sementes frescas
e submetidas ao armazenamento.

As células do endosperma praticamente ndao foram coradas pelo XP (Figura 3),
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podendo tal comportamento estar relacionado com o fato de que essa regido possui como
fonte principal de reserva o amido, o que é confirmado pela intensa coloracdo da regido
endospermatica das sementes de sorgo com o lugol (Figuras 4 e 5). Galldo, Damasceno e
Brito (2006) obtiveram resultados contrastantes ao deste ensaio, os quais relataram pouca
quantidade de amido detectada na andlise morfolégica de sementes de moringa. No entanto,
segundo esses autores, € possivel que o amido ndo tenha sido detectado devido a grande

quantidade de proteina presente no endosperma, impedindo sua visualizagdo.

Figura 3. Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o xylidine ponceau, evidenciando (—) a regido
endospermdtica (End) e cotiledonar (Cot). Semente quiescente submetida (B e D) ou ndo (A e C) ao
envelhecimento artificial.

Os cortes transversais das sementes de sorgo coradas com lugol evidenciaram no
endosperma e nos cotilédones a presenca de granulos de amido no citoplasma dessas células
(Figura 4). Entretanto, observou-se um padrio de coloracdo diferenciado entre os tecidos da
semente, sendo que o endosperma apresentou abundante quantidade de granulos de amido
com formato arredondado, intensamente corados pelo lugol, preenchendo todo o citoplasma
das suas células. Essa grande quantidade de amido detectada nas sementes de sorgo através da
coloracdo com o lugol confirma o relato de Antunes et al. (2007), os quais avaliaram 33
genoétipos de sorgo e verificaram que os teores de amido variaram de 62,07 a 78,74%, sendo,

portanto, o amido a principal reserva do grao de sorgo.
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Figura 4. Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com lugol. Endosperma e cotilédone das sementes,
evidenciando os granulos de amido (—). SNE — semente ndo envelhecida; SE — semente envelhecida; Oh —
semente quiescente; HyO/24h — semente embebida em dgua por 24 h; NaCl/24h — semente embebida em solugao
de NaCl a 100 mM por 24 h. H,O/72h — semente embebida em dgua por 72 h; NaCl/72h — semente embebida em
solucdo de NaCl a 100 mM por 72 h.

No endosperma ndo foram verificadas diferencas marcantes no tamanho dos
granulos de amido em virtude dos tratamentos realizados, isto é, do envelhecimento artificial
e condicionamento osmético das sementes, bem como, da exposi¢do das mesmas ao sal,
indicando que essa reserva se manteve praticamente constante, mesmo sob condi¢do de
estresse salino. Uma excecdo a esse comportamento ocorreu para os tratamentos com a
semente ndo osmocondionada e osmocondicionada com 48 h de exposi¢do ao sal, onde foi
verificada redu¢do do nimero dos granulos de amido dessas células (Figura 5). Resultados
divergentes foram obtidos por Silva er al. (2008) em sementes de trigo, os quais observaram

que os teores de amido da semente aumentaram em fun¢do da exposicdo das mesmas ao
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estresse salino.

Endosperma Cotilédone

Figura 5. Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com lugol. Endosperma e cotilédone das sementes,
evidenciando os granulos de amido (—). NC — semente ndo condicionada; C — semente condicionada; Oh —
semente quiescente; H,O/48h — semente embebida em dgua por 48 h; NaCl/48h — semente embebida em solucéo
de NaCl a 100 mM por 48 h.

Com relacdo aos cotilédones, as suas células também revelaram coramento
positivo do citoplasma com lugol, entretanto, diferentemente do endosperma, os granulos de
amido se apresentaram em menor numero, com dimensdes muito menores do que o0s
observados no endosperma, com formato semelhante a pontos escuros (Figuras 4 e 5).
Adicionalmente, nos cotilédones, observou-se também redu¢c@o no nimero desses granulos,
especialmente nos casos de sementes envelhecidas, apds 24 (Figura 4F) e 72 horas de
embebicdo em dgua destilada (Figura 4J) e em presenca de NaCl (Figura 4L), bem como na

semente osmocondicionada germinando sob estresse salino (Figura 5J). Durante a formagao
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das substincias de reserva das sementes de Bixa orellana, os granulos de amido se
apresentavam pequenos € em pequena quantidade, porém, com o avango da maturacdo das
sementes, estes adquiriram formato arredondado e se apresentavam em maior nudmero
(AMARAL; PEREIRA; CORTELAZZO, 2001). Por outro lado, durante a germinagao das
sementes, foi observada redu¢do do nimero dos granulos de amido e mudanga no seu formato
devido a sua mobilizagdo durante o desenvolvimento da nova plantula (AMARAL;
PEREIRA; CORTELAZZO, 2001).

O amido é uma das mais importantes formas de reserva de carbono nas plantas,
em termos de quantidade, universalidade de sua distribuicdo e importincia comercial
(BUCKERIDGE et al., 2004). Teixeira e Machado (2008), estudando a localizacdo das
reservas de Caesalpinia echinata e Caesalpinia ferreae, observaram que o amido € a principal
reserva que se acumula nas células dos tecidos de reserva dessas espécies. Em Prosopis
juliflora, os granulos de amido aumentaram até 24 h de embebicdo da semente, diminuindo
logo em seguida apés 72 horas (GALLAO et al, 2007). Nas sementes de Phaseolus vulgaris,
submetidas ao envelhecimento acelerado, observou-se perda do contetido celular e decréscimo
do diametro dos granulos de amido quando comparado as sementes secas e estocadas
(CORTELAZZO; COUTINHO; GRANIJEIRO, 2005). De forma discordante, por ndo ter sido
observado grandes alteracdoes na morfologia das sementes de sorgo, mesmo quando expostas
as condi¢cdes de estresse, pode-se dizer que estas ndo sofreram danos morfolégicos que

pudessem comprometer os componentes de reserva de suas sementes.

4. CONCLUSOES

As células das sementes de sorgo apresentaram formatos irregulares, variando do
eliptico ao mais arredondado, sendo que a coloracdo com o azul de toluidina também revelou
a presenca de nucleos, principalmente em sementes osmocondicionadas, indicando que
algumas células apresentaram intensa atividade celular.

O cotilédone e o endosperma da semente de sorgo apresentam como principais
substancias de reserva as proteinas e o amido, respectivamente, sendo que as andlises
citoquimicas ndo revelaram grandes variagdes nestas reservas durante o processo germinativo.

Os tratamentos aplicados as sementes, ou seja, o envelhecimento artificial e o

condicionamento osmoético, bem como a exposi¢do destas ao estresse salino, resultaram em
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poucas mudancas morfolégicas e citoquimicas visiveis durante o periodo em que o

experimento foi avaliado.
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Alteracoes fisiologicas e bioquimicas de plantulas de sorgo provenientes de sementes
submetidas ou nao ao envelhecimento artificial e ao osmocondicionamento, cultivadas

sob estresse salino

RESUMO

Este trabalho teve por objetivo o estudo das alteragdes fisioldgicas e bioquimicas
de plantulas de sorgo provenientes de sementes, submetidas ou ndo ao envelhecimento e ao
osmocondicionamento, sob condicdes de estresse salino. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado com quatro repeti¢des, no esquema fatorial 2 x 2 x 3, constando de
12 tratamentos: dois lotes de sementes (envelhecidas ou ndo); dois tipos de sementes
(osmocondicionadas ou nido) e trés niveis de salinidade (0, 100 e 200 mM de NaCl). O
osmocondicionamento com polietilenoglicol 6000 (ou priming) de sementes de maior
qualidade promoveu o aumento da sobrevivéncia das plantulas sob condi¢cdes de alta
salinidade (200 mM de NaCl), mas quando essa técnica foi aplicada em sementes
envelhecidas ocorreu reducdo na sobrevivéncia de plantulas cultivadas na presenca de NaCl a
100 e 200 mM. Em sementes de menor qualidade fisiolégica o osmocondicionamento
proporcionou atenuacdo dos efeitos negativos da salinidade (NaCl a 100 mM) sobre o
desenvolvimento das plantulas. Dentre os solutos organicos avaliados, a prolina foi o que
mais contribuiu para a osmorregulacao das folhas em condicdes de salinidade, sendo seus
teores aumentados em fungdo do priming de sementes. As enzimas catalase e peroxidase do
guaiacol atuaram na protecdo das plantulas contra os danos oxidativos causados pelo

envelhecimento acelerado das sementes e pela salinidade na solucdo de cultivo das plantulas.

Palavras-chave: Sorghum bicolor, envelhecimento acelerado, priming, salinidade,
osmorregulagdo, enzimas antioxidantes.
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ABSTRACT

Phisyological and biochemicals changes in sorghum seedlings from artificial aged and
primed seeds, growth under salt stress

The aim of this work was the study of physiological and biochemical changes in
seedlings from primed and aged seeds of sorghum under ideal conditions and salt stress. The
experiment was a completely randomized design with four replications and a 2 x 2 x 2, with
eight treatments: two groups of seeds (aged or not), two types of seeds (primed or not) and
two growth conditions (presence or absence of NaCl). The priming of seeds of higher quality
promoted the increase of seedling survival under conditions of high salinity (NaCl at 200
mM), but when this technique was applied in aged seeds caused a reduction in survival of the
seedlings grown in the presence of NaCl at 100 and 200 mM. In seeds of lower quality
physiological the priming provided attenuation of the negative effects of salinity (NaCl at 100
mM) on the development of seedlings. Among the organic solutes evaluated, proline was the
largest contributor to osmoregulation of the leaves under saline conditions, and their levels
increased by the priming of seeds. The enzymes catalase and guaiacol peroxidase acted to
protect the seedlings against oxidative damage caused by the accelerated aging of seeds and
by the salinity in the solution culture seedlings.

Keywords: Sorghum bicolor, accelerated aging, priming, salinity, osmoregulation, antioxidant
enzymes.
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1. INTRODUCAO

A utilizacdo de sementes de alta qualidade € um pré-requisito para o
estabelecimento rapido e uniforme das plantulas no campo com consequéncias no estande, na
produtividade e na qualidade do produto colhido. A qualidade da semente é particularmente
critica quando sao utilizadas novos cultivares ou hibridos, pois devido ao alto custo, ha
necessidade de melhores técnicas para se obter melhor emergéncia. Visando melhoria na
qualidade das sementes e rdpido e uniforme estabelecimento de plantulas, diferentes tipos de
tratamentos tém sido propostos, dentre eles, o condicionamento osmético (BRADFORD,
1986).

Em geral, o vigor das sementes mostra-se elevado com o uso do condicionamento
osmoético, bem como a taxa, sincronia e porcentagem de emergéncia das plantulas, e os
resultados sdo superiores aos obtidos com sementes ndo tratadas de varias espécies,
particularmente sob condi¢des de estresse, como temperatura sub ou supra 6tima (WARREN;
BENNETT, 1997), déficit hidrico ou salinidade (PILL; FRETT; MORNEAU, 1991).

Nas regides aridas e semi-dridas, o déficit hidrico e o excesso de sais no solo t€ém
limitado a producdo agricola. Esses fatores afetam negativamente a germinagao, o estande das
plantas, o desenvolvimento vegetativo das culturas, a produtividade e, nos casos mais graves,
causam a morte das plantulas (SILVA; PRUSKI, 1997).

O estresse salino afeta virtualmente todos os aspectos da fisiologia e metabolismo
das plantas (ZHU, 2002). Os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas estdo
associados com a reducdo do potencial osmético da solugdo do solo (estresse hidrico),
distirbios nutricionais, efeito especifico de alguns fons (estresse i6nico) ou uma combinagao
desses fatores (ASHRAF, 1994).

As respostas das plantas a salinidade ocorrem tanto a nivel celular quanto da
planta como um todo. Tais respostas incluem o actimulo seletivo ou a exclusao de ions, o
controle na absor¢ao dos ions pelas raizes, a sintese de solutos compativeis, mudancas na rota
fotossintética, alteracdo na estrutura das membranas, indu¢do de enzimas antioxidantes e de
hormoénios vegetais (PARIDA; DAS, 2005).

O sorgo € reconhecido por sua tolerincia moderada aos estresses hidrico
(TABOSA et al., 2002) e salino (TABOSA et al., 2007), podendo constituir em uma
alternativa para cultivos sob tais condi¢des. O uso do sorgo se justifica, também, por suas

N

caracteristicas bromatoldgicas que, a semelhanca do milho, possibilitam fermentacdo
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adequada e consequente armazenamento sob forma de silagem, pelos teores elevados de
carboidratos soliveis e, até mesmo, de proteina bruta, em algumas variedades, e por suas
caracteristicas agrondmicas que, entre outras, incluem elevada produtividade de biomassa
(VON PINHO et al., 2006).

Esta pesquisa foi desenvolvida com o objetivo de estudar as alteracOes
fisiolégicas e bioquimicas de plantulas de sorgo provenientes de sementes, submetidas ou ndao

ao envelhecimento e ao osmocondicionamento, sob condi¢des ideais e de estresse salino.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Conducao do experimento

2.1.1. Envelhecimento e condicionamento das sementes

Foram utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum bicolor (L) Moench],
cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecudria
(IPA), em Recife, PE, e armazenadas em frascos de vidro contendo silica gel, a temperatura
de 8 °C.

Para aplicacdo dos tratamentos, o lote inicial de sementes foi dividido em dois
sublotes: em um deles, as sementes foram submetidas ao estresse de temperatura (43 °C), sob
umidade relativa do ar proxima de 100%, por 72 horas, de acordo com a metodologia para
envelhecimento artificial de sementes de sorgo, recomendada por Miranda, Novembre e
Chamma (2001); o outro sublote de sementes permaneceu sem nenhum tratamento (sementes
nao envelhecidas) e que serviu de controle. Apds esse procedimento, a metade das sementes
de cada um desses sublotes foi submetida ao tratamento de condicionamento osmotico.

A metodologia e a concentracdo da solu¢do de PEG-6000 para o condicionamento
osmotico foram baseadas em recomendacdes de pesquisas anteriores com a germinacdo de
sementes de sorgo osmocondicionadas (FOTI et al, 2002; PATANE; CAVALLARO:
COSENTINO, 2009). Durante o priming, as sementes foram colocadas em béqueres de 400
mL contendo 200 mL de solucdo de PEG-6000 a 250 g L' a qual, segundo Michel e
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Kaufmann (1973), corresponde a um potencial osmético de — 0,86 MPa a 15 °C, que foi a
temperatura em que as sementes foram deixadas por 48 horas de embebicdo nessa solugdo
osmoética. O condicionamento osmotico foi conduzido em uma incubadora, sob escuro
continuo e aeracdo constante, a fim de garantir condi¢cdes normais de respiracdo das sementes
(BUJALSKI; NIENOW, 1991). Na parte inferior de cada béquer foi fixada uma mangueira
estreita, com pedra porosa anexada na ponta, a qual se manteve conectada a uma pequena
bomba de aquadrio, responsavel pela insuflacio de ar na solugao.

Apds o condicionamento, as sementes foram cuidadosamente lavadas; primeiro
com 4gua da torneira e depois com dgua destilada, sendo finalmente secas com papel de filtro
mata-borrdo, por 72 horas, em ambiente de laboratério. Em seguida, as sementes foram
desinfectadas em solug@o de hipoclorito de sédio a 1%, por cinco minutos e utilizadas nos

experimentos de germinagao e vigor.

2.1.2. Condicoes de cultivo e coleta

O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo pertencente ao
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC, durante os meses de junho e
julho de 2009. Durante o periodo experimental, as medidas de temperatura e de umidade
relativa do ar no interior da casa de vegetacdo foram registradas com um termohigrégrafo,
sendo observados os valores médios de 29,4 + 2,6 °C e 72,7 * 6,4%, respectivamente.

Na semeadura utilizaram-se 200 sementes por tratamento, em quatro repeti¢des
de 50 sementes distribuidas entre trés folhas de papel mata borrdo umedecido com &4gua
desionizada ou solucdes de NaCl a 100 e 200 mM na propor¢do de 2,5 vezes a massa do
substrato seco.

Dez dias apds a semeadura (DAS), as plantulas mais uniformes de cada
repeticdo, foram transferidas para recipientes plésticos contendo 10 L de solucdo nutritiva de
Hoagland diluida 1:2 (controle) ou contendo NaCl nas concentracdes de 100 ou 200 mM de
NaCl (tratamentos de estresse). Foram cultivadas 12 plantulas por vaso, sendo as solucdes
nutritivas mantidas sob aeracdo constante e substituidas em intervalos de 5 dias. O pH foi
ajustado para 5,5, com NaOH a 0,1 M ou HCI a 0,1 M. A quantidade de dgua transpirada
pelas plantas foi reposta diariamente nos vasos, utilizando-se para isso dgua destilada.

Aos 14 DAS, as plantulas foram coletadas, divididas em parte aérea e raizes, e
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em seguida, pesadas e imediatamente congeladas em nitrogénio liquido. Esse material foi

armazenado a -25 °C e posteriormente liofilizado.

2.2. Variaveis analisadas

Os parametros de crescimento foram avaliados para todos os tratamentos
utilizados, enquanto para as andlises fisiologicas e bioquimicas avaliaram-se apenas as
plantulas cultivadas em solu¢@o nutritiva sem NaCl e com esse sal na concentragdo de 100
mM. Isto ocorreu em fungdo dos severos danos causados pelo maior nivel de salinidade (200
mM), onde houve alta mortalidade das plantulas e reducdo substancial na producdo de
biomassa das mesmas, de tal modo que, apds a liofilizacdo, ndo se obteve material vegetal

suficiente para a avaliacao do tratamento com maior nivel de estresse.

2.2.1. Parametros de crescimento

O percentual de sobrevivéncia das plantulas foi avaliado aos 14 dias de cultivo,
por ocasido da coleta do experimento, quando calculou-se a porcentagem de plantulas normais
aos 24 DAS, baseando-se em comparagdes visuais com o estande como um todo. As plantulas
mortas foram descartadas, ndo sendo utilizadas para as demais anélises.

No momento da coleta, as plantulas foram pesadas para obtencdo da massa da
matéria fresca da parte aérea (MFPA) e das raizes (MFR). Apds a retirada de toda a dgua
presente no material vegetal, através de liofilizagdao deste, obteve-se a massa da matéria seca
da parte aérea (MSPA) e das raizes (MSR). A partir da soma dos valores dessas varidveis
foram obtidas as matérias fresca (MFT) e seca (MST) total, bem como as relagdes

MFPA/MFR e MSPA/MSR.

2.2.2. Determinacao de solutos inorganicos
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Os teores dos ions sddio, potdssio, cloreto e nitrato foram determinados apenas na
parte aérea das plantulas, em fun¢do da pequena quantidade de material de raizes. Estes foram
preparados a partir da homogeneizacdo de 100 mg do material liofilizado, finamente triturado,
com 10 mL de dgua desionizada, durante 20 min, sob agitacdo constante. Em seguida, o
homogenato foi centrifugado a 3.000 x g por 10 min, sendo o sobrenadante coletado e filtrado
em papel de filtro (extrato). Os teores de s6dio e potdssio no extrato foram determinados por
fotometria de chama, segundo Malavolta, Vitti e Oliveira (1989), os de cloreto conforme o

método de Gaines, Parker e Gascho (1984) e os de nitrato segundo Cataldo et al. (1975).

Para a determinagdo do teor de cloreto, a 3 mL do extrato, convenientemente
diluido em dgua desionizada, foram adicionados 0,5 mL do reagente formado por Hg(SCN); a
13,2 mM, em metanol, e Fe(NOs); a 20,2%, na propor¢cdo de 4:1 (v/v). Apds vigorosa
agitacdo em agitador do tipo “vortex” e repouso por 15 min, foram feitas leituras de

absorbancia em 460 nm.

A reagdo para determinagdo do teor de nitrato foi preparada em tubo de ensaio
contendo 100 uL do extrato (convenientemente diluido) acrescido de 200 puL de solugao de
acido salicilico a 5 % (p/v), em dacido sulfirico concentrado. Apds vigorosa agitacdo em
agitador do tipo “vortex”, adicionaram-se lentamente 4700 uL de NaOH a 2 N aos tubos e,
em seguida, estes foram deixados em repouso até atingirem a temperatura ambiente por cerca
de 20 minutos. Em seguida, foram feitas leituras de absorbancia a 410 nm. O branco foi feito

usando no ensaio dgua desionizada em substitui¢io ao extrato.

Para a determinag@o dos fons sédio e potdssio realizou-se uma tunica leitura do
extrato, enquanto para a determinacdo de cloreto e nitrato cada extrato foi dosado em
duplicata. As concentra¢des de cloreto e nitrato foram estimadas a partir de curvas padrdo
com concentragdes crescentes de NaCl e NOs, respectivamente. Os teores de potdssio e

nitrato foram expressos em mmol.g”' MS e os de sédio e cloreto em umol.g”' MS.

2.2.3. Determinacao de solutos organicos

Para preparacdo dos extratos, os tecidos liofilizados foram homogeneizados por
10 min, em almofariz resfriado, com tampdo de extracdo na proporcdo de 20 mg mL™" para

folhas e de 10 mg mL! para raizes. O tampao de extracdo foi composto de fosfato de potdssio
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a 100 mM (pH 7,0), ascorbato a 1 mM e d4cido etilenodiaminotetraacético (EDTA; sal
dissédico) a 0,1 mM. O homogenato resultante foi filtrado em tecido de musselina e
centrifugado a 20.000 g durante 15 min. Todas as operacdes acima foram conduzidas a
temperatura de aproximadamente 4 °C.

Os solutos organicos (prolina, N-aminossoliveis, proteinas e carboidratos
soliveis) foram determinados nos extratos obtidos com material proveniente da parte aérea e
das raizes das plantas. Esses extratos também foram utilizados para a determinacdo da

peroxidacao dos lipidios e atividade das enzimas do sistema de defesa antioxidativo.

a) Concentracao de prolina livre

A concentrag¢do de prolina livre foi determinada de acordo com Bates, Waldren e
Teare (1973). Em uma aliquota de 1,0 mL do extrato, convenientemente diluido com o
tampdo de extragdo, foram adicionados 1,0 mL do reagente da ninhidrina 4cida (1,25 g de
ninhidrina, dissolvida em 30 mL de 4cido acético glacial e 20 mL de &4cido fosférico a 6 M) e
1,0 mL de acido acético glacial. Os tubos de ensaio foram hermeticamente fechados e, apds
homogeneizacdo da mistura de reacdo, foram deixados em banho maria com 4gua fervente. A
reacdo foi interrompida colocando-se os tubos de ensaio em banho de gelo. Apds o
resfriamento, foram adicionados 2,0 mL de tolueno ao meio de reacdo. Apds agitacdo
vigorosa da solucgdo, a fase superior menos densa (croméforo + 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. A concentracdo de prolina foi estimada com base em uma

curva padrdo ajustada a partir de concentragdes crescentes de prolina.

b) Concentracdo de N-aminossoluveis

Os N-aminossoldveis foram determinados de acordo com o método de Yemm e
Cocking (1955). Em tubos de ensaios, foram adicionados 0,5 mL do extrato,
convenientemente diluido com o tampao de extragdo, 0,25 mL de tampao citrato a 0,2 M (pH
5,0), 0,5 mL de KCN a 0,2 mM, em metilcelosolve a 100%, e 0,1 mL de ninhidrina a 5%, em
metilcelosolve a 100%. Em seguida, os tubos foram fechados, agitados vigorosamente e
colocados em banho-maria com 4gua fervente por 20 min. A reacdo foi interrompida
abruptamente colocando-se os tubos em banho de gelo e, apds resfriamento, foram

adicionados 0,65 mL de etanol a 60%. A concentracdo de N-aminosoliveis foi estimada
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através de leituras de absorbancia em 570 nm, com base em uma curva padrdo ajustada a

partir de concentracdes crescentes de glicina.

c¢) Concentragdo de proteinas soliveis

Para a determinacdo dos teores de proteinas soliveis foi usada uma aliquota de
100 pL do extrato, convenientemente diluido com o tampao de extragcdo, na qual adicionou-se
1 mL do reagente composto de coomassie brilliant blue G-250 a 0,01% (p/v) em etanol a
4,75% (v/v) e acido fosforico a 8,5% (p/v) (BRADFORD, 1976). As proteinas soliveis foram
estimadas pelas medidas de absorbancia a 595 nm, utilizando-se como branco &4gua
desionizada. Os resultados foram calculados através de uma curva de calibragdo utilizando-se
como padrdo a albumina sérica bovina (BSA). Cada repeticdo foi representada por um extrato

simples dosado em duplicata.
d) Concentracao de carboidratos soliveis

Os carboidratos soliveis foram determinados de acordo com Dubois et al. (1956).
Em uma aliquota de 0,5 mL do extrato, convenientemente diluido com o tampao de extragao,
foram adicionados 0,5 mL de fenol a 5% e 2,5 mL de acido sulfurico concentrado. A mistura
foi agitada vigorosamente e deixada em repouso para seu resfriamento. Em seguida, as
amostras foram submetidas a quantificagdo dos carboidratos soldveis por meio de leituras de
absorbancia em 490 nm. A curva padrdo de carboidratos foi obtida utilizando-se a D(+)
glucose anidra. A concentragdo dos solutos organicos foi expressa em milimolar (mM).

Para a determinacdo de solutos organicos cada repeticao foi representada por um
extrato simples dosado em duplicata. Os teores de prolina, N-aminossoliiveis e carboidratos

soliiveis foram expressos em pmol.g”' MS e de proteinas em mg.g”"' MS.

2.2.4. Enzimas de protecao contra danos oxidativos

a) Atividade da dismutase do superéxido

A atividade total da dismutase do superdxido (SOD, E.C. 1.15.1.1) foi
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determinada pela medi¢do de sua habilidade de inibir a redugdo fotoquimica do cloreto de
nitroblue tetrazolium (NBT), conforme descrito por Giannopolitis e Ries (1977). A mistura de
reacdo (1,5 mL) continha fosfato de potédssio a 50 mM (pH 7,8), EDTA a 0,1 uM, metionina a
13 mM, NBT a 75 uM, riboflavina a 2 uM e 50 uL do extrato convenientemente diluido com
o tampao de extracdo. A riboflavina foi adicionada por dltimo e os tubos foram agitados e
iluminados com dois tubos fluorescentes de 20 W. A reagdo foi conduzida por 10 min. A
absorbancia da mistura de reacdo foi lida a 560 nm. Uma unidade de atividade (U) da SOD foi
definida como a quantidade de enzima necessdria para causar uma inibi¢ao de 50% na taxa de

fotorreducdo do NBT.

b) 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), com algumas alteracdes. A mistura de reagdo (1,5 mL)
consistiu de fosfato de potdssio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, H,0, a 20 mM e 150
puL do extrato. A reagdo foi iniciada pela adicdo do extrato ao meio de reacdo. A reducdo na
concentracdo de H,O, foi monitorada a 240 nm, por 6 min, e quantificada por seu coeficiente
de extincdo molar (36 M' cm™). Um controle com o meio de reacdo e o tampdo de extracio

foi usado para correcao da decomposi¢ao nao enzimatica do substrato.

c¢) Atividade da peroxidase do ascorbato

Para determinacdo da atividade total da peroxidase do ascorbato (APX, E.C.
1.11.1.1) foi utilizada a metodologia descrita por Nakano e Asada (1981). A mistura de reagao
(1,5 mL) foi composta de fosfato de potdssio a S0 mM (pH 6,0), EDTA a 0,1 uM, ascorbato a
0,5 mM, H;O, a 1 mM e 100 uL do extrato convenientemente diluido com o tampao de
extracdo. A reacdo foi iniciada pela adi¢do de H,O, e a oxidacdo do ascorbato medida a 290
nm por 1 min. A atividade enzimética foi quantificada usando o coeficiente de extincdo molar
do ascorbato (2,8 Mt cm'l), levando-se em consideragdo que dois moles de ascorbato sdo

necessdrios para a reducao de 1 mol de H,O, (MCKERSIE; LESHEM, 1994).

d) Atividade da peroxidase do guaiacol

A atividade total da peroxidase do guaiacol (GPX, E.C. 1.11.1.7) foi medida
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conforme descrito por Urbanek et al. (1991), em uma mistura de reacdo (2 mL) contendo
fosfato de potassio a 100 mM (pH 7,0), EDTA a 0,1 uM, guaiacol a 5 mM, H,0, a 15 mM e
10 uL do extrato. A reacgao foi iniciada pela adi¢do do extrato ao meio de reacdo e o aumento
na absorbancia foi medido a 470 nm por 1 min. A atividade enzimatica foi quantificada pela
quantidade de tetraguaiacol formado, usando seu coeficiente de extingdo molar (26,6 M’
cm™), levando em consideracdo que quatro moles de guaiacol sdo necessarios para a reducio
de 1 mol de H,O, (PLEWA; SMITH; WAGNER, 1991).

Para a estimativa da atividade das enzimas antioxidativas cada extrato foi dosado
em duplicata (repeticdo). A SOD foi expressa em UA g' MS, enquanto as atividades das
enzimas CAT, APX e GPX foram expressas em pumol g'1 MS.

2.2.5. Peroxidacao de lipidios

A peroxidagdo de lipidios foi determinada pela quantificacdo da concentragao de
malondialdeido (MDA) produzido pela reacdo com o &cido tiobarbiturico (TBA), conforme
descrito em Heath e Packer (1968). O extrato foi misturado com igual volume da solucdo de
TBA a 0,5% (p/v) e acido tricloroacético (TCA) a 20% (p/v). A mistura foi aquecida a 95 °C
por 30 min, resfriada em banho de gelo e centrifugada a 3.000 g por 10 min. A absorbancia do
sobrenadante foi medida a 532 e 600 nm. Apds a subtracdo da absorbancia nao especifica
(600 nm), a concentracdo de MDA foi determinada usando seu coeficiente de extingdo molar
(155 M ecm™). Cada repeticdo constou da dosagem de um extrato simples em duplicata,

sendo os resultados expressos em pmol g MS.

2.3. Delineamento experimental

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, com quatro
repeti¢des de 12 plantulas, em esquema fatorial 2 x 2 x 3 para os parametros de crescimento,
tendo como tratamentos a combinacdo de dois sublotes de sementes com diferentes
qualidades fisioldgicas (envelhecidas e ndo envelhecidas), dois grupos de sementes distintas

(submetidas ou ndo ao osmocondicionamento) e trés niveis de estresse salino (0, 100 e 200
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mM de NaCl). Contudo para as demais varidveis (solutos inorginicos e organicos,
peroxidacao de lipidios e enzimas antioxidantes), utilizou-se um esquema fatorial 2 x 2 x 2,
ou seja, o fator salinidade s6 constou de dois niveis (0 e 100 mM de NaCl). A andlise de
variancia e a comparagdo de médias foram realizadas através do teste F e Tukey,

respectivamente, ambos ao nivel de 5% de probabilidade (BANZATTO; KRONKA, 2006).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Parametros de crescimento

Nao houve diferenca significativa no percentual de sobrevivéncia das plantulas
provenientes de sementes de maior vigor (ndo envelhecidas artificialmente), submetidas aos
tratamentos com 0 e 100 mM de NaCl no meio de cultivo (Figura 1A). A salinidade
excessiva, neste experimento representada pelo NaCl em solugdo nutritiva a 200 mM,
promoveu a morte de 50% das plantulas oriundas de sementes que nao foram expostas aos
procedimentos de envelhecimento e condicionamento osmotico, revelando que este nivel de
estresse promoveu decréscimos significativos na sobrevivéncia das plantulas de sorgo. Esses
efeitos deletérios do NaCl, entretanto, foram atenuados pelo condicionamento osmoético de
sementes, uma vez que aquelas submetidas a esse tratamento mantiveram a porcentagem de
sobrevivéncia em niveis semelhantes aos tratamentos com menores teores desse sal no meio
de cultivo. Portanto os resultados obtidos corroboram com a afirmacao de Jeller (2002), a qual
disserta que diversos beneficios tém sido relatados com o emprego da técnica do
condicionamento osmdético, dentre eles, o aumento da possibilidade de se obter uma maior
porcentagem de germinagdo, particularmente sob condi¢des adversas, como baixa

disponibilidade hidrica, niveis elevados de salinidade e temperaturas sub e supra-6timas.
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Figura 1. Porcentagem de sobrevivéncia de plantulas oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA
1011, ndo envelhecidas (A) e envelhecidas (B) artificialmente e submetidas (1) ou ndo ([J) ao condicionamento
osmotico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores distintas com letras minudsculas iguais, para
plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob
diferentes niveis de NaCl, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais
representam o erro padrao da média.

O envelhecimento artificial das sementes proporcionou redugdes significativas na
sobrevivéncia de plantulas submetidas ao estresse salino com NaCl a 100 e 200 mM, com
maiores decréscimos em plantulas oriundas de sementes osmocondicionadas, nas quais houve
efeito significativo ja a partir do nivel de 100 mM (Figura 1B). Portanto, neste caso, foram
constatados efeitos adversos do priming sobre a sobrevivéncia de plantulas em condi¢des de
salinidade.

Lotes de sementes de baixa qualidade frequentemente requerem um maior tempo
para germinagdo e emergéncia das plantulas. Tal fato torna as plantulas mais sensiveis as
adversidades climdticas, reduzindo a porcentagem final de emergéncia e, normalmente,
promovendo um estande desuniforme. Além disso, o excesso de sais no meio de cultivo pode
afetar negativamente a germinacao, o estande das plantas, o desenvolvimento vegetativo das
culturas, a produtividade e, nos casos mais graves, causa a morte das plantulas (SILVA;
PRUSKI, 1997; OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2009).

O NaCl promoveu decréscimos substanciais nos valores de MFPA em
comparacdo ao tratamento controle (NaCl ausente), todavia, em plantulas oriundas de
sementes nao envelhecidas, ndo houve diferenca estatistica entre os niveis de salinidade
aplicados (Figura 2A). O condicionamento osmético ndo exerceu efeito significativo (P>0,05)
sobre esta varidvel em sementes nao envelhecidas, o que por sua vez, nao foi verificado em
sementes expostas a tal processo, dentre as quais se observou que as osmocondicionadas

geraram plantulas com producdo de biomassa fresca superior as ndo condicionadas sob
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cultivo na presenca de 100 mM de NaCl.

SNE SE
1200 1200
A A B
—A aA _"i
s 900 | T I ahEA, S 900 g
= =
: B 2
o ﬂ | oL
é 600 600 g
« «
= >
S 300 aB o t vp 3B 300 S
’—I—’—x—‘ aB aB aC aC
0 0
aA ‘(}l—A C aA D
~ T J_ %aA | -
= 300 == 300 4
£ B £
_— a —
= aB aB &
S 200 - B t F200 g
E aB aC %
< 100 | bC { F’Exg‘ 100 =
0 w ; 0
0 100 200 0 100 200
NaCl (mM) NaCl (mM)

Figura 2. Massa da matéria fresca da parte aérea (MFPA,A e B) e das raizes (MFR, C e D) de plantulas oriundas
de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou nio ((J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras mintdsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

De acordo com os resultados obtidos para MFPA, acredita-se que esses efeitos
sejam resultantes de um adiantamento metabdlico sofrido pelas sementes osmocondicionadas,
que leva a um incremento na quantidade de macromoléculas sintetizadas, como 4cidos
nucléicos e proteinas (GARCIA; JIMENEZ; VAZQUEZ—RAMOS, 1995), envolvendo a
ativacdo ou sintese de novo de enzimas chave envolvidas no processo de germinagdo
(TRIGO; NEDEL; TRIGO, 2000) e at¢ mesmo mecanismos de reparo das membranas com
algum grau de desestruturacdo (FUJIKURA; KARSSEN, 1992).

Para a MFR de plantulas oriundas de sementes de maior vigor verificou-se que o
priming atenuou os efeitos deletérios no maior nivel de estresse, de modo que ndo houve
diferenca entre os niveis de NaCl a 100 e 200 mM (P>0,05), fato que nao foi constatado em

sementes nao condicionadas (Figura 2A). No entanto, em sementes envelhecidas ndo houve
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influéncia deste tratamento sobre a varidvel em questdo. Pode-se acrescentar que, em todos os
tratamentos avaliados nessa pesquisa, a MFR foi menos afetada pelo estresse salino do que a
MFPA. De acordo com Munns (2002), apesar das raizes estarem diretamente expostas ao
agente responsdvel pelo estresse, elas sao menos vulnerdveis aos sais do que a parte aérea. A
maior reducdo do crescimento da parte aérea em relagdo as raizes tem sido observada também
em outros trabalhos na literatura com plantas de sorgo, sugerindo que elas se adaptam melhor
as condi¢des de salinidade, provavelmente, devido ao ajustamento osmoético mais rapido deste
orgao (SILVA et al., 2003; AQUINO et al., 2007).

Os dados de MFT apresentaram comportamento similar ao observado para a
MFPA, mostrando que a producdo de biomassa fresca da parte aérea exerceu influéncia
significativa sobre a producdo de biomassa fresca total da planta, ou seja, os maiores valores
obtidos em plantulas provenientes de sementes envelhecidas que foram osmocondicionadas
possivelmente ocorreram devido aos maiores valores de MFPA obtidos nesse tratamento

(Figura 3A e 3B). Marcelis e Van Hooijdonk (1999), trabalhando com estresse salino em
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Figura 3. Massa da matéria fresca total (MFT, A e B) e razdo entre massa da matéria fresca da parte aérea e das
raizes (MFPA/MFR, C e D) de plantulas oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo
envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e submetidas (1) ou ndo ([J) ao condicionamento
osmotico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores distintas com letras minudsculas iguais, para
plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob
diferentes niveis de NaCl, nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais
representam o erro padrdo da média.
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Raphanus sativus, relataram que 80% da reducdo da produgdo de biomassa da planta era,
provavelmente, resultado do efeito negativo da salinidade sobre o crescimento da folha,
reduzindo a drea superficial disponivel para incidéncia da energia luminosa utilizada no
processo de fotossintese.

Os dados da razao MFPA/MFR mostraram que o estresse salino promoveu
decréscimos significativos nessa varidvel (P<0,05), contudo nao houve diferenca significativa
entre os tratamentos com NaCl a 100 e 200 mM (Figura 3C e 3D). Esta varidvel foi
influenciada significativamente pelo condicionamento das sementes, observando-se melhorias
significativas em plantulas geradas de sementes envelhecidas e cultivadas na presenca ou
auséncia de NaCl (0, 100 e 200 mM). Sementes em estddio avancado de deterioragdo tém
apresentado respostas positivas ao osmocondicionamento, permitindo seu melhor
aproveitamento. Melhoria no vigor apds o condicionamento osmético tem sido correlacionada
com processos de reparo macromolecular durante o tratamento, bem como um balango
metabolico mais favordvel das sementes pré-condicionadas no inicio da germinagdo
(LANTERI; QUAGLIOTTI; BELLETTI, 1998).

A salinidade afetou negativamente a MSPA (P<0,05), com efeitos mais
prejudiciais em plantulas geradas a partir do grupo de sementes de menor vigor, para as quais
se observou redugdes significativamente superiores em fun¢do do incremento nos teores de
sal do meio de cultivo (Figura 4A e 4B). J4 nas plantulas provenientes de sementes de maior
vigor, nao se detectou diferenca significativa (P>0,05) entre os dois niveis de NaCl (100 e 200
mM) em que as mesmas foram expostas. Apesar disso, o osmocondicionamento foi
responsavel pelo incremento da MSPA de plantulas desse grupo quando cultivadas sob 100
mM de NaCl. De forma semelhante ao que foi aqui observado, melhorias no desempenho de
plantulas cultivadas sob estresses abidticos tém sido relatadas na literatura como respostas
diretas do condicionamento de sementes. Fanti e Perez (2003) relataram que o
condicionamento osmético aumentou o limite méximo de tolerincia ao estresse hidrico;
Pereira et al. (2009) constataram que o tratamento das sementes de cenoura com solugdes de
PEG-6000 aumentou a emergéncia das plantulas no campo e o desempenho sob temperaturas
sub e supra-6tima; Patane, Cavallaro e Cosentino (2009) verificaram que o
osmocondicionamento de sementes de sorgo sacarino atenuou os efeitos deletérios

provocados pelos estresses salino e térmico durante a germinagdo e crescimento da radicula.
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Figura 4. Massa da matéria seca da parte aérea (MSPA, A e B) e das raizes (MSR, C e D) de plantulas oriundas
de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras minudsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, nao diferem entre si

pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

Os valores médios de MSR variaram em fung¢do dos diferentes fatores avaliados,
bem como, houve interacdo significativa entre os mesmos (P<0,05). Foram observados
maiores decréscimos em sementes ndo envelhecidas e ndo condicionadas (Figura 4C), bem
como, em sementes envelhecidas que foram expostas ao priming (Figura 4D). Tal ocorréncia
confirma resultados anteriores e amplamente divulgados na literatura que atribuem efeitos
varidveis do condicionamento osmoético entre espécies, cultivares e entre lotes de sementes
(COSTA; VILLELA, 2006), o que justifica, em parte, o uso ainda pouco frequente da técnica
pela industria de sementes, mesmo em paises desenvolvidos, o que é potencializado pelas
dificuldades relativas ao preparo, manuseio, custo e descarte das solucdes osmdticas
necessdrias para o tratamento das sementes (WELBAUM et al., 1998). Além disso, a industria
ainda teria o inconveniente de adaptar e aperfeicoar diferentes métodos de condicionamento

osmotico aos diferentes lotes produzidos a serem comercializados.

O condicionamento osmético de sementes de maior vigor promoveu a atenuacao
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do estresse salino em plantulas sob salinidade excessiva (200 mM), as quais apresentaram
valores de MST similares aquelas submetidas a niveis intermedidrios de NaCl a 100 mM
(Figura 5A). Em sementes envelhecidas também se verificou efeitos benéficos do priming,
contudo exclusivamente sob condi¢des de estresse salino com NaCl a 100 mM (Figura 5B).
Tais resultados confirmam que o condicionamento osmoético foi eficiente em promover a
adaptacdo das plantulas de sorgo ao estresse salino. De maneira semelhante ao que foi
constatado nesse experimento, Halpin-igham e Sundstrom (1992) relataram em sua pesquisa
com plantulas provenientes de sementes condicionadas de pimentao, que o priming aumentou

o desenvolvimento das mesmas, especialmente o desenvolvimento do hipocétilo, o qual foi

bastante aumentado.
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Figura 5. Massa da matéria seca total (MST, A e B) e razdo entre massa da matéria fresca da parte aérea e das
raizes (MSPA/MSR, C e D) de plantulas oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo
envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e submetidas (1) ou ndo ([J) ao condicionamento
osmotico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores distintas com letras mintdsculas iguais, para
plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob
diferentes niveis de NaCl, nfo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais

representam o erro padrdo da média.
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A salinidade provocou reducdes significativas na razdo MSPA/MSR (Figura 5C e
5D), destacando-se as plantulas oriundas de sementes ndo envelhecidas e osmocondicionadas,
que apresentaram decréscimos nos valores dessa varidvel de maneira diretamente
proporcional ao incremento nos niveis de NaCl da solucao de cultivo. Nos demais tratamentos
nao houve diferenca significativa para essa varidvel nas plantulas cultivadas na presencga de
diferentes concentracdes desse sal (100 e 200 mM de NaCl). Contudo, as sementes ndo
envelhecidas e sujeitas ao condicionamento osmoético produziram plantulas com razao
MSPA/MSR significativamente superior aquelas nao condicionadas sob cultivo em solugdo
nutritiva com NaCl a 100 mM. Tendo em vista que houve maiores efeitos da salinidade sobre
a producdo de biomassa da parte aérea do que a das raizes, pode-se deduzir que a razdo
MSPA/MSR de plantulas de sorgo sofreu relevante influéncia da MSPA, uma vez que esta
variavel foi mais afetada pelos tratamentos avaliados do que a MSR.

Provavelmente as menores reducdes na MSPA/MSR ocorridas em plantulas
oriundas de sementes envelhecidas e osmocondicionadas, sob estresse salino, podem ter sido
um dos fatores responsdveis pela menor sensibilidade destas ao NaCl, isto €, essa varidvel
pode ter sido um marcador morfofisiol6gico para a adaptacdo destas plantulas ao estresse.
Esta menor reducao do crescimento das raizes pode resultar na ampliacao da drea de absor¢do
de nutrientes e dgua do solo, de forma a minimizar os efeitos prejudiciais do sal (FERREIRA;
TAVORA; FERREYRA, 2001). A salinidade afeta a produgdo de biomassa e altera a particdo
de fotoassimilados entre as diferentes partes das plantas, sendo essas respostas decorrentes
dos efeitos osmoticos, toxicos e nutricionais (MUNNS, 2002; SILVA et al., 2003; AQUINO
et al., 2007). De acordo com Paranychianakis e Chartzoulakis (2005), os efeitos negativos da
salinidade sobre o crescimento das plantas estdo associados a sua interferéncia nos processos
de assimilacdo liquida por unidade de drea foliar, de translocac¢do de carboidratos para tecidos
drenos e no desvio de fontes de energia para outros processos, tais como: ajustamento
osmotico, sintese de solutos compativeis, reparo de danos causados pela salinidade e

manuten¢do dos processos metabdlicos bésicos.

3.2. Determinacao de solutos inorganicos

Os teores de potdssio na parte aérea de plantulas de sorgo apresentaram

comportamento varidvel naquelas oriundas de sementes de maior vigor (ndo envelhecidas),
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sendo observado acréscimos e decréscimos na concentracio desse ion na auséncia e presenca

de NaCl, respectivamente (Figura 6A). Para as sementes submetidas ao condicionamento, este
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Figura 6. Teores de potéssio (K*, A e B) e sédio (Na*, C e D) na parte aérea de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com
letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

comportamento ndo foi verificado no sublote envelhecido, no qual ndo houve influéncia
significativa do condicionamento osmotico nos teores desse ion (Figura 6B). Todavia, em
plantulas provenientes de sementes de ambos os grupos de vigor foram observadas reducdes
significativas nos teores de K™ em condicdes de salinidade, independentemente de terem sido
ou ndo submetidas ao priming. Portanto, a auséncia de alteracdo nos teores de potdssio na
parte aérea das plantulas de sorgo oriundas de sementes envelhecidas, em fun¢do do
condicionamento destas em PEG-6000, pelo menos no estadio de desenvolvimento estudado,
pode representar uma resposta adaptativa, desde que o K* é um fon essencial para a atividade
de muitas enzimas, bem como para a regulacdo da turgescéncia e forca idnica celulares

(TAIZ; ZEIGER, 2004).
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Em plantulas mantidas sob estresse salino ndo foram observados aumentos nos
teores K em fungdo do condicionamento das sementes em PEG-6000 (Figura 6A e 6B), o
que contrasta com os resultados obtidos por Sivritepe, Sivritepe e Eris (2003), os quais
realizaram o priming de sementes de meldo com NaCl e concluiram que este tratamento
aumenta a tolerdncia de plantulas ao estresse salino, devido ao acimulo de K" e Ca®,
induzindo a osmorregulagcdo pelo acimulo de solutos organicos. Estas divergéncias podem
estar relacionadas com o fato observado por Oliveira e Gomes-Filho (2009) em sementes de
sorgo, que constataram um possivel ajustamento osmético em sementes submetidas ao
estresse com NaCl, ndo sendo verificado isso naquelas que germinaram na presenca de PEG-
6000. Cabe aqui ressaltar que os sais de alta solubilidade, tais como o NaCl, exercem menor
efeito sobre a “seca fisiolégica” no processo germinativo do que o PEG-6000, pois as
sementes ao absorverem dgua do substrato absorvem também os sais, 0s quais provocam
reducdo do potencial osmético celular e, consequentemente, favorecem o aumento da
absor¢do de dgua pelas sementes por manterem o gradiente de potencial hidrico entre a
semente e o substrato, processo conhecido como “ajustamento osmoético” (MUNNS, 2002).
Quanto ao polietilenoglicol (PEG-6000 e 8000), por outro lado, as moléculas sdao muito
grandes para ultrapassar as paredes celulares, ou seja, este agente osmético nio € absorvido
pelas sementes e, por conseguinte, ndo proporciona essa osmoregulacio (BRADFORD,
1995).

Os resultados sobre os teores de K*, em condi¢cdes de estresse salino, sdo
conflitantes. Enquanto alguns autores observaram aumentos, tais como Erdei e Taleisnik
(1993) em plantas de milho e Silva (1998) em feijado de corda, outros observaram
diminui¢des, dentre os quais se pode relatar Azevedo Neto et al. (2004) e Lacerda et al.
(2005), em plantulas de milho e sorgo, respectivamente. De acordo com Flowers (2004), essas
divergéncias ocorrem em funcdo de diversos fatores, tais como, manejo da cultura, idade das
plantas, intensidade e duracao do estresse.

Os teores de Na*, tanto em sementes nido envelhecidas como nas envelhecidas,
osmocondicionadas ou ndo, aumentaram fortemente a concentracdo desse ion em fungdo da
salinidade (Figura 6C e 6D). O condicionamento osmético das sementes de maior vigor
promoveu um aumento no teor desse cdtion na parte aérea das plantulas cultivadas na
presenca de NaCl (Figura 6C). Os teores de sodio na parte aérea das plantulas (Figura 6C e
6D) apresentaram comportamento inversamente proporcional aos dos teores de potdssio
(Figura 6A e 6B), isto é, os maiores valores de Na* foram encontrados nas que apresentaram

menores valores de K* (Figura 6B). Deste modo, a reducdo no teor de K" nas folhas deve ter
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sido resultante, em grande parte, da menor absor¢io de K*, causada pela competi¢do dos fons
Na® pelos mesmos sitios do sistema de transporte na membrana plasmdtica das células
radiculares (MARSCHNER, 1995). Portanto, a maior reducdo nos teores de K' e os
acréscimos nos teores de Na* no tratamento em que se utilizaram sementes ndo envelhecidas e
condicionadas pode estar relacionado com a menor eficiéncia na absor¢do radicular,
provavelmente em funcdo do menor desenvolvimento das raizes (Figura 4C), proporcionando
uma menor seletividade na absorcio do K* em relacdo ao Na*. Nesse contexto, a manutencio
de niveis mais adequados de K™ nos tecidos fotossintetizantes parece ser uma caracteristica
importante para a adaptacdo a salinidade (SILVA et al., 2003; LACERDA et al., 2005).

Nao foi detectada influéncia do priming sobre os teores de NO; em plantulas
cultivadas na auséncia de NaCl (Figura 7A e 7B). J4 na presenca desse sal, observaram-se
reducgdes significativas os teores de NOs™ na parte aérea das plantas, em especial quando se
realizou o osmocondicionamento de sementes ndo envelhecidas (Figura 7A). Estes resultados
indicam que o estresse salino afetou negativamente o acimulo de nitrato na parte aérea das
plantulas, os quais corroboram com aqueles obtidos por Meloni, Gulotta e Oliva (2004), uma
vez que estes autores, trabalhando com salinidade em plantas de algaroba (Prosopis alba),
relataram decréscimos nos niveis de nitrato na parte aérea das mesmas em funcio desse
estresse. De maneira similar, Feijao (2009) observou reducdo na concentracio de NOs em
plantulas de milho cultivadas na presenca de NaCl. Esse comportamento também foi
registrado por Silva et al. (2009) em folhas de plantas jovens de pinhdo manso. A redu¢do dos
niveis de NO3 com a salinidade pode ser explicada devido ao aumento da absor¢do e actimulo
de CI nas plantas, que frequentemente vem acompanhado por decréscimo no teor de NO3™ na
parte aérea. Comportamento este atribuido a um efeito antagénico do cloreto sobre a absor¢ao

de nitrato ou a reducdo na absor¢do de 4gua (WHITE; BROADLEY, 2001).
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Figura 7. Teores de nitrato (NOS', A e B) e cloreto (CI', C e D) na parte aérea de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com
letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média.

Os teores de cloreto na parte aérea aumentaram sob condi¢des de estresse, tanto
em plantulas provenientes de sementes ndo envelhecidas como nas envelhecidas
artificialmente (Figura 6C e 6D). Além disso, foi observado um aumento nos teores de CI" em
funcdo do osmocondicionamento das sementes, nas plantulas de qualquer tratamento.
Comparando-se os dados apresentados nas Figuras 6 e 7 pode-se constatar que os teores de Cl°
em termos absolutos foram aproximadamente iguais aqueles do Na® quando foi adicionado
NaCl a solucdo nutritiva, contudo, em relacdo ao controle, os aumentos nos teores de Na*
foram superiores aos do CI'. Diante desses resultados, cabe ressaltar que durante o priming,
parte das reservas € mobilizada, aumentando desta forma a concentracdo de substincias
osmoticamente ativas, com a redu¢do do potencial hidrico celular (KHAN, 1992). Este fato
pode ter conferido as sementes osmocondicionadas um maior acimulo de ions, permitindo
um possivel ajustamento osmoético nas plantulas, pelo menos naquelas provenientes de

sementes de menor vigor, uma vez que nesse tratamento foram verificadas melhorias



193

significativas nos parametros de crescimento de plantulas cultivadas em condi¢des de estresse
salino a 100 mM de NaCl (Figuras 2B a 5B). O ajuste osmotico, através do acumulo de
solutos organicos e inorganicos, ¢ um mecanismo que as plantas desenvolveram para obter
dgua do ambiente externo, que possui baixo potencial hidrico (TAIZ; ZEIGER, 2004). De
acordo com Munns e Tester (2008), a compartimentalizagcdo dos solutos inorganicos no
vactuolo, ¢ um componente do ajustamento osmotico necessdrio para a aclimatagdo ou
adaptacdo a salinidade. Entretanto, apesar de ter-se observado, no presente estudo, que a
salinidade provocou aumento nos teores dos fons Na* e CI’, e reducdo na concentragiio de K*
e NO;™ nas folhas, principalmente em plantulas oriundas de sementes envelhecidas e sujeitas
ao priming, ha a necessidade de serem feitos estudos mais detalhados, nos quais se avaliem os
teores de fons nas raizes e os potenciais osmoticos foliar e radicular, a fim de avaliar se tal
comportamento ocorreu em fun¢cdo de um desequilibrio nutricional consequente do estresse,
ou de um ajuste osmético da planta com o intuito de reduzir o estresse osmoético causado pela

salinidade.

3.3. Determinacao de solutos organicos

O condicionamento osmdtico promoveu incremento nos teores de prolina na parte
aérea das plantulas mantidas sob estresse salino, sendo que em plantulas cultivadas na
auséncia de NaCl ndo houve diferenca entre aquelas de sementes submetidas e ndo
submetidas ao priming (Figura 8A e 8B). Nas plantulas oriundas de sementes ndo
osmocondicionadas, o estresse salino somente promoveu aumento nos teores de prolina
naquelas oriundas de sementes envelhecidas artificialmente, ndo sendo observada qualquer
alteracdo pela salinidade nos teores de prolina nas plantulas de sementes ndo envelhecidas.
Esses dados sugerem, portanto, uma possivel atuacdo desse soluto orginico como
osmorregulador nas plantulas de sorgo (ASHRAF; HARRIS, 2004). No entanto, tais
acréscimos ndo foram verificados em raizes de plantulas estressadas, provenientes de
sementes envelhecidas, de modo que ndo se observou diferenca significativa entre os
tratamentos (Figura 8D). Por outro lado, no tratamento com sementes de maior vigor,
verificou-se que nas raizes houve reducao nos teores de prolina devido ao NaCl, todavia, com

menores decréscimos em func¢ao do condicionamento osmoético (Figura 8C).
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Figura 8. Teores de prolina na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas oriundas de dois sublotes de
sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e submetidas ()
ou ndo () ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores distintas com
letras mindsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com letras
maidsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média.

Trabalhando com pinhdo-manso, Silva et al. (2009), de maneira concordante com
o que foi observado nas plantulas oriundas de sementes envelhecidas no presente estudo,
relataram incrementos significativos na concentracdo de prolina nas folhas de plantulas
cultivadas em solu¢@o nutritiva com 100 mM de NaCl. Embora alguns autores acreditem que
o acimulo desse soluto seja consequéncia da redu¢do no seu consumo em fungdo das injdrias
provocadas pela salinidade (SERRAJ; SINCLAIR, 2002; LACERDA et al., 2003), isto nao
parece ter ocorrido no experimento aqui apresentado, visto que foi constatado grande acimulo
de prolina no tratamento que apresentou maior tolerancia ao estresse (Figuras 4B e 5B). Neste
caso, sugere-se que os teores de prolina possivelmente contribuiram para o ajustamento
osmotico, pelo menos na parte aérea, papel esse atribuido por outros autores (LACERDA et
al., 2001; ASHRAF; HARRIS, 2004).

E importante destacar que, em termos absolutos, o tratamento de condicionamento
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osmotico em sementes de menor vigor, dentre os estudados, foi aquele que apresentou a mais
elevada concentracdo de prolina na parte aérea de plantulas cultivadas na presenca de NaCl a
100 mM (Figura 8B), o que pode representar um mecanismo importante para ajustamento
osmotico dessas plantulas ao estresse salino, além de poder contribuir para mitigar os efeitos
deletérios dos fons Na" e Cl” na estabilidade das membranas (ASHRAF; HARRIS, 2004).
Sivritepe Sivritepe e Eris (2003) sugerem que o condicionamento osmético de sementes
aumenta a tolerancia de plantulas ao estresse salino, devido, dentre outros fatores, a
osmorregulacdo proporcionada pelo acimulo de solutos organicos.

Os resultados obtidos para os teores de prolina podem estar diretamente
relacionados com as concentragdes dos fons Na™ e CI” na parte aérea das plantulas (Figuras 6 e
7), visto que ambas as varidveis se comportaram de maneira similar. Isto pode indicar uma
provavel compartimentalizagdo desses fons no vacuiolo das células em funcdo da
reestruturacdo da membrana do tonoplasto, promovida pelo tratamento do priming, ao qual
tém sido atribuidas as propriedades de reparacdo ou reorganizacdo das membranas, sintese de
macromoléculas e aumento na atividade de varias enzimas (MARCOS-FILHO, 2005). Por
causa da compartimentalizacdo dos ions, solutos organicos compativeis com as atividades
metabdlicas celulares, tais como a prolina, sdo sintetizados e acumulados no citosol, a fim de
ajustar seu potencial hidrico com aquele do vacuolo (TESTER; DAVENPORT, 2003; TAIZ;
ZEIGER, 2004). Além de sua participacdo no ajustamento osmético, esses solutos organicos
podem proteger processos fisiologicos como a fotossintese e ter um papel na estabiliza¢do da
estrutura de proteinas e membranas, € na remo¢ao de ROS (HASEGAWA, et al. 2000;
CHEN; MURATA, 2002).

De modo geral, as concentragdes de N-aminossoliveis aumentaram na parte aérea
das plantulas em resposta ao NaCl, com excecdo das geradas de sementes com qualidade
inferior (envelhecidas) sujeitas ao priming com PEG-6000, onde tais concentracdes foram
reduzidas em fungdo da exposicao a este sal. Nas raizes nado foi detectada diferenca nos teores

desses compostos em funcao da salinidade.
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Figura 9. Teores de N-aminossoliveis na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com
letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média.

O acimulo de compostos contendo N-aminossoliiveis que, geralmente, ocorre
durante a exposicao das plantas a salinidade (SINGH, 2006) pode funcionar como um dreno
para o excesso de nitrogénio acumulado devido a redugdo no crescimento (GILBERT et al.,
1998). Tais compostos podem também funcionar como solutos compativeis no ajustamento
osmotico ou servirem como fonte de carbono e nitrogénio (HANSON; HITZ, 1982).

Os resultados aqui apresentados ddo suporte a afirmacdo de Gilbert er al. (1998),
uma vez que os tratamentos que apresentaram maior inibi¢cao do crescimento, em fungdo do
estresse salino, também apresentaram maiores aumentos na concentracdo de N-
aminossoliveis. Comportamento similar também foi observado por Praxedes (2008),
trabalhando com genétipos de feijdo de corda em cultivo hidropdnico sob estresse salino.
Portanto, tais compostos provavelmente tiveram pouca importancia no ajuste osmoético, visto

que nao foi observada qualquer correlacdo entre a concentragdo foliar de N-aminissoluiveis
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(Figura 9A e 9B) e a manutencao do crescimento (Figuras 2 a 5).

A concentracdo de proteinas soldiveis na parte aérea das plantulas foi reduzida em
fun¢ado da presenca do NaCl na solucdo de cultivo, sendo observado decréscimo superior, em
termos absolutos, no tratamento com sementes de maior qualidade e ndo submetidas ao
priming (Figura 10A). Esses resultados explicam o aumento nos teores de N-aminossoldveis
na parte aérea das plantulas oriundas de sementes do sublote nao envelhecido em resposta a
salinidade (Figura 9A), o qual deve ter sido causado pela degradacdo e/ou reducdo na sintese
protéica, ja que ocorreu uma queda nos niveis de proteinas totais desse tratamento. Dados
semelhantes foram obtidos por Lacerda et al. (2003) em sorgo forrageiro, Silveira et al.
(2003) trabalhando com cajueiro e por Silva et al. (2009) em plantas jovens de pinhdo-manso

expostas a 100 mM de NaCl.
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Figura 10. Teores de proteinas soliveis na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com
letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.
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Em plantas submetidas a estresse salino, geralmente, se verifica uma redu¢do na
quantidade total de proteinas (PARIDA; DAS; MITTRA, 2004), embora algumas proteinas
possam ser induzidas (ALI; SRIVASTAVA; IQBAL, 1999; MANSOUR, 2000). Conforme
Ashraf e Harris (2004), as proteinas que sdo induzidas pela salinidade tém sido identificadas
em plantas, sendo classificadas em dois grupos distintos: proteinas especificas do estresse
salino, que se acumulam apenas em presenca de salinidade e proteinas associadas a estresses
que se acumulam em resposta a salinidade e a outros estresses tais como calor, frio, seca e
elevadas ou baixas concentracdes de nutrientes. De acordo com Singh (2006), algumas
proteinas que se acumulam em plantas crescendo sob condi¢des salinas podem funcionar
como uma reserva de nitrogénio para ser utilizada quando o estresse chegar ao fim.

No presente trabalho, as modificacdes nos teores de proteinas pela salinidade
variaram em funcdo dos tratamentos, de modo que os procedimentos de envelhecimento
artificial e do pré-tramento com o PEG-6000 tiveram efeitos substanciais. Nas raizes das
plantulas oriundas de sementes de maior vigor, por exemplo, observou-se que o priming
proporcionou aumento ou reducdo no total de proteinas em funcgdo, respectivamente, da
auséncia ou presenga do NaCl na solugdo de cultivo (Figura 10C). Ja nas raizes das plantulas
geradas de sementes de qualidade inferior ndo houve influéncia significativa de nenhum dos
fatores analisados sobre essa varidvel (Figura 10D). O incremento na concentracdo de
proteinas soldveis em raizes das plantulas mantidas na auséncia de NaCl, causado pelo
priming, corroboram com a afirmac¢do de Khan (1992), o qual disserta que incrementos nas
atividades enzimdticas e metabdlicas sdo caracteristicas comuns durante o condicionamento
osmotico e parecem estar relacionadas com o revigoramento das sementes durante a
germinagdo subsequente. Alguns autores t€ém demonstrado que o condicionamento osmoético
de sementes de algumas espécies tem promovido aumentos bastante significativos no teor de
proteinas soliveis, em comparagdo com sementes ndo tratadas (SMITH; COOB, 1992;
BRACCINI et al., 1997; BRACCINI et al., 2000). Esses pesquisadores observaram ainda que
o incremento na sintese de proteinas poderia estar relacionado com a maior capacidade
germinativa e desempenho em condicdo de campo apresentado pelas sementes
osmocondicionadas. Khan (1992) verificou que duas vezes mais aminodcidos foram
incorporados em proteinas, durante as primeiras 24 horas de embebi¢do das sementes de
pimentdo em solucdes de PEG (condicionamento osmético), em comparacdo com sementes
embebidas em 4gua.

Os niveis de carboidratos soliveis ndo foram alterados na parte aérea das

plantulas em resposta aos tratamentos aplicados (Figura 11A e 11B). Os resultados obtidos
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por Costa et al. (2003) assemelham-se a estes, os quais trabalhando com sete cultivares de
feijao de corda com tolerincias diferenciais a salinidade, crescendo em solucdo nutritiva
contendo NaCl a 75 mM, constataram que os niveis de carboidratos soliveis nas folhas nao

foram alterados pela salinidade.
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Figura 11. Teores de carboidratos soliveis na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com

letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

Nas raizes houve variacdo significativa nas concentracdes de carboidratos, com
excecdo do tratamento envolvendo sementes envelhecidas que foram osmocondicionadas,
cujas plantulas ndo sofreram influéncia significativa sobre essa varidvel em funcdo da
salinidade, devido ao incremento nesses teores em resposta ao priming (Figura 11C e 11D).
Esse fato pode estar relacionado com os possiveis efeitos negativos da salinidade sobre o
crescimento das plantulas pertencentes aos demais tratamentos, os quais estdo associados a

sua interferéncia nos processos de assimilacdo liquida por unidade de darea foliar, de
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translocag@o de carboidratos para tecidos drenos e no desvio de fontes de energia para outros
processos, tais como: ajustamento osmotico, sintese de solutos compativeis, reparo de danos
causados pela salinidade e manutencdo dos processos metabdlicos  bdasicos
(PARANYCHIANAKIS; CHARTZOULAKIS, 2005).

De acordo com Munns (2005), muitos solutos se acumulam em condi¢des de
estresses abidticos simplesmente porque o suprimento de assimilados pelas folhas excede sua
demanda pelos tecidos em crescimento. Portanto, uma hipdtese para a manutengdo ou
aumento dos niveis de carboidratos soliveis observado nas raizes em alguns tratamentos do
experimento aqui apresentado, mesmo em altas concentragdes de sais, é que esse acimulo de
carboidratos pode ser resultado de uma redu¢do na sua demanda pelos tecidos em
crescimento. Em contraposto, vdrios autores relatam mudangas nos teores de carboidratos, em

plantas submetidas a salinidade, que sugerem um papel desses solutos na adaptacdo das

mesmas ao estresse salino (KEREPESI; GALIBA, 2000; GARG et al., 2002).

3.4. Peroxidacao de lipidios

A concentracdo de malondialdeido (MDA), um subproduto da peroxidacdo dos
lipidios e que se correlaciona com os danos oxidativos nas membranas (BOR; OZDEMIR;
TURKAN, 2003; PINHEIRO et al., 2004), foi afetada pelo estresse salino na parte aérea e nas
raizes de plantulas de sorgo (Figura 12). Entretanto, o condicionamento osmotico das
sementes foi eficiente em reduzir os niveis de MDA em plantulas cultivadas na presenca de
NaCl. Em plantulas cultivadas na auséncia desse sal ndao foram verificadas diferencas entre
sementes sujeitas ou ndo ao osmocondicionamento, indicando que esse tratamento
proporcionou redu¢do na peroxidacdo de lipidios de membrana apenas naquelas expostas ao
estresse salino. Concordando com esses resultados, o priming tem sido reportado como
reparador de danos em sementes deterioradas como resultado da peroxidacdo de lipidios
(McDONALD, 1999), e sugere-se que isto é consequéncia da maior atividade desidrogenasica

e menor formacdo de per6xidos (RUDRAPAL; NAKAMURA, 1988).
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Figura 12. Concentracdo de malondialdeido (MDH) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas
oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. [IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras mintdsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, nio diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

As melhorias obtidas em plantulas oriundas de sementes osmocondicionadas, no
que diz respeito a menor peroxidacao de lipidios, representadas pelos menores teores de MDA
observados nesses tratamentos, tém sido atribuidas a atividade antioxidativa e a conversio dos
lipidios a carboidratos, promovida pelo priming através do aumento da atividade de enzimas
como a liase do isocitrato e sintase do malato, no primeiro processo, € SOD, CAT e APX,
peroxidase e redutase da glutationa, no segundo processo, respectivamente (CHIU,;
CHUANG; SUNG, 2006). De acordo com Khan (1992), incrementos nas atividades
enzimaticas e metabolicas sdo caracteristicas comuns durante o condicionamento osmotico e
parecem estar relacionadas com o revigoramento das sementes durante a germinagdo
subsequente. Jeng e Sung (1994) ressaltam que essa técnica tem sido associada aos
incrementos em varias enzimas de protecao contra danos oxidativos, tais como a dismutase do

superdxido, catalase e peroxidase, as quais podem capturar os radicais livres previnindo a
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peroxidacdo de lipidios.

3.5. Enzimas de protecao contra danos oxidativos

As plantas desenvolveram varios mecanismos de defesa para se protegerem dos
danos oxidativos, sendo o sistema enzimdtico antioxidativo um dos mais importantes
(MITTLER, 2002). A SOD, que ¢é considerada a primeira linha de defesa contra as espécies
reativas de oxigénio nas plantas (ALSCHER; ERTURK; HEATH, 2002), apresentou
decréscimo em resposta ao condicionamento de sementes ndo envelhecidas, de modo que na
parte aérea e nas raizes das plantulas constataram-se reducoes significativas, respectivamente,

na auséncia e presenca do estresse salino (Figura 13A e 13C). Em plantulas do sublote
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Figura 13. Atividade da dismutase do superdxido (SOD) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas
oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. [IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras minudsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.
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constituido de sementes envelhecidas ndo se detectou diferenga entre os tratamentos na parte
aérea (Figura 13B), enquanto nas raizes houve decréscimo na atividade da SOD em funcdo da
salinidade, em sementes submetidas ou ndo ao condicionamento osmoético (Figura 13D).
Neste sublote, sob auséncia de NaCl, foi verificado incremento na atividade dessa enzima em
resposta ao osmocondicionamento. Goel, Goel e Sheoran (2003), avaliando as mudangas na
atividade das enzimas do estresse oxidativo em sementes de algoddo submetidas ao
envelhecimento artificial, constataram que a atividade enzimdtica da SOD foi reduzida em
funcdo desse procedimento. Comportamento semelhante foi observado por Hsu er al. (2003)
em sementes de grao de bico submetidas ao envelhecimento artificial e ao priming.

As reducdes observadas na atividade da SOD nas raizes das plantulas oriundas de
sementes envelhecidas sob tratamentos salinos (Figura 13D) podem estar relacionadas com a
observacdo de Cavalcanti et al. (2007), visto que tais autores relataram inibi¢cdo nessa
atividade enzimadtica devida a alta concentragdo de sais no meio de cultivo. Os autores
sugerem que o efeito osmdtico ou idnico pode ter afetado diretamente a integridade da
proteina SOD e, consequentemente, causado redu¢do na atividade. Nesse contexto, embora os
teores de Na* e CI nas raizes ndo tenham sido determinados no presente estudo, talvez o
decréscimo na atividade da SOD esteja relacionado com o fato de que o sal inibe diretamente
a atividade desta enzima in vivo (DIONfSIO—SESE; TOBITA, 1998).

De modo semelhante aos dados obtidos neste experimento nas raizes de plantulas
provenientes de sementes que ndo passaram por nenhum tratamento, ou seja, ndo
envelhecidas e ndo osmocondicionadas (controle), outros pesquisadores t€ém relatado que nas
raizes observa-se que a atividade dessa enzima € pouco afetada pelo estresse salino
(AZEVEDO NETO et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2007), podendo ocorrer também
inibicdo (SHALATA et al., 2001; KHAN; SINGHA; PANDA, 2002). Comparando-se as
respostas dessa enzima em folhas e raizes de plantas submetidas ao estresse salino,
submetidas aos diferentes fatores aplicados no trabalho aqui apresentado, observa-se que elas
sao diferentes, ou seja, as folhas e raizes respondem de forma independente ao excesso de
sais. Comportamento similar foi obtido por AZEVEDO NETO et al. (2006) trabalhando com
milho e por Cavalcanti et al. (2007) em feijao de corda.

Nao houve resposta de nenhum dos tratamentos aplicados a sementes sobre a
atividade da SOD na parte aérea das plantulas cultivadas na presenca do NaCl (Figura 13A e

13B). Nesse sentido, vale ressaltar que nas folhas o efeito do estresse salino na atividade da
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SOD varia de acordo com a espécie estudada, forma e tempo de exposi¢do ao estresse salino
(PRAXEDES, 2008). Contudo, observa-se, em geral, aumento em sua atividade (SAIRAM;
SRIVASTAVA, 2002; SONG et al. 2006; PRAXEDES, 2008), podendo também ocorrer
redugdes em alguns casos (LIANG et al., 2003). Demiral e Tiirkan (2005), ndo observaram
modificacOes pela salinidade na atividade da SOD em cultivares de Oriza sativa L. com
diferentes graus de tolerancia ao estresse salino. Por outro lado, Vaidyanathan et al. (2003)
observaram uma maior atividade da SOD em um cultivar sensivel de Oriza sativa L.
submetido a salinidade, enquanto Sairam, Rao e Srivastava (2002), em estudos com Triticum
aestivum L., encontraram maior atividade dessa enzima no cultivar tolerante. Tais estudos
sugerem que o papel da SOD na tolerancia ao estresse ainda € incerto.

O condicionamento osmdtico promoveu incrementos significativos na atividade
da CAT na parte aérea e nas raizes de plantulas submetidas ao estresse salino, bem como,
também proporcionou o aumento na atividade dessa enzima nas raizes de plantulas nio

estressadas provenientes de sementes de qualidade superior (Figura 14). E provivel que essa
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Figura 14. Atividade da catalase (CAT) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas oriundas de dois
sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE) artificialmente e
submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmdtico, sob diferentes niveis de salinidade. Colunas de cores
distintas com letras mintisculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas de mesma cor com
letras maitsculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrao da média.
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enzima tenha atuado na protecdo contra os danos na peroxidagdo de lipideos de membranas
sob condi¢des de estresse salino, uma vez que juntamente com esse incremento na atividade
da catalase promovida pelo priming com PEG-6000, também foram verificadas redu¢des nos
niveis de MDA (Figura 12A, 12B e 12C). Cabe aqui ressaltar que a CAT tem sido
considerada como uma enzima de grande releviancia na protecdo das plantas contra as
espécies reativas de oxigénio (MITTLER, 2002). Esta é uma das principais enzimas
removedoras de H;O, (VAIDYANATHAN et al., 2003), o qual pode levar a formagdo do
radical hidroxil (OH), causando a peroxida¢do dos lipidios (LOGGINI et al., 1999) e das
membranas celulares, prejudicando o crescimento das plantas. Portanto, o grande aumento em
atividade da CAT na parte aérea e radicular das plantulas de sorgo, principalmente naquelas
mantidas sob estresse salino, induzido pelo pré-tratamento das sementes com PEG-6000, pode
ter contribuido para minimizar os efeitos deletérios da salinidade no crescimento das plantas.

O aumento na atividade da CAT em plantulas provenientes de sementes
osmocondicionadas mostra que o tratamento das sementes pode ter sido responsavel por uma
inducdo na sintese dessa enzima, proporcionando menores danos oxidativos em plantas
cultivadas sob estresse salino, o qual pode ser um fator responsavel pelo aumento das ROS
(AZEVEDO NETO et al., 2006). Na parte aérea das plantulas observou-se maior aumento em
atividade da CAT naquelas provenientes de sementes envelhecidas e condicionadas (Figura
14B). De maneira similar ao que foi observado neste estudo com a CAT, o
osmocondicionamento tem sido associado aos incrementos em vérias enzimas de protecdo
contra danos oxidativos, tais como a dismutase do superoxido, catalase e peroxidase, as quais
podem capturar os radicais livres previnindo a peroxidagdo de lipidios (JENG; SUNG, 1994).
Trabalhando com sementes de Echinacea purpurea (L.) Moench. condicionadas em PEG-
6000, Chiu, Chuang e Sung (2006) observaram que esse procedimento proporcionou
aumentos na porcentagem e redugdo no tempo médio de emergéncia de plantulas em resposta
ao incremento nas atividades de enzimas antioxidativas e decréscimo nos niveis de peroxido e
malondialdeido.

Os acréscimos na atividade da CAT observados nos tratamentos em que foram
utilizadas sementes condicionadas podem estar relacionados com o incremento no nivel de
ROS verificado em sementes durante o priming (NAGLREITER et al., 2005), os quais podem
ter atuado como mensageiros secunddrios nas respostas ao estresse salino, pois como a
producdo das ROS € inerente ao metabolismo celular normal, a pesquisa tem focalizado mais
recentemente o possivel papel sinalizador destas espécies quimicas (AZEVEDO NETO et al.,

2006). Em plantas, tem sido aceito que as ROS, ao lado de outros mediadores tais como o
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Ca®*, atuam como mensageiros secundarios nas respostas aos estresses bidticos e abidticos e
na sinalizacdo hormonal (PEI e al., 2000). Dessa forma, devido as diversas condi¢des de
estresse causarem o desequilibrio redox celular, os sinais redox sdo considerados, atualmente,
reguladores chave do metabolismo, morfologia e desenvolvimento vegetais (FOYER;
NOCTOR, 2003). Mylona, Polidoros e Scandalios (2007), em concordancia com o fato
destacado, observaram um aumento na atividade das enzimas CAT e SOD em sementes de
milho germinadas na presenca de substancias xenobidticas capazes de gerar ROS. Estes
autores sugerem que o aumento da concentracdo de ROS foi responsavel pela inducdo da
atividade dessas enzimas. Semelhantemente, Azevedo Neto er al. (2006) relataram efeitos
benéficos do pré-tratamento de sementes de milho com peréxido de hidrogénio (H,O,) no
crescimento inicial das plantas cultivadas sob estresse salino.

A atividade da APX em plantulas cultivadas na auséncia de NaCl variou nas
diferentes partes da plantula em fun¢@o do condicionamento osmotico das sementes, sendo
observadas redugdes na parte aérea e incrementos nas raizes daquelas oriundas de sementes
do sublote de qualidade superior (Figura 15A e 15C). Naquelas de menor qualidade,
entretanto, constatou-se comportamento inverso, caracterizado por acréscimos e decréscimos
na atividade dessa enzima na parte aérea e nas raizes, respectivamente, causados pelo
condicionamento osmotico. Devido a tais divergéncias ndo foi possivel estabelecer uma
correlacdo entre a atividade da APX e o tratamento de priming das sementes. Chiu, Chuang e
Sung (2006), por outro lado, verificaram aumento na atividade da APX de sementes de
Echinacea purpurea (L.) Moench. em resposta ao priming. Entretanto, essas divergéncias
entre resultados possivelmente estdo correlacionadas com a grande quantidade de fatores que
estdo envolvidos na técnica do condicionamento, os quais podem variar amplamente de um
trabalho para outro. Conforme Bradford (1986), para se obter condi¢des favordveis ao
condicionamento osmoético é importante verificar a temperatura, a concentracdo da solucdo
(potencial osmético), o periodo de duragdo do tratamento, a intensidade de luz, a densidade de
gases envolvidos, o método e o periodo de secagem apds o tratamento, e outros fatores que
podem influenciar a extensdo do condicionamento osmético. Para esse autor, tais fatores
variam amplamente em funcdo das caracteristicas das sementes de diferentes espécies e
cultivares e, possivelmente, entre lotes de uma dada cultivar, bem como em funcdo dos

processos fisiolégicos e bioquimicos envolvidos.
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Figura 15. Atividade da peroxidase do ascorbato (APX) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas
oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras mintdsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

7z

A APX, que da mesma forma que a CAT, € considerada uma das principais
enzimas envolvidas na tolerancia contra danos oxidativos em plantas submetidas a estresses
ambientais (MITTLER, 2002), comportou-se diferentemente desta ultima, de modo que o
condicionamento osmotico de sementes de sorgo ndo exerceu influéncia significativa na
atividade da APX nas diferentes partes das plantulas submetidas a salinidade. O balango entre
as atividades da SOD e da APX e/ou CAT € considerado de grande importancia para o
controle dos niveis celulares do radical superéxido e do peréxido de hidrogénio (MITTLER,
2002). Assim, no presente experimento, as maiores atividades da CAT e a auséncia de
resposta na atividade da APX em func¢do da salinidade podem estar relacionadas com o fato
de a APX ter maior afinidade pelo peréxido de hidrogénio que a CAT, o que levou Mittler
(2002) a sugerir que ela deva ser responsavel por uma modulacdo fina na sinalizacdo contra
espécies reativas de oxigénio, enquanto a CAT estaria envolvida na remog¢do de seu excesso

durante o estresse oxidativo. Nesse contexto, diante do aumento da atividade da CAT
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observado neste trabalho, sugere-se que o estresse oxidativo pode ter sido severo o bastante
para induzir aumento significativo na atividade desta enzima. Os resultados aqui encontrados
indicam, portanto, que a APX ndo deve ter exercido um papel relevante na protecao contra
danos oxidativos e que sua atividade nao foi estimulada pelo nivel de estresse sofrido pelas
plantas.

O priming com PEG-6000 promoveu incrementos na atividade da GPX em
plantulas provenientes de sementes envelhecidas, cultivadas na auséncia de NaCl (Figural6 B

e 16C), e naquelas oriundas de sementes de maior vigor que foram sujeitas a salinidade

(Figura 16A e 16D). Estes resultados revelam que o aumento da atividade da GPX,

SNE SE

1,6 1.6
22} 2]
E A B z
212 12
k- h-
g alA aA E
S, 081 e 1 z T o 0.8 <.
= + T T =
= aB bB T =
£ aB —= T z
2 04 F = - 04
. .
B =
) T

0.0 0.0
22} 72
=z a € D E
2 I an 12
£ aA aB bA Y £
£ T 1 - T £
S, 81 ITT 8 <,
= a%? =
g 168 £
2 4 4 2
% S
2 o
) S

0 0

0 100 0 100
NaCl (mM) NaCl (mM)

Figura 16. Atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) na parte aérea (A e B) e raizes (C e D) de plantulas
oriundas de dois sublotes de sementes de sorgo, cv. [IPA 1011, ndo envelhecidas (SNE) e envelhecidas (SE)
artificialmente e submetidas () ou ndo ([J) ao condicionamento osmético, sob diferentes niveis de salinidade.
Colunas de cores distintas com letras minudsculas iguais, para plantulas sob o mesmo nivel de NaCl, ou colunas
de mesma cor com letras maitisculas iguais, para plantulas sob diferentes niveis de NaCl, nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. As barras verticais representam o erro padrdo da média.

possivelmente, estd relacionado com a atenuacdo dos danos de peroxidacdo de lipidios de

membrana causados pelo envelhecimento artificial das sementes e pelo estresse salino nas
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plantulas, fato confirmado pela manutencdo de niveis de MDA semelhantes em plantulas
osmocondicionadas sujeitas ou ndo a salinidade e oriundas de sementes que passaram ou nao
pelo procedimento de envelhecimento precoce (Figura 12). Resultados concordantes com
estes foram obtidos por Tilden e West (1985), os quais constataram que os efeitos nocivos
provocados pelo envelhecimento acelerado foram revertidos pela embebicdo lenta durante o
condicionamento osmético das sementes de soja. Segundo eles, o priming reduziu os valores
do teste de condutividade elétrica das sementes e aumentou a porcentagem de germinagdo
daquelas de baixo vigor, sugerindo que o mecanismo de reversdo foi, provavelmente,
metabodlico. Este aparente “rejuvenescimento” das sementes foi aceito pelos autores como
sendo evidéncia para o processo de reparagdo metabodlica de alguns componentes subcelulares
bem como da membrana plasmatica.

Em sementes de qualidade superior ndo foi observado efeito significativo do
condicionamento sobre a atividade da APX em plantulas crescendo na auséncia de NaCl
(Figura 16A e 16C). Em contrapartida, naquelas de menor qualidade (envelhecidas),
submetidas a 100 mM desse sal, observou-se uma reducdo nessa atividade enzimdtica em
resposta ao tratamento do priming de sementes (Figura 16B e 16D). Diante da redugdo na
atividade enzimatica da APX nesses tratamentos pode-se inferir que a interacdo entre
diferentes fatores (envelhecimento, condicionamento e salinidade) talvez tenha afetado
negativamente a producdo dessa proteina. Dados que concordam com os resultados nesse
experimento foram relacionados por Branddo Jinior (1996), que trabalhando com sementes
de milho observou que com o envelhecimento hd um declinio na atividade de enzimas que
removem os peroxidos, contribuindo com o processo de deterioracdo das mesmas. Fanti e
Perez (2003), de modo similar, registraram efeitos negativos do osmocondicionamento em
sementes envelhecidas de paineira (Chorisia speciosa) quando as mesmas foram postas para
germinar sob condi¢des de estresse hidrico.

A GPX tem sido relatada como outra importante peroxidase envolvida na
protecdo contra os danos oxidativos (LIN; KAO, 2002). Vérios trabalhos tém demonstrado
ocorrer aumento na atividade da GPX em resposta ao estresse salino de longa duragdo
(AZEVEDO NETO et al., 2006; CAVALCANTI et al., 2007). Essa enzima, juntamente com
a CAT, deve ter tido papel importante na protecdo das plantulas contra os danos oxidativos
causados pelo envelhecimento acelerado das sementes e pela salinidade na solug¢do de cultivo
das plantulas, fato comprovado, respectivamente, nas oriundas de sementes envelhecidas e
cultivadas sob auséncia de salinidade e naquelas de sementes ndo envelhecidas e mantidas sob

estresse.
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4. CONCLUSOES

O condicionamento osmético das sementes de melhor qualidade promoveu o
aumento da sobrevivéncia das plantulas sob condicdes de alta salinidade (200 mM de NaCl),
mas quando essa técnica foi aplicada em sementes envelhecidas ocorreu redugdo na
sobrevivéncia de plantulas cultivadas na presenca de NaCl a 100 e 200 mM.

Em sementes de mais baixa qualidade fisioldégica o osmocondicionamento com
PEG-6000 proporcionou atenuacdo dos efeitos negativos da salinidade (NaCl a 100 mM)
sobre o desenvolvimento das plantulas.

Nio foi possivel avaliar se o acimulo de fons Na* e CI” na parte aérea ocorreu em
funcdo de um desequilibrio nutricional consequente do estresse ou de um ajuste osmotico da
planta com o intuito de reduzir o estresse osmotico.

Dentre os solutos organicos avaliados, a prolina foi a que mais contribuiu para a
osmorregulacdo das folhas em condi¢des de salinidade, sendo seus teores aumentados em
func¢do do priming das sementes.

As enzimas catalase e peroxidase do guaiacol atuaram na protecdo das plantulas
contra os danos oxidativos causados pelo envelhecimento acelerado das sementes e pela

salinidade na solucao de cultivo das plantulas.
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5. CONCLUSOES GERAIS

Os gendtipos de sorgo apresentam tolerdncia diferencial aos estresses osmoticos
provocados pelo PEG-6000 e pelo NaCl, sendo que a sensibilidade aos mesmos varia em
funcdo do estadio de desenvolvimento da planta.

O envelhecimento artificial e o estresse salino promovem efeitos prejudiciais a
germinacdo, vigor e estabelecimento de plantulas de sorgo, os quais podem ser parcialmente
atenuados com a técnica do condicionamento osmotico de sementes.

O estresse salino provoca reducdes significativas na qualidade fisiolégica das
sementes € no crescimento inicial das plantulas de sorgo, provocando algumas alterac¢des
citoquimicas nas sementes e vdrias alteracdes fisiologicas e bioquimicas em plantulas sob

cultivo hidropdnico.
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CAPITULO 1

Tabela 1 — Valores sumarizados da anélise de variancia para primeira contagem (PCG), teste
(TG), indice de velocidade (IVG) e tempo médio (TMG) de germinacdo de sementes de dois
genotipos de sorgo (CSF 18 e CSF 20) sob diferentes niveis de estresse hidrico.

Quadrados médios

Fontes de variacdo oL PCG TG IVG TMG
Gendtipo (G) 1 1830,125%* 544,5%%* 1811,6%* 16,46%*
Estresse hidrico (EH) 3 6754,125~ 6239,5° 1744,8” 15,23

G x EH 3 755,458%*%* 241,5%%* 191,53%** 2,05%*
Residuo 24 45,04 9,67 5,29 0,034
Total 31 CV =38,72 CV =3,63 CV =921 CV =6,60
*x 1 gignificativo a 1% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente. ~ - tratamentos

quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV - coeficiente de variacdo em porcentagem.

Tabela 2 — Valores sumarizados da anélise de variancia para primeira contagem (PCG), teste
(TG), indice de velocidade (IVG) e tempo médio (TMG) de germinacdo de sementes de dois
genotipos de sorgo (CSF 18 e CSF 20) sob diferentes niveis de estresse salino.

Quadrados médios

Fontes de variagdo oL PCG TG IVG TMG
Genétipo (G) 1 171,13% 91,13™ 616,51%* 1,08%
Salinidade (S) 3 11681,79 10365,13"  2183,41° 3,98"
GxS 3 328,13%* 213,46* 78,297 0,34
Residuo 24 65,13 47,04 13,26 0,15
Total 31 CV=1063 CV=88 CV=1231 CV=2091
w0 gionificativo a 1% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente. ~ - tratamentos

quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV - coeficiente de variacdo em porcentagem.
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CAPITULO II

Tabela 1 — Valores sumarizados da anélise de variancia para primeira contagem (PCG), teste
(TG), indice de velocidade (IVG) e tempo médio (TMG) de germinacdo de sementes de
sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do envelhecimento artificial e condicionamento osmotico das
sementes.

Quadrados médios

Fontes de variagdo oL PCG TG IVG TMG
Envelhecimento (E) 1 2756,25%* 1980,25% 37,08%% 0,69™
Condicionamento (C) 1 6,25™ 0,25™ 0,03™ 0,17™
ExC 1 30,25 20,25 0,41™ 0,04™
Residuo 12 60,25 57,92 0,83 0,16
Total 15 Cv=1076 CV=987 CV=98 CV=907

*k % _sjignificativo a 1% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente. CV - coeficiente de
variag@o em porcentagem.

Tabela 2 — Valores sumarizados da andlise de variancia para os testes de envelhecimento
acelerado (TEA), de frio (TF), de condutividade elétrica (TCE) e de lixiviacdo de potéssio
(TLK) de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do envelhecimento artificial e
condicionamento osmético das sementes.

Quadrados médios

Fontes de variagdo oL TEA TF TCE TLK
Envelhecimento (E) 1 1681 1521 390,06 45,56+
Condicionamento (C) 1 196" 121™ 2185,56%*%* 22.56%*
ExC 1 5295 400% 27,56 5,06™
Residuo 12 106,84 61,5 32,77 2,31
Total 15 CV=2349 CV=1216 CV=1475 CV=1009

w3k e . gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente. CV -
coeficiente de variagdo em porcentagem.
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CAPITULO III

Tabela 1 — Valores sumarizados da andlise de variancia para o estande inicial (EI), estande
final (EF), indice de velocidade (IVE) e tempo médio (TME) de emergéncia de plantulas
oriundas de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em fun¢do do envelhecimento artificial e
condicionamento osmético das sementes.

Quadrados médios

Fontes de variagdo oL El EF IVE TME
Envelhecimento (E) 1 210,25%* 961 % 4,71%* 0,0061™
Condicionamento (C) 1 0,25™ | 0,0017" 0,0027™
ExC 1 56,25% 225% 1,1439™ 0,0001™
Residuo 12 10,92 51 0,2547 0,0029
Total 15 CV =975 Cv=10,31 CV=10,25 CV=0,76

ek 3k e B significativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
CV — coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 2 - Valores sumarizados da andlise de variancia para a massa da matéria seca da raiz
(MSR), da parte aérea (MSPA) e total (MST) e razdo entre massa seca da parte aérea e raiz
(MSPA/MSR) de plantulas oriundas de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em fun¢do do
envelhecimento artificial e condicionamento osmético das sementes.

Quadrados médios

Fontes de variagdo oL MSR MSPA MST MSPA/MSR
Envelhecimento (E) 1 (0 0,00001* 0,00001™ 0,0417™
Condicionamento (C) 1 0™ 0™ 0™ 0,02751™
ExC 1 0,00001* 0" 0,00003* 0,01591™
Residuo 12 0 0 0 0,02575
Total 15 CV =12,29 CV =8,65 Cv =80 CV =13,85

ik 3k e P gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
CV - coeficiente de variacdo em porcentagem.
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CAPITULO IV

Tabela 1 — Valores sumarizados da andlise de variancia para a primeira contagem (PCQ), teste
padrao (TG) e indice de velocidade (IVG) de germinagao de sementes de sorgo, cv. IPA 1011,
em funcdo do envelhecimento artificial, condicionamento osmético e estresse salino.

Quadrados médios

Fontes de variacao oL PCG G IVG
Envelhecimento (E) 1 6889** 5076,56%** 05,79%**
Condicionamento (C) 1 121™ 162,56 2,14™
Salinidade (S) 3 10644~ 840,73 83,71
ExC 1 36™ 473,06%* 2,36™
ExS 3 78,67 44.56™ 0,99™
CxS 3 178,67™ 160,23™ 2,65%
ExCxS 3 52,33™ 165,73* 0,93™
Residuo 48 66,71 57,89 0,89
Total 63 CV =14,29 CV =10,68 CV=12,04

ik 3k e T gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
“- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV— coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 2 — Valores sumarizados da andlise de variancia para a comprimento da radicula (CR)
e da parte aérea (CPA) e massa seca da radicula (MSR) e da parte aérea (MSPA) de plantulas
provenientes de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do envelhecimento artificial,
condicionamento osmético e estresse salino.

Quadrados médios

Fontes de variacdo oL CR CPA MSR MSPA

Envelhecimento (E) 1 0,0366™ 1,967%% 0,00000% 0,00000™
Condicionamento (C) 1 0,22681" 0,083™ 0,00000™  0,00001%**
Salinidade (S) 3 405,82" 404,73~ 0,00001~ 0,00100~
ExC 1 5,89% 7,156% 0,00000"  0,00000™
ExS 3 2,94" 0,356™ 0,00000™  0,00000™
CxS 3 1,405 0,622" 0,00000™  0,00000™
ExCxS 3 1,64™ 1,199% 0,00000™  0,00000™
Residuo 48 1,08 0,2624 0,00000 0,00000

Total 63 CV=1301 CV=859 CV=1658 CV=822

ik 3k e B significativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV- coeficiente de variagdo em porcentagem.
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CAPITULO VI

Tabela 1 — Valores sumarizados da andlise de variancia para a porcentagem de sobrevivéncia
(PS), massa fresca da parte aérea (MFPA), das raizes (MFR) e total (MFT) e razdo
MFPA/MFR de plantulas oriundas de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em fun¢do do
envelhecimento artificial, condicionamento osmotico e estresse salino.

Quadrados médios

Fontes de variacao oL PS MFPA MFR MFT MFPA/MFR
Envelhecimento (E) 1 8138**  2,6779** 0,2618** 4614416** 10,48%%*
Condicionamento (C) 1 208,3™  0,7530%* 0,0697** 1280848 2,9515*
Salinidade (S) 2 843,1*%  0,1612** 0,0255*%*  308237** 0,2466™
ExC 1 117,2"™  0,3502*%*  0,0059%  446912%* 2,5592%*
ExS 2 315,8™  0,1249*%*% 0,0032"  156279%** 1,6461%*
CxS 2 159,5"  0,1001** 0,0029™  136920%* 0,7653*%*
ExCxS 2 361,3"  0,1039** 0,0053* 150801 ** 1,1795%%*
Residuo 36 2434 0,0060 0,0012 9685,8 0,1209
Total 47 CV=18,6 CV=20,7 CV=82 CV=173 CVv=20,7

ik 3k e B significativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV- coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 2 — Valores sumarizados da andlise de varidncia para a massa seca da parte aérea
(MSPA), das raizes (MSR) e total (MST) e razdo MSPA/MSR de plantulas oriundas de
sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do envelhecimento artificial, condicionamento
osmatico e estresse salino.

Quadrados médios

Fontes de variacdo oL MSPA MSR MST MSPA/MSR
Envelhecimento (E) I 0,02661*%*  0,00024%*%* 31898,93%* 51,76%*
Condicionamento (C) 1 0,00893**  0,00006** 10412,98** 19,69%*%*
Salinidade (S) 2 0,00158**  0,00007** 2288,38** 0,7958™
ExC 1 0,00426%* 0,00003* 5024,83%* 7,5429%%*
ExS 2 0,00127** 0,00001™ 1464,02%* 3,2215%*
CxS 2 0,00078%* 0,00002™ 047,92%* 1,6467*
ExCxS 2 0,00067** 0,00001™ 853,07** 1,1363™
Residuo 36 0,00009 0,00001 118,81 0,4797
Total 47 CV=20,99 CV=19,50 CV=18,53 Cv=21,93

w3k e T gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
“- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV— coeficiente de variagdo em porcentagem.
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Tabela 3 — Valores sumarizados da andlise de variancia para os teores de potdssio (K"), sédio
(Na"), nitrato (NO3") e cloreto (CI') na parte aérea de plantulas oriundas de sementes de sorgo,
cv. IPA 1011, em fun¢do do envelhecimento artificial, condicionamento osmaético e estresse
salino.

Quadrados médios

Fontes de variacdo oL K* Na® NO;’ CI
Envelhecimento (E) 1 1,9015%* 50924 77%** 75,1787** 1872134%%*
Condicionamento (C) 1 0,0073"™ 6618,28™ 0,3552™ 5545,35™
Salinidade (S) 1 0,0031™ 59714,5™ 0,8223"™ 227461%**
ExC 1 0,0061™ 2002,72™ 1,3437" 446952"
ExS 1 0,1354*%* 67626,92™ 0,0649™ 373,56™
CxS 1 0,0017™ 57407,3" 0,3414™ 18612,6™
ExCxS 1 0,0255™ 57407,3™ 1,8949™ 6982,63™
Residuo 24 0,0051 27116,24 0,9971 12018,8
Total 31 CV =796 CV = 38,26 Cv=21,24 CV =15,76

ik 3k e T gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV- coeficiente de variagdo em porcentagem.

Tabela 4 — Valores sumarizados da andlise de variancia para os teores de prolina (Prol), N-
aminossoliveis (N-amin), proteinas (Prot) e carboidratos (Carb) soliveis na parte aérea e nas
raizes de plantulas oriundas de sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do
envelhecimento artificial, condicionamento osmotico e estresse salino.

Fontes de G. Quadrados médios

variagao L. Parte aérea Raizes

Prol N-amin Prot Carb Prol N-amin Prot Carb

Envelhec.(E) 1  255%% 5957#% 201** (0,002 31,4%** 2907**% 1,74™  3,14™

Condic. (C) 1 164* 1510 0,23™ 0,003 1,63 6571" 12,8*  72,1%*
Salinid. (S) 1 38,1** 1153*  6,10® 0,693* 8,99** 56,44™ 0,59™ 0,02
ExC 1 28,5%%  7164%*%  26,9% 0,274™ 229%* 1676** 0,07 = 129%*
ExS 1 804*x 1691*  2,88" 0,0001* 0,01™ 1158* 153*  103**
CxS 1 409" 4516*%+ 0,08 0,037" 4,15® 808,7* 1,13™  34,9%
ExCxS I 1,99 656,33 26,9* 1,362** 480*% 34,58  1,38™  193**

Residuo 24 3,114 267,15 3,739  0,1435 1,09 172,8 2,93 6,66

Total 31 Cv=26 CV=6,7 CV=16 CV=09 CV=15 CV=82 CV=29 CV=83

w3k e T gjgnificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente.
- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV- coeficiente de variagdo em porcentagem.
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Tabela 5 — Valores sumarizados da andlise de variancia para os teores de malondialddeido (MDA) e as atividades enzimadticas da dismutase do
superéxido (SOD), catalase (CAT), peroxidase do ascorbato (APX) e do guaiacol (GPX) na parte aérea e nas raizes de plantulas oriundas de
sementes de sorgo, cv. IPA 1011, em funcdo do envelhecimento artificial, condicionamento osmético e estresse salino.

Quadrados médios

Fonte de variacao G.L.
Parte aérea Raizes

MDA SOD CAT APX GPX MDA SOD CAT APX GPX
Envelhecimento (E) 1 1,24™ 11406™ 10,9%*%  0,0001™  0,46**  382%*  1826251**  6,29*  0,0000®  19,7*
Condicionamento (C) I 956%%* 833686* 12,9%*%  0,0000®  0,01™ 15,1%* 144537* 0,00™  0,0000™  44%*
Salinidade (S) 1 69,1%* 10482™ 2,69*  0,0000™  0,03* 3,02™ 159877* 14,8+*%  0,0001™  2,89™
ExC 1 165" 464206™ 1,79  0,0001*  0,05™ 10,8™ 3619311™  0,012™  0,0000™  113%**
ExS 1 138,3"  379175™ 0,06™  0,0000* 0,05 27,4% 1688490™  0,495™  0,0000®  0,83™
CxS 1 475%%* 782552™ 0,01™  0,0000™  0,03™  37,8%** 570946™ 4,056™  0,0005*  0,85™
E xCxS 1 0,657™ 1860842™  0,14™  0,0001*  0,06* 16,1%* 256171™ 0,547™  0,0006* 15,5%
Residuo 24 47,099  430289ns  0,8504  0,00002  0,0303 23,82 937216 2,4443  0,00009 2,608
Total 31 Cv=19 C(Cv=104 CV=23 C(CV=24 (CvV=28 C(CV=28 (CV=51,58 C(CV=27 CV=18 (V=18

w3k e M gignificativo a 1% e 5% de probabilidade e ndo significativo pelo teste F, respectivamente. ~- tratamentos quantitativos (o teste F ndo se aplica). CV- coeficiente de
variacdo em porcentagem.



