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RESUMO

O estresse salino reduz a disponibilidade hidrica e afeta 0s processos iniciais de germinagao.
Com isso, a hidratacdo das sementes é o primeiro processo afetado, seguida pela reducéo do
crescimento de plantulas. Nas regides aridas e semiaridas, a indisponibilidade hidrica ocorre
naturalmente pelas condi¢cGes ambientais e climaticas que caracterizam estas regides, podendo
ser intensificada por acOes antropicas. Ciclos descontinuos de hidratagdo ocorrem
naturalmente nestas regides. Isso tem favorecido a germinagéo e promovido a aclimatacao das
especies vegetais nativas que ocorrem nas regibes, como a Mimosa caesalpiniifolia e
Pityrocarpa moniliformis, ou para as espécies agricolas em condi¢do de sequeiro, como Zea
mays e Vigna unguiculata. A aplicacdo estratégica dos ciclos descontinuos de hidratacdo em
conjunto com elicitores de tolerdncia ao estresse abidtico nas sementes pode melhorar a
germinacdo e a sobrevivéncia das plantulas em condigcdes de baixo potencial osmotico
induzido pelo estresse salino. Objetivou-se avaliar a acdo de ciclos descontinuos de hidratagdo
com diferentes agentes elicitores contra o estresse salino em sementes de milho e feijdo-caupi,
assim como nas espécies florestais M. caesalpiniifolia e P. moniliformes. Nas culturas
agricolas, o experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, seguindo o
arranjo fatorial 2 x 7, com quatro repeti¢cdes de 50 sementes. As sementes de milho, cv. BR
206 e a BRS 5037 Cruzeta, e as sementes de feijdo-caupi, var. Sempre Verde e Pingo de
Ouro, foram submetidas aos seguintes tratamentos: 0,0 mM de NaCl; estresse salino - 250
mM de NaCl (milho) e 100 mM de NaCl (feijdo-caupi); estresse salino + trés ciclos
descontinuos de hidratacdo das sementes em Aagua; estresse salino + CDH com &cido
giberélico; estresse salino + CDH em peroxido de hidrogénio; estresse salino + CDH em
acido salicilico; e estresse salino + CDH em &cido ascorbico. Para as florestais, o experimento
foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado seguindo o arranjo fatorial 2 x 12,
com quatro repeticoes de 30 sementes. As sementes florestais foram submetidas aos
tratamentos controle e salino simulado com 200 mM de NaCl. Os demais tratamentos foram
semelhantes aos adotados para as espécies agricolas, mas aplicados em um e dois ciclos de
hidratacdo. O estresse salino reduziu a germinacao, comprimento e acimulo de biomassa em
plantulas de espécies agricolas e florestais. Os CDH beneficiaram a germinagdo, comprimento
e acimulo de biomassa de plantulas de milho, feijdo-caupi e das espécies florestais sob
estresse salino, principalmente por induzir a sintese de osmoprotetores. Os CDH em &cidos
giberélico e salicilico mitigaram os efeitos do estresse salino na formacdo de plantulas de
milho e feijdo-caupi que se aclimataram e resultaram em maior potencial germinativo,
comprimento e biomassa sob estresse salino de 250 e 100 mM NaCl, respectivamente. Para as
espécies florestais, um ciclo de priming em &gua e dois de priming com é&cido giberélico
promoveram maior tolerancia ao estresse salino de 200 mM NacCl para P. moniliformis e M.
caesalpiniifolia, respectivamente.

Palavras-chave: Potencial fisiologico. Homeostase osmotica. Memoria hidrica. Salinidade.



ABSTRACT

Salt stress reduces water availability and affects early germination processes. Thus, seed
hydration is the first process affected, followed by reduced seedling growth. In arid and semi-
arid regions, water unavailability occurs naturally due to the environmental and climatic
conditions that characterize these regions, but can be intensified by human actions.
Discontinuous hydration cycles occur naturally in these regions. This has favored germination
and promoted the acclimatization of native plant species that occur in the regions, such as
Mimosa caesalpiniifolia and Pityrocarpa moniliformis, or for species cultivated under rainfed
conditions, such as Zea mays and Vigna unguiculata. The strategic application of
discontinuous hydration cycles in conjunction with abiotic stress elicitors in seeds can
improve germination and seedling survival in conditions of low osmotic potential induced by
saline stress. The objective of this study was to evaluate the effects of discontinuous hydration
cycles with different salt stress elicitors in maize and cowpea seeds, as well as in the forest
species M. caesalpiniifolia and P. moniliformis. In agricultural crops, the experiment was
carried out in a completely randomized design following a 2 x 7 factorial arrangement, with
four replications of 50 seeds. Corn seeds, cv. BR 206 and BRS 5037 Cruzeta, and cowpea
seeds, var. Semper Verde and Pingo de Ouro, were submitted to the following treatments: 0.0
mM NacCl; salt stress - 250 mM NaCl (corn) and 100 mM NaCl (cowpea); salt stress + three
discontinuous cycles of seed hydration in water; salt stress + DHC with gibberellic acid; salt
stress + DHC in hydrogen peroxide; salt stress + DHC in salicylic acid; and salt stress + DHC
in ascorbic acid. For the forest species, the experiment was carried out in a completely
randomized design following the 2 x 12 factorial arrangement, with four replications of 30
seeds. The forest seeds were submitted to control and simulated saline treatments with 200
mM of NaCl. The other treatments were similar to those adopted for agricultural species, but
applied in one and two cycles. Salt stress reduced germination, growth and biomass
accumulation in seedlings of agricultural and forestry species. DHC benefited the
germination, growth and biomass accumulation of seedlings of maize, cowpea and forest
species under saline stress, mainly by inducing the synthesis of osmoprotectants. DHC in
gibberellic and salicylic acids mitigated the effects of saline stress on maize and cowpea
seedling formation that acclimated and resulted in higher germination potential, growth and
biomass under saline stress of 250 and 100 mM NacCl, respectively. For the forest species, one
cycle of priming in water and two of priming with gibberellic acid promoted greater tolerance
to the saline stress of 200 mM NaCl for P. moniliformis and M. caesalpiniifolia, respectively.

Keywords: Physiological potential. Osmotic homeostasis. Water memory. Salinity.
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1 INTRODUCAO GERAL

A perda de recursos provenientes do solo pelo processo de salinizagdo impacta
negativamente a producdo agricola, desde a germinacdo até o desenvolvimento de espécies
agricolas e florestais que ocorrem no ecossistema Caatinga. O processo de salinizagdo é um
problema global, com area estimada em ~8,31-11,73 Mkm?, que pode ser agravado nas
regibes aridas e semiaridas devido em virtude da taxa de evaporacdo ser maior do que a de
precipitacdo, o que favorece a formacdo de crostas de sais nas camadas superficiais do solo. A
elevada evaporacdo aumenta o acumulo de sais presentes nas aguas dos aquiferos,
principalmente em areas cristalinas, que, seguido da precipitacdo de sais, intensifica essa
problematica (ALMEIDA; FRISCHKORN, 2015; DALIAKOPOULOS et al., 2016;
HASSANI; AZAPAGIC; SHOKRI, 2021).

O desempenho produtivo das plantas esta diretamente ligado a uma uniformidade na
germinacdo e vigor das sementes, além de depender das condi¢Bes encontradas em campo,
que sao afetadas pelo excesso de sais presentes no solo, seja de origem natural ou proveniente
da agua de irrigacdo, do excesso de fertilizantes, quando manejados inadequadamente
(ALMEIDA; FRISCHKORN, 2015; FERREIRA et al., 2016; SILVA et al., 2020). O efeito
nocivo do excesso de sais é descrito na literatura para as culturas agrondémicas como o milho
(Zea mays L.) e o feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.) (FERREIRA et al., 2017; ASAD
et al., 2022), que apresentam reducdo no potencial germinativo e na formacdo de plantulas,
assim como ocorre nas especies florestais, Mimosa caesalpiniifolia Benth. e Pityrocarpa
moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. Jobson (Fabaceae) (PEREIRA et al., 2016; SOUSA et
al., 2018).

O milho (Poaceae) e o feijdo-caupi (Fabaceae) sdo espécies cultivadas e
comercializadas no mundo, sendo consumidos em todas as classes sociais, na forma de graos
secos, frescos ou imaturos; o feijao-caupi é rico em proteinas e o milho em carboidratos,
importante fonte energética para humanos e animais (MELO et al., 2017; FAOSTAT, 2020).
Na regido nordeste do Brasil, essas culturas séo consideradas fonte de renda e geracdo de
emprego, sobretudo para os pequenos agricultores familiares (CRESPI et al., 2022). O
aumento significativo da demanda de mercado consumidor do feijdo-caupi agrega maiores
valores aos grdos que sdo comercializados, com produtividade média de 451,2 mil toneladas,
ao passo que o milho apresenta produtividade média de 115.662,71 mil toneladas (CONAB,
2021/22).



18

As espécies florestais M. caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis pertencem a
familia Fabaceae, de ocorréncia na Caatinga do nordeste brasileiro. Conhecidas como sabié e
catanduva, respectivamente, possuem multiplos usos, sendo utilizadas para reflorestamento,
recuperacio de areas degradadas, fabricacdo de postes, fins apicolas e forrageiros (AZEREDO
et al., 2016; SOUSA et al., 2018) e indicadas para projetos de recuperagdo de reas afetadas
por sais (SA et al., 2013; FERREIRA et al., 2021).

O processo germinativo dessas espécies é afetado desde o inicio pela dificuldade de
absorcdo de agua pelas sementes, exercida pela presenca de sais, seguida pelas restricdes
metabolicas, respiratorias essenciais a sobrevivéncia das plantulas, podendo, em casos mais
severos, ocasionar auséncia de germinacio (FERREIRA et al., 2017; AKTER et al., 2018; SA
et al., 2018; SA et al., 2019; ASAD et al., 2022). Em laboratério, o estresse salino pode ser
simulado pelo NaCl, que aumenta a retencdo osmotica da agua no substrato, razdo pela qual
reduz a hidratagcdo das sementes, em conjunto com o estresse iénico causado pelo excesso de
ions de Na* e CI- nas células vegetais, o que interfere na quebra de aglcares e na mobilizacdo
das reservas, processos indispensaveis para que a germinacao prossiga e ocorram a divisao e
alongamento celular necessarios a formacéo de plantulas (PESSOA NETO, 2016; LIANG et
al., 2018; SILVA et al., 2019).

O efeito em cascata ¢ observado na forma de reducdo nas fases posteriores de
crescimento, como, por exemplo, a diminui¢do do comprimento das raizes ocorre em resposta
as alteracdes nas relagdes hidricas nas células vegetais, promovida pelo efeito de sais (SILVA
et al., 2019; PRAXEDES et al., 2020). Na folha, o estresse salino ocasiona a redugéo da taxa
de crescimento, além de queda na velocidade de alongamento foliar, resultando em reducédo
do niamero de células e da sua taxa de alongacdo (WILLADINO; CAMARA, 2010). Na fase
reprodutiva, o aumento da salinidade causa atraso na floracdo e abortamento das flores
(FURTADO etal., 2014; LE et al., 2021; LOIOLA et al., 2022).

Os efeitos dos sais nas células vegetais vao além das caracteristicas morfofisioldgicas
informadas. O aumento da concentracao salina na agua de irrigacéo prejudica a fotossintese, a
condutancia estomatica e a transpiracdo das especies (SILVA et al., 2013). A redugdo da
assimilacdo de carbono pode ser uma resposta as redu¢des na condutancia estomatica, bem
como na acumulacdo de ions de Na* e/ou CI, que afetam o0s processos bioquimicos e
fotoquimicos envolvidos na fotossintese (NEDJIMI, 2009). O estresse oxidativo é outro efeito
negativo do excesso de sais, promovendo a producdo excessiva de espécies reativas de
oxigénio (ROS) que degeneram as membranas citoplasméticas e causam a morte celular
(LIANG et al., 2018; CATAO et al., 2020).
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A ocorréncia do ajuste osmotico intracelular é perceptivel pelo acimulo de solutos
organicos compativeis com o metabolismo vegetal, mais precisamente no citosol, que atuam
como agentes osmoprotetores (LIANG et al., 2018; ANDRADE et al., 2021). Essa resposta
ocorre como mecanismo de resisténcia para minimizar os efeitos do estresse hidrico induzido
pela salinidade, sendo os agUcares sollveis, alcoois de agucar, prolina, glicina betaina, &cidos
organicos e trealose os principais osmoprotetores produzidos (FAROOQ et al., 2015). A
sintese desses compostos geralmente € iniciada pela percep¢do da diminui¢do do potencial
hidrico pelas raizes, que, junto ao eficiente mecanismo de transducdo de sinais, culmina no
fechamento estomatico para reduzir a perda de &gua (CORDEIRO et al., 2017).

O fato é que as respostas das plantas variam entre espécies e dentro da propria espécie,
também sendo influenciadas pelos fatores externos, ambientais e pela adocdo de técnicas pré-
germinativas nas sementes, como os ciclos descontinuos de hidratacdo (LIMA et al., 2018;
NICOLAU et al., 2020). Além disso, ha interferéncia do uso de elicitores que atenuam 0s
efeitos dos estresses abidticos, como acido giberélico, acido salicilico, acido ascérbico e
perdéxido de hidrogénio (CHEN; ARORA, 2013; COSTA et al., 2021; HONGNA et al., 2021,
CHEN et al., 2021).

As pesquisas demonstram que as respostas adotadas pelas espécies florestais e
agrondmicas sdo de aquisicdo de tolerancia e maior taxa de sobrevivéncia apds ciclos
descontinuos de hidratacdo em agua. A memdria hidrica das sementes é obtida ap6s uma
descarga pluviométrica, cujas sementes absorvem agua e iniciam as atividades metabdlicas,
respiratérias, quebra e translocacdo de reservas. Quando o conteido de &gua cessa, ocorre 0
processo inverso: as sementes perdem agua para o ambiente de forma lenta, paralisando as
atividades anteriormente iniciadas. Esse processo pode ocorrer em ciclos, até que a hidratagédo
dos tecidos das sementes esteja suficiente para que 0 processo germinativo tenha
prosseguimento, com a retomada das atividades metabolicas de onde parou (memoria hidrica),
culminando na protrusdo radicular e formacao de uma plantula, mesmo sob estresses abi6ticos
(LIMA; MEIADO, 2017; LIMA et al., 2018; NICOLAU et al., 2020; SARMENTO et al.,
2020).

Os ciclos descontinuos de hidratacdo geralmente ocorrem em regides éaridas e
semidaridas do nordeste brasileiro. Esses sdo importantes para as espécies ortodoxas, como M.
caesalpiniifolia e P. moniliformes, que toleram a dessecacdo e podem ser adotados para as
espécies cultivadas, cuja semeadura é realizada em condic¢do de sequeiro, como é o caso do

milho e do feijao-caupi.
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O uso de elicitores de tolerancia ao estresse abidtico como tratamento pré-germinativo
nas sementes tem demonstrado bons resultados para a homeostase celular e aclimatagéo das
especies aos estresses abidticos. O acumulo de aclcares e aminoacidos aumentou
substancialmente com a hidratacdo das sementes de Salvia hispanica L. com &cido giberélico
(4 mML1), e o0 aumento do acimulo de prolina foi verificado com a hidratacdo das sementes
com acido salicilico (1 mML™1). O aumento na concentragdo desses elicitores de tolerancia ao
estresse potencializou a tolerancia da espécie ao estresse hidrico (-0,4 MPa) (COSTA et al.,
2021).

De acordo com Silva et al. (2022), a hidratacdo de sementes de girassol com 100 mM
de H20, aumentou a tolerdncia ao sal (100 mM NacCl). Esses autores enfatizam que esse fato
estd diretamente associado a reducédo dos teores de Na* ¢ CI™ e por reduzir o dano oxidativo a
partir do aumento da atividade da enzima catalase (CAT) nas folhas e raizes. A aplicacao de
10 mM de H20- via foliar em milho amenizou a perda de &gua e induziu resisténcia ao
estresse osmatico pelo aumento do conteldo de acucares solUveis, prolina e poliaminas
(TERZI et al., 2014). Os resultados demonstram que H2O., apesar do ser uma espécie reativa
de oxigénio, quando aplicado em baixas concentracdes atua como sinalizador do estresse e
favorece a resposta das plantas que se aclimatam a condigdes estressantes.

Quando houve condicionamento de sementes de feijao-caupi com &cido ascorbico nas
concentracdes de 0,50 mM para o genétipo BRS Marataod e 0,75 mM para o Setentdo,
ocorreu aumento no desenvolvimento de plantulas, sendo mais vigorosas sob déficit hidrico
de -1,2 MPa. O &cido ascorbico reduziu os danos as membranas ocasionados pelo estresse
oxidativo (NUNES et al., 2020). O resultado encontrado para &cido ascorbico ocorre em
resposta ao potencial antioxidante ndo enzimatico que melhora a tolerancia das plantas aos
efeitos nocivos dos sais, razdo pela qual também é conhecido como ascorbato ou vitamina C
(CHEN et al., 2021).

Os ciclos descontinuos de hidratacdo tém sido investigados para aumentar a tolerancia
das especies, florestais e agrondmicas aos estresses abioticos. No entanto, a associagdo com
os elicitores de tolerancia ao estresse abiotico ainda é incipiente, e a hipotese da pesquisa é de
que os ciclos descontinuos de hidratacdo com elicitores de estresse podem mitigar o estresse
salino nas culturas agricolas (milho e feijao) e nas espécies florestais (M. caesalpiniifolia e P.
moniliformes). Portanto, objetivou-se avaliar a acdo de ciclos descontinuos de hidratacdo com
diferentes agentes elicitores de tolerancia ao estresse salino em sementes das culturas

agricolas de milho e feijdo-caupi, bem como nas espécies florestais de M. caesalpiniifolia e P.



21

moniliformes, por meio de avaliagcBes fisiologicas (germinacdo, vigor, comprimento e

acumulo de biomassa) e bioquimicas (solutos organicos).
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2 CICLOS DESCONTINUOS DE HIDRATACAO COM ELICITORES ATENUAM O
ESTRESSE SALINO EM SEMENTES DE MILHO

RESUMO

O estresse salino reduz a germinacgéo e crescimento inicial das plantas, mas ativa mecanismos
de defesa, como o ajuste osmatico. Os ciclos descontinuos de hidratacdo com elicitores
podem potencializar a tolerancia das cultivares de milho ao estresse. Portanto, objetivou-se
avaliar a acdo de ciclos descontinuos de hidratacdo com diferentes agentes elicitores de
tolerancia ao estresse salino na germinagdo, comprimento e ajuste osmotico de cultivares de
milho. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado seguindo o
arranjo fatorial 2 x 7, com quatro repeticdes de 50 sementes. As sementes de milho, cv. BR
206 e a cv. BRS 5037 Cruzeta, foram submetidas aos seguintes tratamentos: 0,0 mM de NaCl
(controle); 250 mM de NaCl (estresse salino); estresse salino + trés ciclos descontinuos de
hidratacdo (CDH) das sementes em agua; estresse salino + CDH em acido giberélico; estresse
salino + CDH em peroxido de hidrogénio; estresse salino + CDH em &cido salicilico; estresse
salino + CDH em &cido ascérbico. As seguintes variaveis foram avaliadas: primeira contagem
de germinacdo, germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz, massa seca da parte aérea e
raiz, massa seca total, indice de tolerancia a salinidade, acUcares sollveis totais, aminoacidos
livres totais e prolina. O estresse salino (250 mM de NaCl) reduziu o nimero de plantulas
formadas na primeira contagem de germinacdo, comprimento e acimulo de biomassa em
plantulas de milho, sendo a cv. BR 206 mais tolerante do que a cv. BRS 5037 Cruzeta. Os
CDH melhoram a primeira contagem de germinagdo, comprimento e acimulo de biomassa do
milho sob o estresse salino, principalmente por induzir a sintese de osmoprotetores, em
especial a prolina. No entanto, apenas com os ciclos descontinuos de hidratacdo em acido
salicilico foi mantido o ajuste osmdtico pelo aumento da producdo de prolina na cultivar BR
206. Os CDH com acido giberélico promoveram maior acumulo de prolina na cultivar BRS
5037 Cruzeta, registrando-se nimero semelhante para a cultivar BR 206.

Palavras-chave: Zea mays L. Acido salicilico. Acido giberélico. H,0,. Salinidade.
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2 DISCONTINUOUS HYDRATION CYCLES ATTENUATE SALT STRESS IN
CORN SEEDS

ABSTRACT

Salt stress reduces germination and initial plant growth, but activates defense mechanisms
such as osmotic adjustment. The discontinuous hydration cycles with elicitors can enhance the
tolerance of corn cultivars to stress. Therefore, the objective was to evaluate the action of
discontinuous hydration cycles with different saline stress tolerance elicitors on germination,
length and osmotic adjustment of maize cultivars. The experiment was conducted in a
completely randomized design, following a 2 x 7 factorial arrangement, with four replicates of
50 seeds. Maize seeds, cv. BR 206 and cv. BRS 5037 Cruzeta, were subjected to the
following treatments: 0.0 mM of NaCl (control); 250 mM of NaCl (salt stress); salt stress +
three discontinuous hydration cycles (DHCs) of seeds in water; salt stress + DHCs in
gibberellic acid; salt stress + DHCs in hydrogen peroxide; salt stress + DHCs in salicylic acid,;
and salt stress + DHCs in ascorbic acid. The following variables were evaluated: first
germination count, germination, shoot and root length, shoot and root dry mass, total dry
mass, salinity tolerance index, total soluble sugars, total free amino acids and proline. Salt
stress (250 mM of NaCl) reduced the number of seedlings formed in the first germination
count, growth and biomass accumulation in maize seedlings, and the cv. BR 206 was more
tolerant than cv. BRS 5037 Cruzeta. The DHCs improved the first germination count, growth
and biomass accumulation of maize under salt stress, mainly by inducing the synthesis of
osmoprotectants, especially proline. However, only with discontinuous hydration cycles
salicylic acid the osmotic adjustment was maintained by the increase in the production of
proline in the cultivar BR 206. Discontinuous hydration cycles in salicylic acid promoted
greater accumulation of proline in the cultivar BRS 5037 Cruzeta, registering a similar
number for the cultivar BR 206.

Keywords: Zea mays L. Salicylic acid. Gibberellic acid. H2O,. Salinity.
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2.1 INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas anuais de maior importancia comercial no
mundo. Entre os anos de 2000-2020, o Brasil manteve a terceira posicdo como maior produtor
de milho, ficando atras dos Estados Unidos e China. Em 2020, a produc&o foi de 100 milhGes
de toneladas (FAOSTAT, 2020). A estimativa para a safra 2022 a produ¢do nacional média é
de 115,6 milhGes de toneladas (BRASIL, 2013; FAO, 2021; CONAB, 2022). Alguns fatores
podem influenciar a perda da produtividade dessa espécie, principalmente em regides
semiaridas. O déficit hidrico, associado a irregularidades das chuvas e ao clima seco, seguido
da salinidade, sdo as principais ameacas ao crescimento das plantas e a produtividade agricola
(SAXENA et al., 2019; FAO 2021; CONAB, 2022).

Nessas regides, sdo comumente constatados solos salinos e sodicos, que afetam o
processo germinativo e o crescimento das culturas em virtude da restricdo a absorgdo de dgua
com altas concentracdes de ions de Na* e CI- (FERREIRA et al., 2016; LIANG et al., 2018).
As altas concentracfes desses sais nos tecidos dificultam a mobilizacdo de reservas,
impedindo a germinacdo e o crescimento do embrido. Para aclimatar ao estresse salino, as
plantas realizam o ajuste ibnico, por meio da compartimentalizacdo de ions organicos nos
vacuolos ou pela exclusdo de ions na raiz (SILVA et al., 2019; LUDWICZAK, 2021).

O ajuste osmotico ocorre a partir do acimulo de solutos organicos, como L-prolina, N-
amino soltvel, acucares sollveis e outros agentes osmoprotetores no citosol para diminuir o
potencial osmotico celular (LIANG et al., 2018; ANDRADE et al., 2021). A toxicidade i6nica
e 0 estresse osmotico sdo efeitos primarios que podem causar estresse oxidativo, que € um
estresse secundario, causando alteragbes no metabolismo das plantas. Portanto, ocorre
producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), causando danos as membranas
citoplasmaéticas e até a morte celular (SIDHU et al., 2017; LIANG et al., 2018).

A fim de equilibrar as alteracGes metabdlicas e reduzir os efeitos causados pela
presenca de sais, as plantas produzem agentes osmoprotetores, dentre eles os aglcares e
aminoacidos sdo produzidos em maior quantidade e acumulados nas células vegetais. A
prolina, por exemplo, é acumulada nos cloroplastos e desempenha varias fun¢des de modo a
estabilizar as estruturas celulares, atua na atividade antioxidante por sinalizar a producdo de
enzimas antioxidativas para a eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
(GHAFFARI, et al., 2019; MEENA et al., 2019).

A literatura tem mostrado que a utilizagdo de hidrocondicionamento, &cidos organicos

e peroxido de hidrogénio no tratamento pré-germinativo de sementes atenua os efeitos do
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estresse salino (SINGH et al., 2015; AKTER et al., 2018; COSTA et al., 2021). Os ciclos
descontinuos de hidratacdo (CDH), também conhecidos como memoria hidrica, sdo uma
técnica pre-germinativa adotada para mitigar os estresses abioticos (LIMA; MEIADO, 2017;
LIMA et al., 2018; NICOLAU et al., 2020). Os ciclos descontinuos de hidratacdo tém sido
estudados principalmente em espécies florestais com objetivo de atenuar o estresse hidrico,
mas recentemente algumas pesquisas foram desenvolvidas com espécies agricolas, como o
Sorghum bicolor (L.) Moench. (SARMENTO et al., 2020), e frutiferas, como Annona
squamosa (SANTOS JUNIOR et al., 2021). Estes trabalhos demonstram que os ciclos
descontinuos de hidratacdo melhoram a tolerancia das sementes e plantulas a desidratacéo.

A hipotese da pesquisa é de que os ciclos descontinuos de hidratagdo com elicitores de
tolerancia ao estresse podem mitigar o estresse salino em milho por ser uma cultura
moderadamente sensivel a salinidade, apresentando salinidade limiar da 4gua de 1,1 dS mte
do solo de 1,7 dS m. (AYERS; WESTCOR, 1999). No entanto, a tolerancia do milho a
salinidade é influenciada pela concentracdo de sais, tempo de exposicdo ao estresse, fases
fenoldgicas e genotipo (FAROOQ et al., 2015; AKTER et al.,, 2018). Dessa forma, 0s
mecanismos de tolerancia e as alteracbes no metabolismo e, consequentemente, na
germinacdo e crescimento de plantulas sdo expressos de forma diferenciada a depender
também do geno6tipo e do ambiente (SHI et al., 2020).

O objetivo da pesquisa € avaliar a acdo de ciclos descontinuos de hidratagdo com
diferentes agentes elicitores de tolerancia ao estresse salino na germinacdo, comprimento e

ajuste osmotico de cultivares de milho.

2.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido entre junho e dezembro de 2019 no Laboratério de
Analises de Sementes pertencente ao Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Florestais da
Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré/RN, Brasil (5°11° S e 37°
20’ W, e 18 m altitude).

As sementes de milho, cultivares BR 206 e BRS 5037 Cruzeta, foram cedidas pela
Gransafra sementes e EMPARN, respectivamente. Apos o recebimento, foram armazenadas
em camara fria (16-18 °C e 40% de umidade relativa) durante toda a fase experimental.

As cultivares de milho foram escolhidas por apresentarem caracteristicas favoraveis
para a producao de grédo e de silagem. A cv. BR 206 é do tipo hibrido duplo tolerante a seca.

Pela sua rusticidade e alta produtividade (8.800 kg/ha), pode ser uma alternativa nas regides
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com disponibilidade hidrica limitada. Apresenta resisténcia ao quebramento do colmo, a
helmintosporiose e a ferrugem, bom empalhamento de espigas e elevada densidade de gréos.
A cv. BRS 5037 Cruzeta é superprecoce, de polinizacdo aberta, com produtividade de 4290
kg/ha, adaptada para as regides semiaridas do nordeste brasileiro, caracterizadas por
problemas relacionados a insuficiente disponibilidade de agua e, principalmente, por uma
distribuicéo irregular das chuvas.

Inicialmente, quantificou-se o teor de dgua das sementes pelo método da estufa a 105
+ 3 °C por 24 horas (BRASIL, 2009). Para isto, duas repeticdes de 4,5 = 0,5 g foram
utilizadas. O teor de agua foi calculado com base na massa Umida e expresso em
porcentagem.

A curva de embebicdo foi realizada com duas repeticdes de 50 sementes, pesadas em
balanca analitica digital (0,001 g) antes da embebicdo e apds cada intervalo de tempo
previamente determinado, até a emissdo da raiz primaria. A embebicdo foi realizada pelo
método de imersdo em agua com as sementes dispostas em Becker com 100 mL de &gua
destilada, mantidos em camaras de germinacdo, a 25 °C. Inicialmente, os intervalos de
pesagem aconteceram a cada hora durante oito horas de embebicdo; em seguida, pesou-se a
cada duas horas até completar trinta e quatro horas de embebic&o; e, por Gltimo, as pesagens
foram a cada quatro horas até completar cinquenta e duas horas de hidratacdo, quando houve
a protrusdo da raiz primaria em 50% das sementes de cada repeticdo. O inicio da protrusdo
radicular ocorre apés trinta e duas horas de hidratacdo para as duas cultivares de milho
(Figura 1).
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Figura 1. Curva de embebicdo de sementes de milho (Zea mays L.), cultivares BRS 5037

Cruzeta e BR 206, pelo método de imersdo em &gua a 25 °C. Inicio da emissdo radicular
(ER). Fonte: Elaborada pela autora.
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Durante a embebicdo das sementes, o ganho de peso foi calculado de acordo com a
férmula proposta por Cromarty; Ellis; Roberts (1985): % Ganho de peso = [(Pf — Pi)/Pi] x
100, em que Pf: peso final (ganho de umidade a cada periodo de embebicéo) e Pi: peso inicial
das sementes antes da embebicao.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
seguindo o arranjo fatorial 2 x 7, com quatro repeti¢cdes de 50 sementes. Os tratamentos foram
constituidos de duas cultivares de milho (BR 206 e BRS 5037 Cruzeta) e sete combinacdes
dos elicitores de tolerancia ao estresse salino, com os ciclos descontinuos de hidratacao
(CDH) sendo: T1 — 0,0 mM de NaCl (controle) sem CDH; T2 — 250 mM de NaCl (estresse
salino) sem CDH; T3 — trés CDH das sementes com agua destilada + estresse salino; T4 —
CDH com écido giberélico — 50 uM (AG3) + estresse salino; T5 — CDH com peroxido de
hidrogénio — 5 mM (H.03) + estresse salino; T6 — CDH com &cido salicilico — 50 pM (AS) +

estresse salino e T7 - CDH com acido ascérbico — 50 uM (ASC) + estresse salino (Tabela 1).

Tabela 1. Condutividade elétrica (CE) das solugdes utilizadas nos ciclos descontinuos de

hidratacdo nas sementes de milho (Zea mays L.), cultivares BR 206 e BRS 5037 Cruzeta.

Solucdes CE (uSm?1)a25°C
Agua destilada 4,13
50 uM de &cido giberélico 14,25
5 mM de perodxido de hidrogénio 4,17
50 UM de &cido salicilico 14,96
50 uM de &cido ascorbico 9,40

Fonte: Elaborada pela autora.

Os CDH foram definidos de acordo com os dados obtidos na curva de embebigéo, e as
concentragdes salina e dos agentes elicitores foram obtidas com base em testes preliminares.
O processo de hidratacdo foi conduzido em 80 ml do agente elicitor a cada ciclo, em copos
descartaveis contendo 100 sementes por duas horas em camara de germinagdo a 25 °C no
escuro. Posteriormente, as sementes foram secas e sobrepostas em papel toalha e o processo
de desidratacdo ocorreu por doze horas, por trés ciclos. A secagem foi realizada em
temperatura e umidade relativa ambiente média de 29,5+0,7 °C e 67+5%, respectivamente,
obtidos por Termo-higrémetro digital Jprolab®. Ao final dos CDH, as sementes apresentaram
teor de &gua em torno de 25%.

Posteriormente aos CDH, as sementes foram semeadas em rolo de papel umedecido

com agua destilada (0,0 mM - controle) e agua salina nos demais tratamentos a 250 mM,
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obtida pela dissolucédo de cloreto de sédio (NaCl), correspondente a 14,61 g L. Os rolos
foram incubados em germinador sob a temperatura de 25 °C (BRASIL, 2009). As avaliagdes
da germinacéo foram realizadas aos quatro e sete dias apos a semeadura (BRASIL, 2009).

Os comprimentos das partes aérea e raiz das plantulas normais foram aferidos ao fim
do teste de germinacdo. O comprimento da parte aérea (medido do colo ao apice da plantula)
e da raiz priméria (medida da base do colo a extremidade da raiz) foram mensurados com
auxilio de uma régua graduada em centimetros. Apds as mensuracdes de comprimento, as
plantulas foram acondicionadas em sacos de papel tipo kraft e postas para secar em estufa de
circulacéo de ar forgcado, a 65 °C por 72 horas. Posteriormente, foram pesadas em balanca de
precisdo, para obtencdo da massa seca (MS) da parte aérea, raiz e total.

Com os dados de MS total, foram calculadas as percentagens particionadas entre 0s
orgdos vegetativos e o indice de tolerdncia a salinidade, comparando-se os dados dos
tratamentos salinos com os do controle (CE= 4,13 uSm* a 25 °C). A classificacdo da
tolerancia foi realizada com base na perda de biomassa em quatro niveis: T (tolerante; 0-
20%), MT (moderadamente tolerante; 21-40%), MS (moderadamente sensivel; 41-60%) e S
(sensivel; >60%), por meio da Equacdo adaptada de Fageria, Soares e Gheyi (2010):

IT(%) = MS do tratamento salino 100
®/~ MS do tratamento controle

Os acucares sollveis totais foram obtidos a partir da massa fresca das plantulas. No
momento da extracdo, a massa fresca foi macerada com auxilio de cadinho e pistilo em
nitrogénio liquido. Em seguida, foram pesadas 0,2 g em triplicata, e o material foi
acondicionado em tubos rosqueados do tipo Eppendorf. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
alcool 80%, e as amostras foram colocadas em banho-maria a 60 °C por 20 minutos. O
material foi submetido a centrifuga refrigerada a 4 °C por 10 minutos a 10 RPM (processo
realizado trés vezes), e o sobrenadante foi coletado para quantificacdo dos agucares. A
dosagem de acUcares solUveis totais foi mensurada pela absorbancia em 620 nm pelo método
da antrona (YEMM; WILLIS, 1954), tendo a glucose como substancia padrdo e os resultados
expressos em umol de GLU g de massa fresca.

Na determinacdo de aminoacidos livres totais, 0 sobrenadante obtido no processo de
extracdo com alcool foi utilizado para a quantificacdo dos teores de aminoacidos. Para isso,
aplicou-se o método da nihidrina &cida com a medicdo da absorbéancia a 570 nm (YEMM et
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al., 1955), tendo a glicina como substancia padréo e os resultados expressos em pmol GLI g*
de massa fresca.

A determinacéo de prolina obedeceu a metodologia descrita por Bates et al. (1973). As
concentracdes de prolina foram determinadas com base em uma curva padrao obtida a partir
de L-Prolina, medindo a absorbéncia em 520 nm. Os resultados foram expressos em pmol
PRO g de massa fresca.

Os dados obtidos foram submetidos a anélise de variancia (teste F), e as médias dos
tratamentos pré-germinativos dentro de cada cultivar foram comparadas pelo teste Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia, ao passo que as médias das cultivares dentro de cada
tratamento foram comparadas pelo teste t-Student ao nivel de 5% de significancia. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa computacional Sistema para Analise de
Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2019).

2.3 RESULTADOS

Houve interacdo entre as cultivares de milho e os tratamentos pré-germinativos para a
primeira contagem de germinagéo (p < 0,01), germinacdo (p < 0,01), comprimento da parte

aerea (p < 0,05) e comprimento da raiz (p < 0,01) (Figura 2).
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Figura 2. Médias da primeira contagem de germinacao (PCG), germinacédo (G), comprimento
da parte aérea (CPA) e comprimento da raiz (CR) de Zea mays L. submetidas a elicitores de
tolerancia ao estresse salino em trés ciclos descontinuos de hidratacio (CDH): Agua destilada
(H20), acido giberélico (AGs), peroxido de hidrogénio (H.0>), acido salicilico (AS), acido
ascorbico (ASC). Médias seguidas da mesma letra minuscula (tratamentos) ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (cultivares) ndo
diferem entre si pelo teste T Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

O estresse salino sem CDH reduziu em 53 e 77 pontos percentuais a primeira
contagem de germinacdo das cultivares de milho BR 206 e BRS 5037 Cruzeta, quando
comparadas ao tratamento controle, respectivamente. Na cv. BR 206, os CDH
proporcionaram maior porcentagem de plantulas na primeira contagem em relacdo ao
tratamento salino sem CDH. Porém, com os CDH em AGs e H2O, foram obtidos resultados
mais préximos ao do controle, com 38 e 34 pontos percentuais a mais na primeira contagem
de germinacdo em relacdo ao estresse salino, respectivamente. Na cv. BRS 5037 Cruzeta, 0
uso dos CDH com elicitores de tolerdncia em condicdo de salinidade beneficiou a
porcentagem de plantulas ao 4° dia quando comparados ao estresse salino sem CDH,
resultados semelhantes aos encontrados para o estresse salino em CDH com &gua, exceto no
estresse salino em CDH com &cido salicilico, que foi inferior. A melhor resposta aos CDH
com elicitores ocorreu para a cv. BR 206 na comparacao com BRS 5037 Cruzeta (Figura 2A).

O estresse salino sem CDH ndo afetou a germinacdo da cv. BR 206 (Figura 2B). No
entanto, o estresse salino sem CDH reduziu em 14% pontos percentuais a germinacgao da cv.
BRS 5037 Cruzeta. Os CDH melhoraram a germinacdo em média sete pontos percentuais em
relacdo ao tratamento salino sem CDH, exceto o &cido salicilico, que foi semelhante. As
melhores geminagdes sobre condi¢bes de estresse salino ocorrem na BR 206 em relacdo ao
BRS 5037 Cruzeta em todos os tratamentos com estresse salino.

As pléantulas submetidas ao estresse salino sem CDH tiveram o0 comprimento da parte
aérea afetado em 77 e 86% para a cv. BR 206 e BRS 5037 Cruzeta, respectivamente, quando
comparados ao controle. Para a cv. BR 206, os tratamentos com CDH nos elicitores de
tolerancia ao estresse salino ndo foram suficientes para a atenuagao do estresse causado pelo
excesso de sais. Para a cv. BRS 5037 Cruzeta, o uso de CDH com elicitores também reduziu o
comprimento da parte aérea, mas os resultados foram superiores (média de 77,3%) ao
encontrado para o tratamento com estresse salino sem CDH, exceto para o acido giberélico,
estatisticamente igual ao estresse salino sem CDH. Somente 0s estresses salinos sem CDH e
com os CDH em é&cido giberélico promoveram resultados distintos entre as cultivares (Figura
2C).
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O comprimento da raiz foi reduzido na condicdo de estresse salino sem CDH em 77 e
75% para a cv. BR 206 e BRS 5037 Cruzeta, respectivamente. Os tratamentos com os CDH
nos elicitores favoreceram o aumento médio de 30,5% para cv. BR 206 na condicéo salina,
quando comparado ao estresse salino sem CDH. Para a cv. BRS 5037 Cruzeta, houve reducéo
do comprimento radicular no estresse salino sem CDH, contudo os CDH favoreceram o
aumento da raiz em 28,5% com o uso de hidrocondicionamento, em 40% com o uso de AGs e
37,1% para o acido salicilico, na condigéo estressante (Figura 2D).

Para a massa seca, houve interacdo entre as cultivares e o0s tratamentos pré-
germinativos (p < 0,01) para a massa seca da parte aérea, massa seca da raiz, massa seca total

e indice de tolerancia a salinidade (Figura 3).

B
40 1 Aa mBR 206 OBRS 5037 Cruzeta 60 7 mBR 206 OBRS 5037 Cruzeta
36 1 = 54 4 A—ﬁ
32 1 En 48
28 { [ |B2 RS
N
24 - Ab B 36 - Ab Ab ab
= Ab
20 - = 30 Ba
Ac Ac ]
16 Ad Ad Ad g 24 Ac
Bb
12 Bb Bb Bb = 18 - Ad - o . Bb
] Be Be 2 . Bb B Bb
=
SN N 3
0 . . . . . . , 0 AT
H,0 S0uM SmM - 50uM - 50 pM H,0 S0pM  SmM o s0pM S0u
AG;  H0, AS ASC AG; H,0, AS ASC
Controle 250 mM de NaCl Controle 250 mM de NaCl
D Aafa
100 + OBR 206 OBRS 5037 Cruzeta =197 /| EBR 206 OBRS 5037 Cruzeta
op { A2 = 90
M =
80 - o 80 -
=
70 A < 70 -
=
60 - = 60 Ab Ab Ab
A2 Ab Ab Ab 5 Ac Bb Ac
50 A Ac Ac < 50 Be Be Be
[~
40 - N g 40 Ady, Bd
30 A Be o Be Bb Bo ‘E 30 -
20 A Ae S 20 4
10 A ﬂ H < 10
¥
0 : : : : : : , S 0 . . . . . ,
H,0 50pM S5mM  50pM 50 pM 2 mo S0uM S5mM  50uM  50uM
AG;,  H0, AS ASC = : AG;  Hy0, AS ASC
Controle 250 mM de NaCl Controle 250 mM de NaCl

Figura 3. Medias da massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa
seca total (MST) e indice de tolerdncia & salinidade (ITS) de plantulas de Zea mays L.
submetidos a elicitores de tolerancia ao estresse salino em trés ciclos descontinuos de
hidratagdo (CDH): Agua destilada (H20), acido giberélico (AGs), peroxido de hidrogénio
(H202), acido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias seguidas da mesma letra
mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade e
de mesma letra maidscula (cultivares) ndo diferem entre si pelo teste T Student a 5% de
probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.



36

A massa seca da parte aérea foi mais reduzida no tratamento salino sem CDH em 65%
para BR 206 e 69% para BRS 5037 Cruzeta. Na cv. BR 206, porém, os CDH em agua
favoreceram o aumento de 70,6% na massa seca da parte aérea em comparagéo ao tratamento
com estresse salino sem CDH. Na cv. BRS 5037 Cruzeta, os CDH com agua incrementaram
em 74,5% a massa seca da parte aérea, ao passo que os CDH com H»O, acido salicilico e
acido ascdrbico promoveram incremento médio de 84% de massa seca da parte aérea em
relacdo ao estresse salino sem CDH. A cv. BR 206 resultou em massa seca da parte aérea
superior a BRS 5037 Cruzeta, independentemente da salinidade (Figura 3A).

No estresse salino sem CDH, a cv. BR 206 teve reducédo de 68,6% na massa seca da
raiz em comparacdo ao tratamento controle (Figura 3B). Todavia, com aplicacdo dos CDH
com acido giberélico, H20,, acido salicilico e acido ascorbico, a cv. BR 206 produziu 117,6,
104,4, 99,4 e 86,2% de massa seca da raiz a mais que o tratamento com estresse salino sem
CDH, respectivamente. Na cv. BR 5037 Cruzeta, o estresse salino sem CDH provocou
reducédo de 60,6% na massa seca da raiz em relagéo ao controle, e o0s CDH nos elicitores néo
incrementaram esta variavel. A cv. BR 206 obteve maior massa seca da raiz em comparacao a
cv. BRS 5037 Cruzeta.

A massa seca total da cv. BR 206 foi reduzida em 67,1% no estresse salino sem CDH
em relacdo ao controle. Todos os CDH aumentaram a massa seca total na cv. BR 206, no
entanto os CDH com &cido giberélico, H20- e acido salicilico tiveram melhor desempenho,
sendo em média 67,5% superiores ao estresse salino sem CDH (Figura 3C). A cv. BR 5037
Cruzeta teve massa seca total reduzida em 64,4% no estresse salino sem CDH em relagéo ao
controle. Nessa cultivar, o acumulo de massa seca total ocorreu quando os CDH foram
conduzidos com 4cido salicilico, 60,7%, em comparacdo ao estresse salino sem CDH, néo
diferindo do resultado encontrado para o acido giberélico. A cv. BR 206 produziu mais massa
seca total que a cv. BR 5037 Cruzeta no estresse salino, independentemente dos CDH nos
elicitores.

No indice de tolerancia a salinidade (ITS), as cv. BR 206 e BR 5037 Cruzeta foram
sensiveis (ITS < 40%) ao estresse salino sem CDH. Na cv. BR 206, todos os CDH melhoram
0 ITS e as plantas passaram de sensiveis para moderadamente sensiveis a salinidade (40% <
ITS < 60%) (Figura 3D). Na cv. BRS 5037 Cruzeta, todos os CDH, exceto com &cido
giberélico, melhoram o ITS e as plantas passaram de sensiveis para moderadamente sensiveis
a salinidade (40% < ITS < 60%).

Para a homeostase osmdtica, verifica-se interacdo significativa entre as cultivares e 0s

tratamentos pré-germinativos (p < 0,01) para a quantificacdo de acucares, aminoacidos e
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prolina (Figura 4). Na cv. BR 206, os maiores teores de agucares sollveis totais (AST)
ocorreram no controle, estresse salino sem CDH e nos CDH com &cido salicilico (Figura 4A).
No entanto, para os demais tratamentos o teor de AST foi inferior ao controle. Na cv. BRS
5037 Cruzeta, todos os tratamentos com estresse salino obtiveram maior teor de AST quando
comparado ao controle. Nessa cultivar, os CDH com éacido salicilico favoreceram a maior
producdo de AST, com 49,6 mg g* de MF. A cv. BR 206 produziu mais AST do que a cv.
BRS 5037 Cruzeta, no entanto, com CDH com &cido salicilico os teores destes acUcares
foram semelhantes.
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Figura 4. Testes de média para a quantificacdo de aclcares sollveis totais (AST),
aminoacidos (AA) e prolina (PRO) em plantulas de Zea mays L. submetidas a elicitores de
tolerancia ao estresse salino em trés ciclos descontinuos de hidratagdo (CDH): Agua destilada
(H20), acido giberélico (AGs), peroxido de hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), acido
ascorbico (ASC). Médias seguidas da mesma letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (cultivares) ndo
diferem entre si pelo teste T Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

O estresse salino sem CDH aumentou a sintese de aminoacidos (AA) em 44,9 e
107,5% para as cultivares BR 206 e BRS 5037 Cruzeta em comparacdo ao controle,

respectivamente (Figura 4B). Na cv. BR 206, os CDH em acido giberélico e &cido salicilico

aumentaram, respectivamente, em 15,9 e 13,7% a sintese AA, quando comparado ao estresse
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salino sem CDH. Na cv. BRS 5037 Cruzeta, os CDH em &cido giberélico, &cido salicilico e
acido ascorbico incrementaram a sintese AA em 44,6, 33,2 e 44,5% ao estresse salino sem
CDH, respectivamente.

O estresse salino sem CDH aumentou o acumulo de prolina para as cultivares BR 206
e BRS 5037 Cruzeta em 58,98 e 34,46 umol g de MF, em relagdo ao controle,
respectivamente (Figura 4C). Na cv. BR 206, os maiores teores de prolina ocorreram no
estresse salino sem CDH e nos CDH com 4&cido salicilico. Na cv. BRS 5037 Cruzeta, 0 maior
acumulo de prolina ocorreu nos CDH com acido giberélico. Na condicao de estresse salino, a
cultivar BR 206 produziu mais prolina do que a cv. BRS 5037 Cruzeta, porém no CDH com
acido giberélico o teor de prolina foi semelhante entre cultivares.

Os resultados apresentados para 0 comprimento da parte aérea usando CDH com
elicitores para a cv. BR 206 ndo demonstraram diferenca significativa para o estresse salino
sem CDH, porém constatou-se maior investimento no comprimento de raiz para esta cultivar
em condicdo de salinidade com os elicitores (Figura 5). Na cultivar BRS 5037 Cruzeta, 0s
CDH em éagua e acido salicilico favoreceram tanto o comprimento da parte aérea quanto o
comprimento de raiz. Os resultados indicaram que esses tratamentos mitigaram o estresse
salino (Figura 5). Mesmo em condigdo de salinidade, as duas cultivares apresentaram a
formacéo de plantulas com cole6ptilo e desenvolvimento radicular. No entanto, neste trabalho
a formacao de coleoptilo foi reduzida em todos os tratamentos salinos, quando comparadas ao

tratamento controle.

BRS 5037 Cruzeta

H,0 50 M 5 mM 50 uM 50 pM H,0 50 yM 5 mM 50 M 50 uM
AG; H,0, AS ASC AG; H,0, AS ASC
Controle 250 mM de NaCl Controle 250 mM de NaCl

Figura 5. Aspectos morfolédgicos de plantulas de milho (Zea mays L.), cultivar BR 206 e BRS
5037 Cruzeta, submetidas a elicitores de tolerancia ao estresse salino em trés ciclos
descontinuos de hidratagdo (CDH): Agua (H20), acido giberélico (AGs), peroxido de
hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), &cido ascorbico (ASC). Fonte: Acervo da pesquisa.



39

2.4 DISCUSSAO

Os parametros morfofisioldgicos em ambas as cultivares de milho foram reduzidos
pelo estresse salino. Os resultados obtidos para a cv. BR 206 foram superiores aos
encontrados para a cv. BRS 5037 Cruzeta, exceto para o CR e ITS, que foram semelhantes.
Na primeira contagem de germinagdo da cv. BR 206, os CDH com &cido giberélico se
destacaram com 85% de sementes germinadas, nao diferindo estatisticamente do uso de H20>
com 81% de sementes germinadas. Esse resultado se deve ao fato das giberelinas (GA3)
agirem como sinalizadores do estresse. Dessa forma, as respostas adotadas pelas plantas séo
por melhor absorcao de agua, germinacdo e comprimento das plantulas mesmo em condigcdes
desfavoraveis, como no estresse salino (KHAN et al., 2020; SA et al., 2020; ASAD et al.,
2022). O H20,, semelhantemente ao AGs, atua como sinalizador ao estresse oxidativo e
quando aplicado em baixas concentragfes interage com horménios que controlam o processo
germinativo (SIES, 2017; RODRIGUES et al., 2021), o que explica maior nimero de
plantulas e germinacdo uniforme na primeira contagem de germinacdo nesses tratamentos.

Geralmente a porcentagem de germinagdo de sementes de milho € reduzida em
condicdes de estresse salino (AKTER et al., 2018; ASAD et al., 2022), porém esse resultado
pode variar de acordo com a cultivar. Na cv. BR 206, ndo houve diferenca na germinacéo
entre os tratamentos. Mesmo no estresse salino induzido (250 mM de NaCl), todos os
tratamentos resultaram em germinagdes superiores a 95%. Para a cv. BRS 5037 Cruzeta, por
sua vez, o estresse salino sem CDH resultou em perda de 14 pontos percentuais em relacdo ao
tratamento controle, 0 que comprova a variagdo no potencial germinativo entre cultivares. As
pequenas alteracdes na contagem final de germinacdo sugerem a necessidade de outros
parametros para determinag@o do grau de tolerancia das cultivares de milho. Nesse contexto,
parametros relacionados ao comprimento e acimulo de biomassa podem ser utilizados para
complementar os resultados de germinacdo de milho em condicBGes de estresse salino, na
medida em que sdo mais sensiveis aos efeitos da salinidade (SOOTHAR et al., 2021; CATAO
etal., 2020; BRAZ et al., 2019; AKTER et al., 2018).

As cultivares de milho responderam ao estresse salino diminuindo o comprimento da
parte aérea e raiz, semelhantemente aos resultados encontrados por Pereira et al. (2024) e
Singh et al. (2015). A reducdo do comprimento das plantulas também foi observada apos
CDH nos elicitores de toleradncia ao estresse. Esta reducdo esta ligada ao desequilibrio
osmotico causado pelo excesso de sais que reduz a absor¢cdo de agua, a mobilizacdo de

reservas, elongacdo das células da radicula e afeta a divisdo e sintese de DNA (BRAZ et al.,
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2019; AKTER et al., 2018; TAIZ et al. 2018). Mas ao comparar os CDH com elicitores de
tolerncia ao estresse, com o tratamento salino, o comprimento da parte aérea foi maior,
principalmente na cv. BRS 5037 Cruzeta, exceto com CDH com &cido giberélico. A resposta
ao comprimento radicular apés os CDH foi maior para as duas cultivares, exceto para a BRS
5037 Cruzeta, com CDH com H;O5.

Os resultados encontrados nesta pesquisa demonstram que 250 mM de NaCl causam
toxidez nas cultivares de milho, provocando deficiéncia no mecanismo de defesa das plantas,
mesmo apds os CDH com elicitores. De acordo com Roy et al. (2014), um dos primeiros
mecanismos de tolerancia das plantas é o ajuste osmdtico, regulado por sinais de longa
distancia que reduzem o comprimento e sdo acionados antes do acimulo de Na*, o que foi
verificado para as cultivares de milho. A segunda estratégia ocorre a partir da excluséo ionica,
mediante reducdo do transporte de Na* e Cl- nas raizes e consequente reducdo do acimulo dos
ions nas folhas. A tolerancia as altas concentracbes de sais nas folhas se deve a
compartimentalizacdo dos ions nos vacuolos das células vegetais.

Os CDH com elicitores contribuiram para que as plantulas de milho tolerassem as
concentracdes de sais nas folhas. Apesar da resposta ndo ter ocorrido de forma expressiva
para 0 comprimento das plantulas, é perceptivel a tentativa das cultivares para tolerar o
estresse salino, principalmente com o investimento no comprimento radicular, a partir do
aumento de raizes adventicias, principalmente da cultivar BR 206. O incremento no sistema
radicular fasciculado € importante para que as plantulas possam retirar 4gua e nutrientes do
ambiente antes que as reservas presentes no endosperma sejam exauridas (PEREIRA et al.,
2024). Esta resposta € mais pronunciada pelo acimulo de biomassa das plantulas das
cultivares de milho.

Os CDH com elicitores minimizaram os efeitos do estresse salino no acimulo de
biomassa do milho, porém as cultivares tiveram respostas distintas entres os elicitores de
tolerancia ao estresse salino. Os CDH com agua favoreceram o aumento da massa seca da
parte aérea na cv. BR 206, porém os resultados de massa seca da raiz e total neste mesmo
tratamento foram inferiores aos demais elicitores. Estudos recentes com ciclos descontinuos
de hidratacdo em &gua induziram a tolerancia de espécies florestais ao estresse hidrico em
nivel morfofisioldgico (GONCALVES et al., 2020; LIMA et al., 2018; HU et al., 2018; BAI
et al., 2012). Os CDH permitem que as sementes apresentem melhoria na expressao do vigor
em ambiente adverso, de modo que a hidratagdo e desidratacdo destas favorecem a
aclimatacdo da espécie ao estresse. Os autores relatam que durante esse processo ocorre a

iniciacdo das atividades metabdlicas energeéticas, respiratorias, mediante mobilizacdo de
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reservas, [-oxidacdo de 4&cidos graxos, mobilizacdo de nitrogénio e melhoria na
permeabilidade da membrana. Essas melhorias favorecem o crescimento embrionario e a
emissdo radicular em plantas sob o estresse hidrico, no entanto ainda ndo havia estudo com
uso de elicitores de tolerancia ao estresse salino.

O fato é que as perdas de biomassa foram préximas a 70% no tratamento salino
quando comparadas aquelas do tratamento controle, 0 que mostra mais uma vez que as
sementes de milho apresentaram alta sensibilidade ao estresse salino de 250 mM de NacCl.
Porém, nos CDH com elicitores as cultivares de milho passaram de sensiveis para
moderadamente sensiveis a salinidade, e as perdas de biomassa foram reduzidas a 60% para a
BRS 5037 Cruzeta e 50% para BR 206.

O aumento do acumulo de biomassa foi a resposta adotada ap6s os CDH com
elicitores de tolerancia ao estresse salino, semelhantemente aos trabalhos conduzidos com
CDH com agua como agente elicitor do estresse (LIMA et al., 2018; NICOLAU et al., 2020;
SARMENTO et al., 2020), comprovando que o processo de desidratacdo atua como um
estresse previo, no qual a semente armazena na memoria (memoria de hidratacdo) essa
informacao, e as sementes apresentam maior tolerancia quando sdo expostas ao novo estresse
(CHEN; ARORA, 2013). De acordo com Hu et al. (2018), o processo de desidratacéo
naturalmente danifica as membranas lipidicas. O diacilglicerol presente nas células das
plantas (plastidio e no reticulo endoplasmatico) é precursor na sintese de glicerolipideos, que
sdo desarranjados, causando vazamento de eletrélitos que afeta o desenvolvimento das
plantulas. A fim de reduzir esses danos, as sementes investem sua energia metabolica no
reparo das membranas, ao invés de investir em comprimento, o que pode explicar a reducéo
do comprimento das plantulas de milho.

Os CDH, em conjunto com o0s agentes elicitores de tolerdncia ao estresse,
potencializaram as respostas adotadas pelas cultivares de milho sob estresse salino. Os CDH
com &cido salicilico permitiram que os resultados do comprimento da parte aérea e raiz, o
acimulo de acucares e aminoacidos fossem semelhantes entre as duas cultivares. Essa
resposta é importante na medida em que reforca que o uso de acido salicilico favorece o
comprimento e desenvolvimento das plantas (KHAN et al., 2015), e esse resultado pode ser
mais nitido quando a espécie é mais afetada pelo efeito do estresse salino, como observado
para a cv. BR 5037 Cruzeta.

O 4&cido salicilico também promove aumento da producdo de prolina, aumentando o
ajuste osmotico, o que permite maior absor¢do de agua e desencadeia a atividade de enzimas
antioxidantes (KHAN et al., 2020; SHARMA et al., 2019). Esse comportamento foi
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observado para a cv. BR 206, que sintetizou mais prolina, diferindo da cv. BRS 5037 Cruzeta,
quando as sementes foram tratadas nos CDH com &cido salicilico; possivelmente foi isso que
promoveu maior acimulo de massa seca da parte aérea, raiz e total, havendo respostas
distintas entre as cultivares. De acordo com Khan et al. (2015), o acido salicilico é um
composto fendlico que favorece o crescimento e desenvolvimento das plantas por meio da
regulacéo e produgdo de varios osmdlitos e metabolitos secundarios envolvidos nos processos
fisiologicos de plantas, sob condigdes estressantes, razdo pela qual as plantulas de milho
foram mais vigorosas com o uso desse agente elicitor.

Em condicOes estressantes, as plantas tendem a produzir mais agentes osmoprotetores.
Para as cultivares de milho, esse comportamento foi verificado a partir do acumulo de
aminoacidos no estresse salino sem CDH naturalmente em relacéo ao controle. Todavia, apds
0s CDH em &cido giberélico e acido salicilico, sob estresse salino, 0 aumento de aminoacidos
¢ mais pronunciado, logo as cultivares de milho tenderam a se aclimatar por meio da
regulacdo osmética. Verifica-se ainda que dentre os aminoacidos produzidos a prolina se
acumulou em maior quantidade. A cv. BR 206 obteve maiores teores de aminoacidos e
prolina na comparacdo com a BRS 5037 Cruzeta, 0 que pode ter contribuido para a maior
tolerdncia desta cultivar. O ajuste osmético nas células vegetais garante a manutencdo da
entrada de &gua e a turgéncia celular, limitando a quantidade de danos causados no inicio do
estresse (BOWNE et al., 2011; WAN et al., 2017).

Fato importante é que a sintese de acglUcares ndo foi alterada entre o controle e o
estresse salino sem CDH, em ambas as cultivares, indicando que o ajuste osmoético do milho
ocorre principalmente pelo incremento na sintese de aminoacidos. No entanto, nos CDH com
agua, H>O> e &cido ascorbico houve diminuigdo da sintese de agucares em detrimento do
aumento da sintese de aminoacidos.

Os resultados demonstraram que h& diferenca entre as cultivares de milho, além de
reforcar que a resposta adotada ap6s os CDH com elicitores de tolerancia ao estresse é
variavel e depende de fatores diversos (FAROOQ et al., 2015; AKTER et al., 2018; SHI et al.,
2020), mas a elevada concentracdo salina de 250 mM de NaCl e o numero de ciclos pode ter

sido excessivo para uma resposta mais assertiva.
2.5 CONCLUSOES

O estresse salino (250 mM de NaCl) reduziu a velocidade de germinacdo e o

desenvolvimento de plantulas de milho, sendo a cv. BR 206 mais tolerante do que a cv. BRS
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5037 Cruzeta. Os ciclos descontinuos de hidratacdo atenuam os efeitos do estresse salino,
melhorando a velocidade de germinacdo e o desenvolvimento de pléantulas de milho,
principalmente por induzir a sintese de osmoprotetores, em especial a prolina. A aplicacédo de
ciclos descontinuos de hidratacdo com acido salicilico manteve o ajuste osmatico via aumento
da producdo de prolina na cultivar BR 206. Quando conduzido com é&cido giberélico,

promoveu maior acimulo de prolina para as duas cultivares de milho.
REFERENCIAS

ANDRADE, W. L. et al. Bradyrhizobium inoculation plus foliar application of salicylic acid
mitigates water deficit effects on cowpea. Journal of Plant Growth Regulation, v. 40, p.
656-667, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s00344-020-10130-3. Acesso em: 16
mar. 2022.

AKTER, L. et al. Amelioration of salinity stress in maize seed germination and seedling
growth attributes through seed priming. Open Journal of Soil Science, v. 8, n. 5, p. 137-146,
2018. Disponivel em: https://doi.org/10.4236/0jss.2018.85011. Acesso em: 16 mar. 2022.

ASAD, F. et al. Effect of indole-3- acetic acid and gibberellic acid (GA3) on seeds
germination, growth performance and biochemical constituents of Zea mays L. growing under
the salt stress. Pure and Applied Biology, v. 11, n. 2, p. 639-650, 2022. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.19045/bspab.2022.110065. Acesso em: 16 mar. 2022.

AYERS, R. S.; WESTCOT, D. W. A qualidade de 4gua na agricultura. 2.ed. Campina
Grande: UFPB, 1999. 153p. (Estudos FAO. Irrigagéo e Drenagem, 29).

BAI, B. et al. Ecotypic variability in the metabolic response of seeds to diurnal hydration-
dehydration cycles and its relationship to seed vigor. Plant and Cell Physiology, v. 53, n. 1,
p. 38-52, 2012. Disponivel em: https://doi.org/10.1093/pcp/pcrl69. Acesso em: 16 mar. 2022.

BATES, L. S. et al. Rapid determination of free proline for water-stress studies. Plant and
Soil, v. 39, n. 1, p. 205-207, 1973. Disponivel em:
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00018060. Acesso em: 17 mar. 2022.

BOWNE, J. et al. Abiotic stress and metabolomics. In: HALL, R. D. (Edited). Annual Plant
Reviews: biology of plant metabolomics, v. 43, p. 61-85, 2011. Disponivel em:
https://doi.org/10.1002/9781119312994.apr0463. Acesso em: 16 mar. 2022.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Projectes do agronegdcio:
Brasil 2012/2013 a 2022/2023. Assessoria de Gestdo Estratégica. Brasilia: Mapa/ACS, 2013.
Disponivel em: https://www.gov.br/agricultura/ptbr/assuntos/politica-agricola/todas-
publicacoes-de-politica-agricola/projecoesdo-agronegocio/projecoes-do-agronegocio-brasil-
2012-2013-a-2022-2023.pdf. Acessado em: 12 nov. 2021.

BRASIL. Ministério da Agricultura, Pecuaria e Abastecimento. Regras para analise de
sementes. Brasilia: Mapa/ACS, 2009.


https://www.scirp.org/journal/paperinforcitation.aspx?paperid=85320
https://www.scirp.org/journal/paperinforcitation.aspx?paperid=85320
https://link.springer.com/article/10.1007/BF00018060
https://doi.org/10.1002/9781119312994.apr0463

44

BRAZ, R. S. et al. Growth and physiology of maize under water salinity and nitrogen
fertilization in two soils. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 23, n.
12, p. 907-913, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.1590/18071929/agriambi.v23n12p907-913. Acesso em: 26 jan. 2022.

CATAO, H. C. R. M. et al. Antioxidant activity and physiological performance of popcorn
seed after saline stress and analysis of seedling images. Ciéncia e Agrotecnologia [online], v.
44, 005020, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/1413-7054202044005020. Acesso
em: 16 mar. 2022.

CHEN, K.; ARORA, R. Priming memory invokes seed stress-tolerance. Environmental and
Experimental Botany, v. 94, p. 33-45, 2013. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.03.005. Acesso em: 26 jan. 2022.

CONAB. Companhia Nacional de Abastecimento. Acompanhamento da safra brasileira de
gréos, Brasilia, DF, v. 9, safra 2021/22, n. 6 sexto levantamento, margo 2022. Acesso em: 10
de marco de 2021. Disponivel em: https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-

da-safra-de-graos. Acesso em: 2 fev. 2022.

COSTA, A. A. et al. Seed priming improves Salvia hispanica L. seed performance under salt
stress. Acta Scientiarum. Agronomy, v. 43, e52006, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.4025/actasciagron.v43i1.52006. Acesso em: 16 mar. 2022.

CROMARTY, A. S.; ELLIS, R. H.; ROBERTS, E. H. Design of seed storage facilities for
genetic conservation. Rome: INTERNACIONAL BOARD OF PLANT GENETIC
RESOURCES, 1985. 100 p.

FAGERIA, N. K.; SOARES, W. S. F.; GHEYI, H. R. Melhoramento genético vegetal e
selecdo de espécies tolerantes a salinidade. In: GHEYI, H. R.; DIAS, N. S.; LACERDA, C. F.
(org.). Manejo da salinidade na agricultura: estudos basicos e aplicados. Fortaleza:
INCTSal, 2010. p. 205-216.

FAOSTAT - Food and Agriculture Organization of the United Nations Statistics. Estimativa
(2020). Disponivel em: http://www.fao.org/faostat/en/#data. Acesso em: 10 mar. 2022.

FAROOQ, M. et al. Salt stress in maize: effects, resistance mechanisms, and management. A
review. Agronomy for Sustainable Development, v. 35, p. 461-481, 2015. Disponivel em:
https:// DOI 10.1007/s13593-015-0287-0. Acesso em: 02 fev. 2022.

FERREIRA, P. A. et al. Aspectos fisicos e quimicos de solos em regides
aridas e semiaridas. Manejo da salinidade na agricultura: estudo béasico e aplicados.
Fortaleza, INCTSal, 2016.

FERREIRA, D. F. Sisvar: a computer analysis system to fixed effects split plot type designs.
Revista Brasileira de Biometria, v. 37, n. 4, p. 529-535, 2019. Disponivel em:
https://doi.org/10.28951/rbb.v37i4.450. Acesso em: 02 fev. 2022.

FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS (FAO),
Global Information and Early Warmning System (GIEWS). Country Briefs. Rome: 2021.


https://doi.org/10.1590/18071929/agriambi.v23n12p907-913
https://doi.org/10.1590/1413-7054202044005020
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2012.03.005
https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-da-safra-de-graos
https://www.conab.gov.br/info-agro/safras/graos/boletim-da-safra-de-graos
https://doi.org/10.4025/actasciagron.v43i1.52006
http://www.fao.org/faostat/en/#data
https://link.springer.com/journal/13593
https://doi.org/10.28951/rbb.v37i4.450

45

Disponivel em: https://www.fao.org/giews/countrybrief/country.jsp?code=BRA. Acesso em:
12 nov. 2021.

GHAFFARI, H. et al. Proline-mediated changes in antioxidant enzymatic activities and the
physiology of sugar beet under drought stress. Acta Physiologiae Plantarum, v. 41, n. 2, p.
1-13, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1007/s11738-019-2815-z. Acesso em: 10 mar.
2022.

GONCALVES, B. G. et al. Embryo responses to extreme water events provide insights
into the behavior of Butia capitata (Arecaceae) seed banks during hydration cycles.
Environmental and Experimental Botany, v. 169, p. 103904, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2019.103904. Acesso em: 10 mar. 2022.

HU, X-L. et al. Turnover of glycerolipid metabolite pool and seed viability. International
Journal of Molecular Sciences, v. 19, n. 5, 1417, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/ijms19051417. Acesso em: 10 mar. 2022.

KHAN, A. et al. Silicon and gibberellins: synergistic function in harnessing ABA signaling
and heat stress tolerance in date palm (Phoenix dactylifera L.). Plants, v. 9, n. 5, 620, 2020.
Disponivel em: https://doi.org/10.3390/plants9050620. Acesso em: 20 jan. 2022.

KHAN, M. I. R. et al. Salicylic acid-induced abiotic stress tolerance and underlying
mechanisms in plants. Frontiers in Plant Science, v. 6, 462, 2015. Disponivel em:
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00462. Acesso em: 20 jan. 2022.

LIANG, W. et al. Plant salt-tolerance mechanism: A review. Biochemical and Biophysical
Research Communications, v. 495, n. 1, p. 286-291, 2018. Disponivel em:
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.11.043. Acesso em: 28 fev. 2022.

LIMA, A.; MEIADO, M. Discontinuous hydration alters seed germination under stress of two
populations of cactus that occur in different ecosystems in Northeast Brazil. Seed Science
Research, v. 27, n. 4, p. 292-302, 2017. Disponivel em:
https://doi.org/10.1017/S0960258517000241. Acesso em: 4 jan. 2022.

LIMA, A. T. et al. Does discontinuous hydration of Senna spectabilis (DC.) H.S. lIrwin &
Barneby var. excelsa (Schrad.) H.S. Irwin & Barneby (Fabaceae) seeds confer tolerance to
water stress during seed germination? Journal of Seed Science, v. 40, n. 1, p. 36-43, 2018.
Disponivel em: https://doi.org/10.1590/2317-1545v40n1182838. Acesso em: 4 jan. 2022.

LUDWICZAK, A. et al. Osmatic stress or ionic composition: which affects the early growth
of crop species more? Agronomy, v. 11, n. 3, 435, 2021. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/agronomy11030435. Acesso em: 4 jan. 2022.

MEENA, M. et al. Regulation of L-proline biosynthesis, signal transduction, transport,
accumulation and its vital role in plants during variable environmental conditions. Heliyon, v.
5, n. 12, p. e02952, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e02952.
Acesso em: 15 jan. 2022.

NICOLAU, P. B. et al. Discontinuous hydration on the germination of Mimosa
caesalpiniifolia and Pityrocarpa moniliformis seeds under water stress. Revista Caatinga, v.


https://www.fao.org/giews/countrybrief/country.jsp?code=BRA
https://doi.org/10.1007/s11738-019-2815-z
https://doi.org/10.1016/j.envexpbot.2019.103904
https://doi.org/10.3390/ijms19051417
https://doi.org/10.3390/plants9050620
https://doi.org/10.3389/fpls.2015.00462
https://doi.org/10.1016/j.bbrc.2017.11.043
https://doi.org/10.1017/S0960258517000241
https://doi.org/10.1590/2317-1545v40n1182838
https://doi.org/10.3390/agronomy11030435
https://doi.org/10.1016/j.heliyon.2019.e02952

46

33, n. 2, p. 555-561 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1590/1983-21252020v33n228rc.
Acesso em: 24 nov. 2021.

PEREIRA, K. T. O. et al. Exogenous application of organic acids in maize seedlings under
salt stress. Brazilian Journal of Biology, v. 84, p. €250727, 2024. Disponivel em:
https://doi.org/10.1590/1519-6984.250727. Acesso em: 16 mar. 2022.

RODRIGUES, M. H. B. S. et al. Hydrogen peroxide as a mitigation of salt stress on the
germination of Myracroduon urundeuva (Allemé&o) Engl. Seeds. Scientia Forestalis, v. 49, n.
130, e3557, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.18671/scifor.v49n130.14. Acesso em: 4
jan. 2022.

ROY, S. J. et al. Plantas de cultivo resistentes ao sal. Current Opinion in Biotechnology, v.
26, p. 115-124, 2014. Disponivel em: https://doi.org/10.1016/j.copbio.2013.12.004. Acesso
em: 4 jan. 2022.

SA, F. V. S. et al. Exogenous application of phytohormones mitigates the effect of salt stress
on Carica papaya plants. Revista Brasileira de Engenharia Agricola e Ambiental, v. 24, n.
3, p. 170-175, 2020. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.1590/1807-
1929/agriambi.v24n3p170-175. Acesso em: 16 mar. 2022,

SANTOS JUNIOR, J. L. et al. Discontinuous hydration improves germination and drought
tolerance in Annona squamosa seedlings. Research, Society and Development, v. 10, n. 3,
e56710313706, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13706. Acesso em:
21 jul. 2021.

SARMENTO, E. C. S. et al. Physiological potential of sorghum seeds under discontinuous
hydration and water deficiency conditions. Revista Ciéncia Agronémica,v. 51, n. 4 ,
£20207200, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.5935/1806-6690.20200069. Acesso em:
21 de jul. 2021.

SAXENA, R. et al. Plant responses and resilience towards drought and salinity stress. Plant
Archives, v. 19, n. 2, p. 50-58, 2019. Disponivel em:
https://www.researchgate.net/publication/336718293 PLANT_RESPONSES _AND_RESILI
ENCE_TOWARDS DROUGHT_AND_SALINITY_STRESS. Acesso em: 5 jan. 2022.

SIDHU, G. P. S. et al. Tolerance and hyperaccumulation of cadmium by a wild, unpalatable
herb Coronopus didymus (L.) Sm. (Brassicaceae), Ecotoxicology and Environmental
Safety, v. 135, p. 209-215, 2017. Disponivel
em:<http://dx.doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.10.001>. Acesso em: 21 jul. 2021.

SIES, H. Hydrogen peroxide as a central redox signaling molecule in physiological oxidative
stress: oxidative eustress. Redox Biology, v. 11, p. 613-619, 2017. Disponivel em:
http://dx.doi.org/10.1016/j.redox.2016.12.035. Acesso em: 15 mar. 2022.

SILVA, H. A. et al. Salt stress differentially regulates mobilisation of carbon and nitrogen
reserves during seedling establishment of Pityrocarpa moniliformis. Plant Biology, v. 21, p.
1110-1118, 2019. Disponivel em: https://doi.org/10.1111/plb.13017. Acesso em: 15 mar.
2022.


https://doi.org/10.1590/1983-21252020v33n228rc
https://doi.org/10.1590/1519-6984.250727
https://doi.org/10.18671/scifor.v49n130.14
https://doi.org/10.1016/j.copbio.2013.12.004
http://dx.doi.org/10.1590/1807-1929/agriambi.v24n3p170-175
http://dx.doi.org/10.1590/1807-1929/agriambi.v24n3p170-175
https://doi.org/10.33448/rsd-v10i3.13706
https://doi.org/10.5935/1806-6690.20200069
https://www.researchgate.net/publication/336718293_PLANT_RESPONSES_AND_RESILIENCE_TOWARDS_DROUGHT_AND_SALINITY_STRESS
https://www.researchgate.net/publication/336718293_PLANT_RESPONSES_AND_RESILIENCE_TOWARDS_DROUGHT_AND_SALINITY_STRESS
http://dx.doi.org/10.1016/j.ecoenv.2016.10.001
http://dx.doi.org/10.1016/j.redox.2016.12.035
https://doi.org/10.1111/plb.13017

47

SINGH, P. K. et al. Effects of salt stress on physico-chemical changes in maize (Zea mays L.)
plants in response to salicylic acid. Indian Journal of Plant Sciences, v. 4, n. 1, p. 69-77,
2015. Disponivel em: https://www.cibtech.org/J-Plant-Sciences/PUBLICATIONS/2015/Vol-
4-No-1/13-JPS-DEC-016-2014-PRAMOD-EFFECTS-SALICYLIC.pdf. Acesso em: 16 mar.
2022.

SHARMA, L. et al. Plant growth-regulating molecules as thermoprotectants: functional
relevance and prospects for improving heat tolerance in food crop. Journal of Experimental
Botany, v. 71, n. 2, p. 569-594, 2020. Disponivel em: https://doi.org/10.1093/jxb/erz333.
Acesso em: 16 mar. 2022.

SHI, R. et al. Response and modeling of hybrid maize seed vigor to water deficit at different
growth stages. Water, v. 12, n. 11, 3289, 2020. Disponivel em:
https://doi.org/10.3390/w12113289. Acesso em: 15 mar. 2022.

SOOTHAR, M. K. et al. Assessment of acidic biochar on the growth, physiology and
nutrients uptake of maize (Zea Mays L.) seedlings under salinity stress. Sustainability, v. 13,
n. 6, 3150, 2021. Disponivel em: https://doi.org/10.3390/su13063150. Acesso em: 16 mar.
2022.

TAIZ, L.; ZEIGER, E.; MOLLER, I. M.; MURPHY, A. Fundamentals of plant physiology.
New York, NY: Sinauer Associates, 2018.

WAN, Q. et al. Salinity tolerance mechanism of osmotin and osmotin-like proteins: a
promising candidate for enhancing plant salt tolerance. Current Genomics, v. 18, n. 6, p.
553-556, 2017. Disponivel em: http://dx.doi.org/10.2174/138920291866617070515304 5.
Acesso em: 16 mar. 2022.

YEMM, E. W. et al. The determination of amino acid with ninhydrin. Analyst, v. 80, n. 2, p.
209-213, 1955. Disponivel em: https://doi.org/10.1039/AN9558000209. Acesso em: 17 mar.
2022.

YEMM, E. W.; WILLIS, A. J. The estimation of carbohydrates in plant extracts by anthrone.
Biochemical Journal, v. 57, n. 3, p. 508-514, 1954. Disponivel em:
https://doi.org/10.1042/bj0570508. Acesso em: 17 mar. 2022.


https://www.cibtech.org/J-Plant-Sciences/PUBLICATIONS/2015/Vol-4-No-1/13-JPS-DEC-016-2014-PRAMOD-EFFECTS-SALICYLIC.pdf
https://www.cibtech.org/J-Plant-Sciences/PUBLICATIONS/2015/Vol-4-No-1/13-JPS-DEC-016-2014-PRAMOD-EFFECTS-SALICYLIC.pdf
https://doi.org/10.1093/jxb/erz333
https://doi.org/10.3390/w12113289
https://doi.org/10.3390/su13063150
http://dx.doi.org/10.2174/138920291866617070515304%205
https://doi.org/10.1039/AN9558000209
https://doi.org/10.1042/bj0570508

48

3 CICLOS DE PRIMING COM ELICITORES DE TOLERANCIA AO ESTRESSE
SALINO EM SEMENTES DE FEIJAO-CAUPI

RESUMO

A exposicdo das sementes a agentes elicitores de tolerancia aos estresses abidticos, como 0s
fitormonios e acidos organicos, em ciclos de hidratacdo e desidratacdo pode determinar sua
resposta a um estimulo subsequente, como a exposicdo ao estresse salino. Diante disso,
objetivou-se avaliar a acdo de ciclos descontinuos de hidratacdo com diferentes agentes
elicitores do estresse salino na germinagdo, comprimento e ajuste osmotico de cultivares de
feijdo-caupi. O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado
seguindo o arranjo fatorial 2 x 7, com quatro repeticbes de 50 sementes. As sementes de
feijdo-caupi, variedades Sempre Verde e a Pingo de Ouro, foram submetidas aos seguintes
tratamentos: 0,0 mM de NacCl (controle); 100 mM de NaCl (estresse salino); estresse salino +
trés ciclos de priming (CP) das sementes em agua; estresse salino + CP em acido giberélico;
estresse salino + CP em peroxido de hidrogénio; estresse salino + CP em acido salicilico;
estresse salino + CP em acido ascérbico. As seguintes variaveis foram avaliadas: primeira
contagem de germinacdo, germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz, massa seca da parte
aérea, cotilédone e raiz, indice de tolerancia a salinidade da parte aérea e raiz, acucares
sollveis totais, aminoacidos livres totais e prolina. O estresse salino (100 mM NaCl) reduz a
germinacdo, comprimento e acumulo de biomassa das variedades de feijao-caupi, Sempre
Verde e Pingo de Ouro. Os CP com acidos giberélico e salicilico sdo os que mais favoreceram
a resposta das variedades de feijdo-caupi. Os CP com é&cidos giberélico e salicilico
promoveram maior potencial germinativo, comprimento e biomassa sob estresse salino de 100
mM NacCl, conferindo maior tolerancia pela regulacdo osmética, principalmente para a
variedade Sempre Verde.

Palavras-chave: Vigna unguiculata. Estresse abidtico. Memoria de hidratacdo. Atenuadores.
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PRIMING CYCLES WITH SALINE STRESS TOLERANCE ELICITORS IN SEEDS
OF FEIJAO-CAUPI

ABSTRACT

The exposure of seeds to elicitor agents, such as phytohormones and organic acids, in
hydration and dehydration cycles can determine their response to a subsequent stimulus, such
as exposure to saline stress. The objective of this study was to evaluate the action of priming
cycles with different salt stress-tolerance elicitors on germination, growth and osmotic
adjustment of cowpea varieties. The experiment was conducted in a completely randomized
design, following a 2 x 7 factorial arrangement, with four replicates of 50 seeds. Varieties
cowpea, Sempre Verde and Pingo de Ouro, were subjected to the following treatments: 0.0
mM of NaCl (control); 100 mM of NaCl (salt stress); salt stress + three priming cycles (PCs)
of seeds in water; salt stress + PCs in gibberellic acid; salt stress + PCs in hydrogen peroxide;
salt stress + PCs in salicylic acid; and salt stress + PCs in ascorbic acid. The following
variables were evaluated: first germination count, germination, shoot and root length, shoot,
cotyledon and root dry mass, shoot and root salinity tolerance index, total soluble sugars, total
free amino acids and proline. Salt stress (100 mM NaCl) reduces germination, growth and
biomass accumulation of cowpea, Sempre Verde and Pingo de Ouro varieties. PCs with
gibberellic and salicylic acids are the ones that most favored the response of cowpea varieties.
The PC with gibberellic and salicylic acids promoted greater germination potential, growth
and biomass under saline stress of 100 mM NaCl, conferring greater tolerance by osmotic
regulation, mainly for the Sempre Verde variety.

Keywords: Vigna unguiculata. Abiotic stress. Hydration memory. attenuators.
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3.1 INTRODUCAO

O processo de salinizacdo € um problema global, com area estimada de ~8,31-11,73
Mkm?. Isso tem causado perda de recursos provenientes do solo, com impacto negativo ao
meio ambiente, & producdo agricola, causando, consequentemente, problemas econdémicos,
socioculturais e para a saude humana. Essa problematica pode ser agravada em regides aridas
e semiaridas em virtude da taxa de evaporacao ser superior a de precipitacdo, o que favorece a
formacdo de crostas de sais nas camadas superficiais do solo (DALIAKOPOULOS et al.,
2016; HASSANI; AZAPAGIC; SHOKRI, 2021).

Dentre os sais presentes, os ions de sodio (Na*) nas camadas superficiais do solo
elevam o potencial de retencéo de agua e nutrientes, comprometendo a capacidade produtiva
do solo e inibindo a germinacéo e o crescimento das plantas em resposta a toxicidade iénica e
ao desequilibrio catidonico (LE et al., 2021; LIU et al., 2022). As culturas agronémicas
apresentam niveis distintos de tolerancia ao estresse salino, e as leguminosas toleram niveis
modestos de potencial osmético. Dentre estas, o feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.)
demonstra sensibilidade ao estresse salino desde a germinacédo, seguido do desenvolvimento
inicial de plantulas (FERREIRA et al., 2017; PRAXEDES et al., 2020).

O excesso de ions, principalmente de Na* e/ou CI7, reduz a uniformidade de
germinacédo, e sua presenca na zona radicular dificulta o estabelecimento das plantulas em
campo, devido a reducdo da capacidade das plantas em remover a agua do substrato
(FERREIRA et al., 2017; PRAXEDES et al., 2020). Além disso, a toxidez ibnica compromete
0s Orgdos reprodutivos e a producdo de sementes e/ou grdos, reduzindo o potencial
reprodutivo e a produtividade da cultura (LE et al., 2021; LOIOLA et al., 2022). Para reduzir
0 potencial osmotico celular, manter as atividades metabolicas vitais e a turgéncia celular, as
sementes e plantulas de feijdo-caupi produzem osmdlitos compativeis a fim de melhorar a
tolerancia aos estresses abioticos (ANDRADE et al., 2021; SANTOS et al., 2022).

Apesar de ser determinada geneticamente, a melhoria da toleréncia a salinidade em
plantas € uma estratégia eficaz, mas depende da capacidade da espécie em perceber 0
ambiente estressante e sinalizar os mecanismos de defesa (MIRANDA et al., 2021). Essa
tolerancia a salinidade pode ser potencializada por meio da adocdo de técnicas pré-
germinativas, como o hidropriming, que resulta na melhoria do potencial germinativo,
uniformidade de germinacdo e formacdo de plantulas mais vigorosas de feijdo-caupi
produzidas sob estresse salino (NABI et al., 2020). Quando o hidropriming é conduzido em

ciclos, supre a necessidade de 4gua que as sementes necessitam para ativar seu metabolismo.
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O inicio da hidratacdo das sementes ativa as funcdes metabdlicas energéticas, respiratorias e o
inicio da mobilizacdo de reservas. A perda de agua paralisa essas atividades e melhora a
permeabilidade das membranas, que favorece a embebicdo das sementes ap0os a retomada do
processo de hidratacdo quando a agua ficar novamente disponivel. As atividades
anteriormente iniciadas prosseguem, de forma que o crescimento embrionario seguido da
emissdo radicular promove a germinagdo, mostrando que esse pré-tratamento das sementes
pode ser eficiente para as espécies, aumentando sua tolerancia aos estresses abioticos (LIMA
et al., 2018; GONCALVES et al., 2020; NASCIMENTO et al., 2021).

A adocgdo de tratamento pré-germinativo com outros agentes elicitores de tolerancia
aos estresses abidticos, como hormdnios vegetais e &cidos organicos, tem sido relatada na
literatura nas fases iniciais de desenvolvimento das espécies vegetais com 0 objetivo de
melhorar a germinacgédo, emergéncia e formacao de plantulas. De acordo com Ali et al. (2022),
a aplicagdo exogena de acido giberélico em sementes de sorgo (Sorghum bicolor [L.]
Moench) favorece a germinagdo, 0 comprimento e os parametros fisioldgicos da planta sob
estresse salino. O acido giberélico melhora a absorcdo de agua, aumenta a plasticidade da
membrana celular, estimula a atividade da amilase e permite a conversdo de amido insoltvel
em acucares sollveis em plantulas de arroz (Oryza sativa) (LI et al., 2019; GARCIA et al.,
2021).

O priming com acido ascorbico de sementes de feijao-caupi promove a ativacdo do
mecanismo de defesa das plantulas, protegendo-as contra os danos oxidativos causados pelo
excesso de sais nas células vegetais (NUNES et al., 2019). O &cido salicilico, por sua vez, é
um fitohorménio bem conhecido como molécula sinalizadora na inducdo do sistema
defensivo das plantas aos estresses bidticos ou abidticos e que, quando embebido pelas
sementes, age como sinalizador do estresse (BARBOSA et al.,, 2019). O incremento de
enzimas antioxidantes, principalmente a catalase, e a regulacdo nos teores de Na* e ClI" nas
folhas séo relatados quando as sementes de girassol foram condicionadas com peréxido de
hidrogénio, aumentando a tolerancia da espécie ao estresse salino (SILVA et al., 2022).

A hipétese da pesquisa € de que os ciclos de priming com elicitores de tolerancia ao
estresse podem mitigar o estresse salino em variedades de feijdo-caupi. Assim, objetivou-se
avaliar, por meio de avaliacdes fisiologicas e bioquimicas, a acdo de ciclos de priming com

diferentes agentes elicitores de tolerancia ao estresse salino em sementes de feijdo-caupi.

3.2 MATERIAL E METODOS
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O experimento foi conduzido de novembro de 2019 a fevereiro de 2020 no
Laboratdrio de Analise de Sementes, pertencente ao Departamento de Ciéncias Agrondmicas
e Florestais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossor6/RN, Brasil
(5°11° S e 37°20° W, e 18 m altitude).

As variedades de feijdo-caupi utilizadas foram as de habito de crescimento
indeterminado Sempre Verde e Pingo de Ouro da safra 2019, provenientes de colecfes de
Guardides de Sementes Crioulas existentes nas comunidades rurais no municipio de
Caraubas, Rio Grande do Norte, Brasil. Apos o recebimento, as sementes foram armazenadas
em ambiente controlado (16-18 °C e 40% de umidade relativa) durante toda a fase
experimental. A Sempre Verde de grdos marrom-claro-esverdeada é amplamente cultivada na
Regido Nordeste por apresentar ciclo precoce, de 68 dias e produtividade média de 1022
kg/ha em regime de sequeiro e de 1.782 kg/ha irrigado. Pingo de ouro é uma variedade
semiprecoce cultivada no nordeste brasileiro, com ciclo de até 80 dias e produtividade média
de 636,9 kg/ha de gréos verdes.

Inicialmente, quantificou-se o teor de 4gua das sementes pelo método da estufa a 105
+ 3 °C por 24 horas (BRASIL, 2009), utilizando-se duas repeti¢bes de 4,5 £ 0,5 g. O teor de
agua foi calculado com base na massa Umida e expresso em porcentagem.

A curva de embebicéo foi realizada com duas repeticbes de 50 sementes, que foram
pesadas em balanca analitica digital (0,001 g) antes da embebicdo e ap6s cada intervalo de
tempo previamente determinado, até a emissdo da raiz primaria. A embebicdo foi realizada
pelo método de imersdo em agua com as sementes dispostas em Becker contendo 100 mL de
agua destilada a 25 °C. Inicialmente, os intervalos de pesagem aconteceram a cada hora
durante oito horas de embebicdo; em seguida, pesou-se a cada duas horas até completar trinta
e duas horas de embebicdo, quando houve a protrusdo da raiz primaria em 50% das sementes

de cada repetigéo (Figura 1).
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Figura 1. Curva de embebicdo de sementes de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.),
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, pelo método de imersdo em agua a 25 °C. Inicio
da emissdo radicular (ER). Fonte: Elaborada pela autora.

Durante a embebicdo das sementes, o ganho de peso foi calculado de acordo com a
férmula proposta por Cromarty; Ellis; Roberts (1985): % Ganho de peso = [(Pf — Pi)/Pi] x
100, em que Pf: peso final (ganho de umidade a cada periodo de embebicdo) e Pi: peso inicial
das sementes antes da embebicao.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
seguindo o arranjo fatorial 2 x 7, com quatro repeticdes de 50 sementes. Os tratamentos foram
constituidos de duas variedades de feijdo (Sempre Verde e Pingo de Ouro) e sete combinacdes
de ciclos de priming (CP) com elicitores de tolerancia ao estresse salino: T1 — 0,0 mM de
NaCl (controle) sem CP; T2 — 100 mM de NaCl (estresse salino); T3 — trés ciclos priming
(CP) das sementes com agua destilada + estresse salino; T4 — CP com acido giberélico — 50
UM (AG3) + estresse salino; T5 — CP com peroxido de hidrogénio — 5 mM (H.0z) + estresse
salino; T6 — CP com é&cido salicilico — 50 uM (AS) + estresse salino e T7 - CP com acido
ascorbico — 50 UM (ASC) + estresse salino (Tabela 1).

Tabela 1. Condutividade elétrica (CE) das solugbes utilizadas nos ciclos de priming em
feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp,), variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro.

Solucoes CE (uSm?)a25°C
Agua destilada 4,13
50 UM de &cido giberélico 14,25
5 mM de peroxido de hidrogénio 4,17
50 uM de &cido salicilico 14,96
50 uM de &cido ascorbico 9,40

Fonte: Elaborada pela autora.
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Os CP foram definidos de acordo com os dados obtidos na curva de embebicéo, ao
passo que as concentracdes salina e dos agentes elicitores de tolerancia foram obtidas com
base em testes preliminares. O processo de hidratacdo foi conduzido em 50 ml do agente
elicitor a cada ciclo, em copos descartaveis contendo 100 sementes por trinta minutos em
camara de germinacdo a 25 °C no escuro. Posteriormente, as sementes foram secas e
sobrepostas em papel toalha e o processo de desidratagdo ocorreu por doze horas de
desidratacdo, por trés ciclos. A secagem foi realizada em temperatura e umidade relativa
ambiente média de 29,5+0,7 °C e umidade relativa de 67+5%, respectivamente, obtidos por
Termo-higrometro digital Jprolab®. Ao final dos CP, as sementes apresentaram teor de agua
em torno de 30%.

Posteriormente aos CP, as sementes foram semeadas em substrato tipo papel na forma
de rolo, previamente umedecido com agua destilada (0,0 mM - controle) e agua salina nos
demais tratamentos a 100 mM, obtida pela dissolucdo de cloreto de sodio (NaCl),
correspondente a 5,84 g L. Os rolos foram incubados em germinador sob a temperatura de
25 °C (BRASIL, 2009). As avaliacbes da primeira contagem de germinacdo (PCG) e de
germinacdo (G) foram realizadas aos cinco e oito dias, respectivamente, ap0s a semeadura
(BRASIL, 2009).

Os comprimentos da parte aérea (CPA) e raiz (CR) das plantulas normais foram
aferidos no final do teste de germinacdo. Os comprimentos da parte aérea (medido do colo ao
apice da plantula) e da raiz priméaria (medida da base do colo a extremidade da raiz) foram
mensurados com auxilio de uma régua graduada em centimetros. Apds as mensuracdes de
comprimento, as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel tipo kraft e postas para
secar em estufa de circulagdo de ar forcado, a 65 °C até a obtencdo de peso constante.
Posteriormente, foram pesadas em balanca de precisdo para a obtencdo da massa seca dos
cotilédones (MSCOT), da parte aérea (MSPA) e da raiz (MSR).

Com os resultados de massa seca (MS) da parte aérea e raiz, foram calculadas as
percentagens particionadas entre os 6rgdos vegetativos e o indice de tolerdncia a salinidade da
parte aérea e raiz, comparando-se 0s dados dos tratamentos salinos com os do controle (CE=
4,13 uSmt a 25 °C). A classificagdo da tolerancia foi realizada com base na perda de
biomassa em quatro niveis: T (tolerante; 0-20%), MT (moderadamente tolerante; 21-40%),
MS (moderadamente sensivel; 41-60%) e S (sensivel; >60%), por meio da Equacao adaptada
de Fageria, Soares e Gheyi (2010):
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IT(%) = MS do tratamento salino < 100
%/~ MS do tratamento controle

Os agUcares soluveis totais (AST) foram obtidos a partir da massa fresca das plantulas.
No momento da extracdo, o material foi macerado com auxilio de cadinho e pistilo em
nitrogénio liquido. Em seguida, foram pesados 0,2 g em triplicata e acondicionados em tubos
rosqueados do tipo Eppendorf. Feito isso, foi adicionado 1 mL de alcool 80%, e as amostras
foram colocadas em banho-maria a 60 °C por 20 min. O material foi submetido a centrifuga
refrigerada a 4 °C por 10 minutos a 10 RPM (processo realizado trés vezes), e 0 sobrenadante
foi coletado para quantificacdo dos agucares. A dosagem de agUcares sollveis totais foi
mensurada pela absorbancia em 620 nm pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954),
tendo a glucose como substancia padrdo e os resultados expressos em pumol de GLU g de
massa fresca.

Na determinacdo de aminoécidos livres totais (AA), o sobrenadante obtido no
processo de extracao foi utilizado para a quantificacdo dos teores de aminoacidos. Para isso,
aplicou-se o método da nihidrina &cida com a medicdo da absorbancia a 570 nm (YEMM et
al., 1955), tendo a glicina como substancia padrdo e os resultados expressos em umol GLI gt
de massa fresca.

A determinacdo de prolina (PRO) obedeceu a metodologia descrita por Bates et al.
(1973). As concentracdes de prolina foram determinadas com base na curva padréo obtida a
partir de L-Prolina, medindo a absorbancia em 520 nm. Os resultados foram expressos em
umol PRO g de massa fresca.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia (teste F), e as meédias dos
tratamentos pré-germinativos dentro de cada variedade foram comparadas pelo teste Scott-
Knott ao nivel de 5% de probabilidade, ao passo que as médias das variedades dentro de cada
tratamento foram comparadas pelo teste T Student ao nivel de 5% de probabilidade. As
analises estatisticas foram realizadas com auxilio do programa computacional Sistema para
Analise de Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2019).

3.3 RESULTADOS

A interacdo entre as variedades de feijdo-caupi e os tratamentos pré-germinativos foi
significativa para a primeira contagem de germinacdo, germinacdo, comprimento da parte

aérea e comprimento da raiz (p < 0,01) (Figura 2).
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Figura 2. Médias da primeira contagem de germinacao (PCG), germinacédo (G), comprimento
da parte aérea (CPA), comprimento da raiz (CR) de plantulas de feijdo-caupi (Vigna
unguiculata L. Walp.), variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, submetidas a elicitores de
tolerancia ao estresse salino em trés ciclos de priming (CP). Agua (H20), &cido giberélico
(AG3), perdxido de hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias
seguidas da mesma letra minuscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (variedades) ndo diferem entre si pelo teste
T Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

O estresse salino sem CP reduziu em 56 e 43 pontos percentuais a primeira contagem
de germinacdo das variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, respectivamente, na
comparacgdo ao controle. Os CP nos elicitores de tolerancia melhoraram a primeira contagem
de germinacdo para a variedade Sempre Verde em relacdo ao estresse salino sem PC, mas 0s
PC com é&cido giberélico e salicilico aumentaram em 30 e 27 pontos percentuais,
respectivamente (Figura 2A). Na variedade Pingo de Ouro, os CP nos elicitores de tolerancia
favoreceram o aumento de plantulas germinadas na primeira contagem de germinacdo, no
entanto os CP com &cido salicilo promoveram melhores resultados, em 24 pontos percentuais
quando comparados ao estresse salino sem CP.

O estresse salino sem CP afetou o potencial germinativo das variedades Sempre Verde

e Pingo de Ouro em 67 e 73 pontos percentuais, respectivamente (Figura 2B). Os CP nos
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elicitores de tolerancia melhoraram a germinagdo em relacdo ao estresse salino sem CP,
porém estes com &cido salicilico promoveram maior nimero de plantulas germinadas,
correspondendo a 71% para a variedade Sempre Verde e 40% para a variedade Pingo de
Ouro. As melhores geminacGes ocorreram para a variedade Sempre Verde, ndo havendo
diferenca estatistica entre as variedades somente na condi¢do de estresse salino sem CP e
quando estes foram conduzidos com &cido ascorbico.

O comprimento da parte aérea de plantulas das variedades Sempre Verde e Pingo de
Ouro foram reduzidas em 77,6 e 70,8%, respectivamente, quando as sementes foram
semeadas em estresse salino sem CP nos elicitores de tolerancia (Figura 3). Na variedade
Sempre Verde, os CP nos elicitores de tolerancia promoveram maior comprimento do CPA,
com destaque para o CP com acido giberélico em condicdo salina, com ganhos de 164%, em
relacdo ao estresse salino sem CP (Figura 2C). Na variedade Pingo de Ouro, os PC nos
elicitores de tolerdncia também promoveram ganhos no CPA de plantulas, exceto para PC
com é&cido ascorbico, nao diferindo do estresse salino sem CP (Figura 2C). Para essa
variedade, os CP com &cido giberélico promoveram maior CPA (137%), quando comparados
a condigdo de estresse salino sem CP, n&o diferindo estatisticamente da Sempre Verde (Figura
2C).

Sempre Verde Pingo de Ouro

H,0 50 pM 5 mM sopM 50 M H,0 50 pM 5 mM 50 uM 50 uM
AG; H,0, AS ASC AG; H,0, AS ASC
Controle 100 mM de NaCl Controle 100 mM de NaCl

Figura 3. Aspectos morfologicos de plantulas de feijdo-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.),
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, submetidas a elicitores de tolerancia ao estresse
salino em trés ciclos de priming. Agua (H20), acido giberélico (AG3), peroxido de hidrogénio
(H20>), &cido salicilico (AS), acido ascdrbico (ASC). Fonte: Acervo da pesquisa.

O estresse salino sem CP reduziu o CR das variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro
em 21 e 31,1%, respectivamente (Figura 2D). Para a variedade Sempre Verde, os CP com

acido salicilico promoveram o CR em 19,2% quando comparado ao estresse salino sem PC
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(Figura 2D). Na variedade Pingo de Ouro, os CP com &cido salicilico favoreceram o CR em
10,4%, ao passo que os CP com &cido ascorbico favoreceram em 14,2%, ndo diferindo da
Sempre Verde, quando comparados ao estresse salino sem CP.

A interacdo entre as variedades de feijdo-caupi e os tratamentos pré-germinativos foi
significativa (p < 0,01) para a massa seca dos cotilédones, massa seca da parte aérea e massa

seca da raiz (Figura 4).
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Figura 4. Médias da massa seca dos cotilédones (MSCOT), massa seca da parte aérea
(MSPA) e massa seca da raiz (MSR) de plantulas feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.),
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, submetidos a elicitores de tolerancia ao estresse
salino em trés ciclos de priming (CP). Agua (H20), &cido giberélico (AGs), peroxido de
hidrogénio (H20-), &cido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias seguidas da mesma
letra minuscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e de mesma letra mailscula (variedades) ndo diferem entre si pelo teste T
Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

Todos os tratamentos salinos reduziram o consumo de reservas dos cotilédones para
ambas as variedades. A Sempre Verde obteve média de 71,28 mg.plantula* de MSCOT,

exceto nos CP com 4cido salicilico, que obteve 48,2 mg. plantula™ de MSCOT. Para Pingo de
Ouro, o resultado médio foi de 107,85 mg.plantula* de MSCOT (Figura 4A).
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Para a massa seca da parte aérea, 0 estresse salino sem CP promoveu reducédo de 31,7
e 63,2% para as variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, respectivamente. Para a Sempre
Verde, os CP com &cido salicilico promoveram resultados semelhantes ao controle, com
ganho de 45,7% quando comparados ao estresse salino sem CP (Figura 4B). Em
contrapartida, somente nos CP com agua para a variedade Pingo de Ouro a massa seca da
parte aérea ndo obteve resposta distinta em relacdo ao estresse salino sem CP. Para essa
variedade, a massa seca da parte aérea foi superior em média 60,4% nos CP com &cido
giberélico, CP com perdxido de hidrogénio, CP com &cido salicilico e CP com acido
ascorbico.

O acumulo de massa seca da raiz foi afetado quando as sementes foram submetidas ao
estresse salino sem PC em 52,5 e 54,2%, em relac¢&o ao controle nas variedades Sempre Verde
e Pingo de Ouro, respectivamente (Figura 4C). Os CP nos elicitores de tolerancia favoreceram
a massa seca da raiz da Sempre Verde, com destaque para os CP em acido salicilico, com
incremento de 78,1% em comparacao ao estresse salino sem CP. Para essa variedade, 0 menor
acumulo de massa seca da raiz (62,1%) ocorreu para os CP em &cido giberélico. Resultado
semelhante foi obtido na variedade Pingo de Ouro. Os CP com acido giberélico ndo
promoveram ganhos na massa seca da raiz em comparacao a condicdo de estresse salino sem
CP. No entanto, os CP com acido salicilico e CP com &cido ascorbico resultaram em maior
acumulo de massa seca da raiz em 59,6 e 45,9%, respectivamente, quando comparados ao
estresse salino sem CP.

A interacdo entre as variedades de feijdo-caupi e os tratamentos pré-germinativos foi
significativa (p < 0,01) para o indice de tolerdncia a salinidade da parte aérea e raiz (Figura 5).
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Figura 5. Indice de tolerancia a salinidade da parte aérea (ITSPA) e raiz (ITSR) de plantulas
de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.), variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro,
submetidos a elicitores de tolerancia ao estresse salino em trés ciclos de priming (CP). Agua
(H20), acido giberélico (AGs), peroxido de hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), acido
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ascorbico (ASC). Médias seguidas da mesma letra minuscula (tratamentos) ndo diferem entre
si pelo teste Scott-Knott a 5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (variedades) nao
diferem entre si pelo teste T Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

Em relacdo ao ITSPA, verifica-se que a Sempre Verde é moderadamente tolerante
(60% < ITS < 80%) a salinidade de 100 mM de NaCl, ao passo que Pingo de Ouro é sensivel
(ITS < 40%) (Figura 5A). Apbs os CP com &cido salicilico e CP com acido ascorbico, a
Sempre Verde passa a ser tolerante (ITS > 80%). Pingo de Ouro obteve resultados inferiores
de ITSPA em comparagdo com Sempre Verde, no entanto, apdés os CP nos elicitores de
tolerancia, passou a ser moderadamente sensivel a salinidade (40% < ITS < 60%). O ITSR foi
reduzido quando as sementes foram semeadas em condicao de estresse salino sem CP para as
duas variedades. As variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro passaram de moderadamente
sensivel a salinidade (40% < ITS < 60%) para moderadamente tolerante (60% < ITS < 80%)
apos CP com &cido salicilico e CP com acido ascorbico.

A interacdo entre variedades de feijao-caupi e os tratamentos pré-germinativos foi
significativa para a quantificacdo de acuUcares solUveis totais (p < 0,01), aminoacidos (p <
0,01) e prolina (p < 0,05) (Figura 6).
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Figura 6. Testes de média para a quantificacdo de acUcares sollveis totais (AST),
aminoéacidos (AA) e prolina (PRO) de plantulas de feijao-caupi (Vigna unguiculata L. Walp.),
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, submetidas a elicitores de tolerancia ao estresse
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salino em trés ciclos de priming (CP). Agua (H:0), acido giberélico (AGs), perdxido de
hidrogénio (H205), &cido salicilico (AS), acido ascérbico (ASC). Médias seguidas da mesma
letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e de mesma letra mailscula (variedades) ndo diferem entre si pelo teste T
Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

Os maiores teores de agucares solUveis totais (AST) ocorreram no controle para a
Sempre Verde, e ap6s o estresse salino sem CP houve reducgédo de 12,4%. Os CP com acido
giberélico e CP com &cido ascérbico resultaram em aumento do acimulo de agucares para
essa variedade, resultado semelhante ao controle (Figura 6A). Quando a Sempre Verde foi
submetida aos CP com &cido salicilico, o acumulo de agucares foi reduzido em 23,4% em
comparacdo ao controle. Na variedade Pingo de Ouro, verifica-se reducdo do acumulo de
acucares de 45,6% em relacdo ao controle. Os CP com peroxido de hidrogénio promoveram
maior acimulo de acUcares do que a condicéo controle; por outro lado, os CP com &gua e CP
com &cido salicilico reduziram em 44,1% e 36,4%, respectivamente.

A concentragdo de aminoacidos foi reduzida quando as variedades de feijdo-caupi
foram submetidas ao estresse salino sem CP em 20 e 28,2% para as variedades Sempre Verde
e Pingo de Ouro, respectivamente (Figura 6B). Na Sempre Verde, os CP com &cido ascérbico
promoveram maior concentracdo de aminoacidos (25%) na comparagdo ao estresse salino sem
CP, além de ndo diferir do controle. Na variedade Pingo de Ouro, os CP com acido giberélico
e CP com peroxido de hidrogénio favoreceram a concentracdo de aminoacidos, obtendo
resultados semelhantes ao controle. As menores concentracdes de aminoacidos para Pingo de
Ouro ocorreram nos CP com é&gua (34,2%) e CP com &cido ascorbico (33,9%), quando
comparados ao controle.

Em relacdo a concentracdo de prolina, verifica-se reducdo de 18,9 e 12,2% para as
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, respectivamente, quando submetidas ao estresse
salino sem CP (Figura 6C). Os CP nos elicitores de tolerdncia favorecem o aumento da
concentracdo de prolina, com destaque para os CP com &cido giberélico na Sempre Verde,
com aumento de 83,3% quando comparados ao estresse salino sem CP. Os CP com acido
salicilico reduziram a concentracdo de prolina, ndo diferendo do estresse salino. Os CP com
acido giberélico promoveram o aumento na concentracdo de prolina para Pingo de Ouro em
34,5%, seguida do perdxido de hidrogénio, com ganho de 16,7%, em comparagdo ao estresse
salino sem CP. Os demais elicitores de tolerancia resultaram em concentracdo de prolina

semelhante ao estresse salino sem CP para essa variedade.

3.4 DISCUSSAO
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Os parametros fisiolégicos de plantulas de feijdo-caupi, variedades Sempre Verde e
Pingo de Ouro, diminuiram significativamente sob estresse salino de 100 mM NaCl sem CP
em comparacgédo ao controle. A diferenca na primeira contagem e na germinagédo final obtida
entre as duas variedades para o tratamento controle esta relacionada as caracteristicas
fenotipicas de cada variedade, principalmente a Pingo de Ouro, que apresentou maior
potencial germinativo em condicdes ideias de temperatura substrato, luminosidade.

Esse resultado na germinacdo para a Pingo de Ouro é semelhante aos obtidos por
Dutra et al. (2007), para quem a germinagdo foi elevada em condigdes ideais. No entanto, essa
diferenca ndo afeta a resposta das variedades sob estresse salino de 100 mM NaCl, com
reducdo do numero de plantulas normais germinadas na primeira contagem e se estendeu até a
germinacdo final. Fato semelhante também ocorre para essa mesma variedade, cujo estresse
salino de 8,0 dSm* reduziu a germinacéo (SA et al., 2016). Em contrapartida, Loiola et al.
(2022) verificaram que o estresse salino de 4,5 dSm favoreceu o aumento da germinagéo
para as duas variedades deste trabalho e reforca que uma salinidade mais elevada afeta a
germinacéo do feijao-caupi.

Outros parametros confirmam o efeito do estresse salino nas variedades de feijéo-
caupi, como a reducdo do comprimento das plantulas, tanto da parte aérea quanto da raiz, o
que se refletiu na reducdo de biomassa das plantulas sob estresse salino de 100 mM NaCl. O
efeito supressor do estresse salino ocorre em resposta ao excesso de ions de Na* e CI,
causador de toxidez as células vegetais e que estd associado a reducdo dos niveis de
fitohormdnios produzidos pelas plantas, sendo responsaveis por mediar as respostas de defesa
(VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016).

O estresse salino causa inativacdo de genes relacionados a producéo de giberelina,
horménio vegetal responsavel por promover a germinacdo e favorecer o crescimento das
plantulas (LIU et al., 2018). Este fato justifica a reducdo da germinacao e o comprimento das
variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro. Em trabalho conduzido por Praxedes et al. (2020),
0 aumento da salinidade (5,5 dSm™), apesar de ndo ter reduzido o potencial germinativo,
afetou os parédmetros de crescimento de plantulas nas variedades Sempre Verde e Pingo de
Ouro. Portanto, o comprimento inicial do feijdo-caupi é afetado sob estresse salino e,
consequentemente, o estande resultara em desuniformidade e poderd comprometer o
desenvolvimento da cultura.

A aplicacdo de agente elicitor de tolerancia ao estresse salino em CP reduziu os

parametros fisiologicos de plantulas de feijdo-caupi, variedades Sempre Verde e Pingo de
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Ouro, sob estresse salino de 100 mM, quando comparados ao controle. No entanto, ao
comparar os resultados obtidos nos CP com elicitores de tolerancia ao estresse salino com 0s
do estresse salino sem CP, verifica-se aumento na resposta das variedades de feijéo-caupi.
Diante disso, constata-se que ha indicativo de que os elicitores de tolerancia ao estresse salino
promoveram a aclimatacdo das variedades de feijdo-caupi. Sendo assim, a resposta adotada
foi varidvel de acordo com a variedade, com o agente elicitor e com a varidvel analisada.

Os CP com agua favorecem a germinacao e desenvolvimento inicial de plantulas de
especies agronémicas e florestais de ocorréncia no ecossistema Caatinga sob estresse hidrico
conforme na literatura (SARMENTO et al., 2020; NICOLAU et al., 2020; LIMA et al., 2018).
De fato, os resultados obtidos para as variedades de feijdo-caupi sob estresse salino reafirmam
essa constatacdo pelo aumento do potencial germinativo verificado desde a primeira contagem
de germinacdo, seguido do aumento da parte aérea, da massa seca total e pelo indice de
tolerdncia da raiz. Isso indica que ocorreu aquisicdo de toleréncia pelas variedades sob
estresse salino apds os CP com agua, principalmente da Sempre Verde. Essa resposta pode ter
sido influenciada pelo aumento da hidratacdo dos tecidos, que favoreceu a embebicdo das
sementes, assim como pode ter sido beneficiada pelos periodos de secagem que promovem o
estresse prévio e aclimatacdo das plantas (SARMENTO et al., 2020; NASCIMENTO et al.,
2021), germinando diante do novo estresse (salino). Esse comportamento é possivel
principalmente para as espécies tolerantes a dessecacdo, como é o caso do feijdo-caupi
(OLIVEIRA et al., 2015).

Os resultados da homeostase demonstram que ndo ha diferenga entre o estresse salino
sem CP e com CP com agua na quantificagdo de aclUcares e aminoacidos para as duas
variedades. O aumento da producdo de prolina € uma resposta das plantas ao estresse, 0 que
foi verificado para a Sempre Verde nos CP com agua, conferindo maior tolerancia ao estresse
salino. Pingo de Ouro pode ter utilizado outra estratégia para se aclimatar ao excesso de sais,
aumentando a producdo de H2O2, que em excesso pode causar a morte celular. A fim de
manter seu metabolismo ativo, as plantas tendem a produzir enzimas antioxidantes
[superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e peroxidase (POD)] (ALI et al., 2021). Essa
resposta favorece a germinacgéo e a retomada do crescimento das plantulas porque catalisa a
quebra de H202 em H20 e O, corroborando com os resultados obtidos por Aradjo et al. (2017)
em variedades de feijdo-caupi.

Os CP com éacido giberélico se destacaram na promocao da germinagdo, comprimento
e reducdo dos efeitos negativos do estresse salino nas plantulas de feijdo-caupi. O priming

com acido giberélico em sementes de feijdo-caupi ja foi relatado na literatura, e os resultados
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demonstram que esse hormonio vegetal promove alteragdes morfoldgicas na arquitetura das
plantulas, pois favoreceu o aumento da estatura do hipocétilo e do epicétilo (SOUZA et al.,
2010). O aumento no CPA nas variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro com CP com acido
giberélico pode ter ocorrido em resposta a melhoria na capacidade de osmorregulacdo pelo
acumulo de solutos compativeis nas variedades de feijao-caupi que mantém a integridade das
membranas por meio da prevenc¢do da peroxidacao lipidica, reduzindo os efeitos das espécies
reativas de oxigénio produzidas sob estresse (MIRI et al., 2021).

Dentre os osmoprotetores quantificados para nas variedades de feijao-caupi, verifica-
se que os CP com &cido giberélico, quando comparados ao estresse salino sem CP,
promoveram maior teor de agucares e prolina nas variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro e
de outros aminoacidos para Pingo de Ouro. A osmorregulacdo promovida pelo acido
giberélico causa reducdo do potencial hidrico nas plantulas de feijao-caupi, garantindo a
retomada da absorcio de agua e prevenindo a desidratacio dos tecidos (ARAUJO et al.,
2017). Pingo de Ouro se mostrou menos tolerante ao estresse salino de 100 mM NaCl. No
entanto, com os CP com acido giberélico, foi essa a variedade que mais produziu
osmoprotetores, 0 que mostra a tentativa de se aclimatar ao estresse salino.

Os CP com perdxido de hidrogénio sob estresse salino resultaram em germinacgdo
superior ao estresse salino em ambas as variedades de feijdo-caupi. A Sempre Verde se
destacou com germinacdo acima de 70%, além de promover maior comprimento de parte
aérea e raiz do que Pingo de Ouro. O perdxido de hidrogénio ativa mecanismos fisioldgicos
que aumentam a toleréncia das plantas ao estresse salino, a partir da reducéo de ions de Na* e
Cl- nas folhas. Isso permite a manutencdo da translocacao e absorc¢ao de nutrientes para que a
germinacdo ocorra em resposta a reducdo dos danos oxidativos pelo aumento da atividade
enzimatica (SILVA et al., 2022).

Os CP com é&cido salicilico promoveram aumento expressivo de plantulas normais
germinadas na contagem final para as variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro sob estresse
salino sem CP. A atuacdo desse fitohormdnio pode ser explicada pela regulacdo na resposta
de defesa das plantas, relacionada com a ativacdo e inativagdo de genes ligados a biossintese
de giberelinas (crosstalk), que antes foram desativadas pela presenca de sais e séo reativadas
com a aplicacdo do acido salicilico (VERMA; RAVINDRAN; KUMAR, 2016; LIU et al.,
2018; LIU et al., 2022).

Os CP com &cido salicilico promoveram o comprimento radicular sob estresse salino
nas variedades Sempre Verde e Pingo de Ouro, resultado que possivelmente se deve a reducéo

do acumulo de Na* intracelular promovido pelo acido salicilico, o que favorece o equilibrio
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ibnico (Na*/K*), motivo da retomada do comprimento, principalmente radicular (LIU et al.,
2022). Em trabalho conduzido por Aradjo et al. (2018) com sementes de feijdo-caupi,
verificou-se que o priming com acido salicilico favoreceu a tolerancia ao estresse osmotico
durante a germinacéo e estagios de crescimento inicial das plantulas.

Os resultados da homeostase pelo acimulo de osmoprotetores demonstram que os CP
com 4acido salicilico ndo foram responsaveis pela maior tolerdncia da Sempre Verde. A
estratéegia adotada pela Sempre Verde foi de remobilizacdo das reservas presentes nos
cotilédones, o que favoreceu o comprimento de plantulas e maior acimulo de massa seca da
parte aérea e na raiz quando sdo produzidas sob estresse salino de 100 mM NaCl, conferindo
maior tolerancia. Na variedade Pingo de Ouro, os CP com elicitores de tolerancia ao estresse
ndo proveram a remobilizagdo das reservas cotiledonares, possivelmente tendo influenciado
na menor tolerancia desta variedade ao estresse salino de 100 mM NaCl quando comparada a
variedade Sempre Verde.

O CP com &cido ascérbico permitiu desenvolvimento mais vigoroso das variedades de
feijdo-caupi sob estresse salino em reposta a regulacdo da homeostase celular (CHEN et al.,
2021) pelo acumulo de acucares e, principalmente, aminoacidos. Esse resultado é perceptivel
pela maior germinacdo, comprimento radicular e da massa seca da parte aérea em ambas as
variedades, sobretudo para a Sempre Verde, em virtude do maior comprimento da parte aérea.
A producao de osmoprotetores como 0s agucares e aminoacidos, em conjunto com a reducéo
dos danos as membranas citoplasmaticas ocasionados pelo estresse oxidativo apds os CP com
acido ascoérbico, contribuiram para que as variedades de feijdo-caupi respondessem
positivamente sob estresse salino (NUNES et al., 2019).

A aquisicdo de tolerdncia pelas variedades de feijdo-caupi, em sua maioria, foi
possivel devido a homeostase osmotica pelo acumulo de solutos compativeis com o
metabolismo das plantas, mas outras estratégias podem ser adotadas pelas plantas, como
mostram os resultados para as variedades de feijdo-caupi. As diferentes respostas denotam a
importancia dos estudos sobre a acdo de agentes elicitores de tolerancia aos estresses na
morfofisiologia e metabolismo vegetal. O conhecimento sobre a aquisi¢do de tolerancia é
importante para essa espécie por ser semeada diretamente em campo e nem sempre encontrar
condi¢bes ambientais favoraveis a germinacdo e ao desenvolvimento inicial de plantulas,

sobretudo restri¢des hidricas causadas pelo excesso de sais no solo.

3.5 CONCLUSOES
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O estresse salino (100 mM NaCl) reduz a germinacdo, comprimento e acumulo de
biomassa das variedades de feijdo-caupi, Sempre Verde e Pingo de Ouro. Os CP com &cidos
giberélico e salicilico promoveram maior potencial germinativo, comprimento e biomassa sob
estresse salino de 100 mM NaCl, conferindo maior tolerancia gracas a regulacdo osmotica,

principalmente para a variedade Sempre Verde.
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4 CICLOS DE PRIMING COM ELICITORES DE TOLERANCIA AO ESTRESSE
SALINO EM SEMENTES DE Mimosa caesalpiniifolia E Pityrocarpa moniliformis

RESUMO

A exposicdo das sementes a ciclos de priming com elicitores de tolerancia pode favorecer a
sobrevivéncia das espécies em condicdo de estresse salino. Dessa forma, objetivou-se avaliar
a acdo de ciclos de priming com diferentes agentes elicitores de tolerancia ao estresse salino
em sementes de Mimosa caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis. O experimento foi
conduzido em delineamento inteiramente casualizado seguindo o arranjo fatorial 2 x 12, com
quatro repeticdes de 30 sementes. As sementes das espécies florestais foram submetidas aos
sequintes tratamentos: 0,0 mM de NaCl (controle); 200 mM de NaCl (estresse salino);
estresse salino + 1 ciclo de priming das sementes com agua; estresse salino + 1 ciclo de
priming com &cido giberélico; estresse salino + 1 ciclo priming com peroxido de hidrogénio;
estresse salino + 1 ciclo de priming com &cido salicilico; estresse salino + 1 ciclo priming em
acido ascorbico; estresse salino + 2 ciclos de priming das sementes com &gua; estresse salino
+ 2 ciclos de priming com acido giberélico; estresse salino + 2 ciclos de priming com
peroxido de hidrogénio; estresse salino + 2 ciclos de priming com &cido salicilico; estresse
salino + 2 ciclos de priming com &cido ascorbico. O estresse salino (200 mM de NacCl)
reduziu a germinagdo, comprimento e acimulo de biomassa em plantulas das espécies, sendo
a P. moniliformis mais tolerante que a M. caesalpiniifolia. Os ciclos de priming promoveram
maior tolerdncia da M. caesalpiniifolia em condicdo de salinidade, que passou de
moderadamente sensivel para moderadamente tolerante a salinidade quando submetidas a 1
ciclo de priming com acido salicilico e 2 ciclos de priming em acido giberélico. As tolerancias
de P. moniliformis e M. caesalpiniifolia ao estresse salino sdo melhores com 1 ciclo de
priming em 4gua e 2 ciclos de priming com &cido giberélico, respectivamente.

Palavras-chave: Caatinga. Atenuadores. Salinidade. Mem@ria hidrica.
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PRIMING CYCLES WITH SALINE STRESS TOLERANCE ELICITORS IN SEEDS
OF Mimosa caesalpiniifolia AND Pityrocarpa moniliformis

ABSTRACT

Seed exposure to priming cycles with elicitors may favor the survival of species under salt-
stress conditions. The objective of this study was to evaluate the effects of priming cycles
with different salt stress elicitors on germination, initial growth, and osmotic adjustment in
two Brazilian forest species. The experiment was carried out in a completely randomized
design, following a 2 x 12 factorial arrangement with four replicates of 30 seeds. Seeds of the
species Mimosa caesalpiniifolia and Pityrocarpa moniliformis were subjected to the
following treatments: 0.0 mM NaCl (control); 200 mM NaCl (salt stress); salt stress + one
priming cycle with water; salt stress + one priming cycle with gibberellic acid; salt stress +
one priming cycle with hydrogen peroxide; salt stress + one priming cycle with salicylic acid,;
salt stress + one priming cycle with ascorbic acid; salt stress + two priming cycles with water;
salt stress + two priming cycles with gibberellic acid; salt stress + two priming cycles with
hydrogen peroxide; salt stress + two priming cycles with salicylic acid; and salt stress + two
priming cycles with ascorbic acid. Salt stress (200 mM NaCl) reduced germination, growth
and biomass accumulation in the seedlings of the two species, with P. moniliformis being
more tolerant than M. caesalpiniifolia. The priming cycles promoted greater tolerance of M.
caesalpiniifolia in salinity conditions, which changed from moderately sensitive to moderately
tolerant to salinity when submitted to 1 cycle of priming with salicylic acid and 2 cycles of
priming in gibberellic acid. The tolerances of P. moniliformis and M. caesalpiniifolia to salt
stress are better with 1 cycle of priming in water and 2 cycles of priming with gibberellic acid,
respectively.

Keywords: Caatinga. Attenuators. Salinity. Water memory.
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4.1 INTRODUCAO

As baixas precipitacdes e intensa evapotranspiracdo das regides aridas e semiaridas
favorece a intensificacdo do processo de salinizacdo do solo, transformando estas areas
inadequadas para o cultivo, principalmente para as especies menos tolerantes aos efeitos
nocivos dos sais durante o processo germinativo (SA et al., 2013; PESSOA et al., 2016).
Acdes antropicas podem intensificar o processo de salinizacdo, como, por exemplo, 0 uso e
manejo inadequado da agua subterranea na irrigacdo, que geralmente apresentam sais em
excesso na sua composicdo (OLIVEIRA et al., 2015; CASTRO; SANTOS, 2020). O estresse
salino é um dos principais agentes abidticos responsaveis pelo efeito negativo para
crescimento vegetal (PESSOA et al., 2016; COSTA et al., 2022).

As espécies Mimosa caesalpiniifolia Benth. e Pityrocarpa moniliformis (Benth.)
Luckow & R.W. Jobson (Fabaceae), difundidas na Caatinga do nordeste brasileiro, séo
indicadas para projetos de recuperacio de areas afetadas por sais (SA et al., 2013; FERREIRA
et al., 2021). No entanto, a salinidade reduz a germinacdo de M. caesalpiniifolia (SOUSA et
al., 2018) e P. moniliformis (PEREIRA et al., 2016), cujas fases de sementes sdo sensiveis aos
efeitos da salinidade, o que pode comprometer o estabelecimento da plantula. A intensidade
do estresse salino modula a resposta das espécies e provoca alteracbes nos processos
fisiologicos e metabdlicos que ocorrem durante a germinacdo e o desenvolvimento das
plantulas (SOUSA et al., 2018; SILVA et al., 2019; FERREIRA et al., 2021).

Em resposta ao estresse salino, algumas espécies vegetais desenvolveram estratégias
de tolerancia, como o ajuste osmotico, que aumenta a condutividade hidraulica do sistema
solo-planta para manutengdo da turgidez e das atividades celulares necesséarias a
sobrevivéncia das plantas. Esse ajuste ocorre via alteracfes na concentracdo de compostos
organicos, como acucares e aminodcidos, e acumulacdo destes nas células vegetais,
permitindo que as plantas mantenham o equilibrio intracelular e aclimatem-se ao estresse
(COSTA etal., 2021; FERREIRA et al., 2021).

Em regides aridas e semiaridas, os ciclos de hidratacdo e desidratacdo (ciclos de
priming), conhecidos como memoria hidrica, ocorrem naturalmente quando a disponibilidade
de agua é limitada e pode intensificar a resposta da semente ao estresse abidtico (LIMA et al.,
2018; LIMA; MEIADO, 2017). O deficit hidrico afeta o processo germinativo pela
desidratacdo das sementes. E quando a dgua fica novamente disponivel, as sementes retomam
0 processo de absorcdo, prosseguindo a germinagdo, podendo este processo de hidratacdo

ocorrer em ciclos. A memoria de hidratacdo da semente permite maior aclimatacdo a
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desidratacdo, devido a alteracdes fisioldgicas e bioquimicas que permitem aumento na taxa de
sobrevivéncia durante periodos de estresse por seca (LIMA; MEIADO, 2017; LIMA et al.,
2018; GONCALVES et al., 2020; NICOLAU et al.,, 2020) e de altas temperaturas
(NASCIMENTO et al., 2021). No entanto, sdo escassos 0s estudos avaliando ciclos de
priming em sementes para melhorar a tolerancia ao estresse salino, principalmente com o uso
de acidos organicos para favorecer o ajuste osmético.

Elicitores de tolerancia aos estresses abioticos como acido giberélico, acido salicilico,
acido ascérbico e perdxido de hidrogénio tém sido utilizados para mitigar o estrese salino em
sementes (COSTA et al.,, 2021; HONGNA et al.,, 2021; CHEN et al.,, 2021). O acido
giberélico favorece a germinacgdo a partir do alongamento e da divisdo celular e, em plantulas
sob estresse salino, melhora o ajuste osmotico e a mobilizacdo de acgtcares (COSTA et al.,
2021). O peroxido de hidrogénio (H202), quando embebido pelas sementes, age como
sinalizador e induz os sistemas de defesa antioxidativos, enzimaticos e ndo enzimaticos que
melhoram a germinacgéo e o crescimento em condi¢cOes de estresse salino (WOJTYLA et al.,
2016).

Outros elicitores de tolerancia, como o &cido salicilico, aumentam a resisténcia das
plantas ao estresse ao equilibrar o potencial osmotico, reduzem o dano osmético a membrana
plasmatica, mediando os perfis de acimulo de fons como Na*, K* e Ca?*, bem como
metabolitos compativeis, como prolina e agucares solUveis, aumentando, assim, a taxa de
germinacédo e o vigor das sementes (HONGNA et al., 2021). Por sua vez, o &cido ascorbico
(ASC) € um antioxidante solivel em &gua de baixo peso molecular, atuando na eliminacdo de
espécies reativas de oxigénio e na regulacdo da homeostase celular sob condicdes de estresse
(BILSKA et al., 2019; CHEN et al., 2021).

A hipétese da pesquisa é de que os ciclos de priming com elicitores de tolerancia ao
estresse podem mitigar o estresse salino em sementes de M. caesalpiniifolia e P. moniliformis.
Assim, objetivou-se avaliar, por meio de avaliacdes fisioldgicas e bioquimicas, a acdo de
ciclos de priming com diferentes agentes elicitores de tolerancia ao estresse salino em

sementes de M. caesalpiniifolia e P. moniliformis.
4.2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no laboratério de andlises de sementes pertencente ao
Departamento de Ciéncias Agrondmicas e Florestais da Universidade Federal Rural do Semi-
Arido (UFERSA), entre e junho de 2021 e fevereiro de 2022.
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As sementes de M. caesalpiniifolia e P. moniliformes foram obtidas em parceria com o
Projeto Caatinga, projeto de cooperacdo entre a UFERSA, PETROBRAS e a Fundacédo
Guimarées Duque (FGD), com o objetivo de gerar tecnologia e informacdes sobre plantas da
Caatinga. Os frutos foram coletados em dez plantas matrizes em 2018 nos municipios de
Governador Dix-sept Rosado, Upanema e Assu, Rio Grande do Norte, Brasil (Tabela 1).
Apos a coleta dos frutos, as sementes foram beneficiadas (removidas dos frutos, retirando
impurezas, sementes chochas, atacadas por insetos) e armazenadas em camara fria (5-15 °C e
40% de umidade relativa) no banco de sementes localizado no Centro de Pesquisas Vegetais
do Semiarido (CPVSA) pertencente a UFERSA.

Tabela 1. Localizacdo geografica da coleta das sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. e
Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. Jobson.

M. caesalpiniifolia P. moniliformes
Governador Dix-sept Rosado e Upanema - RN Assl-RN
Matrizes Latitude Longitude Latitude Longitude
1 -05°29°26.6” -037°22°23.4” -05°3500.17 -037°00° 13.0”
2 -05°29°38.3” -037°22°24.5” -05°35°00.5" -037°00° 19.0”
3 -05°29°36.2” -037°22°29.8” -05°35°01.5" -037°00° 18.7”
4 -05°29°30.3” -037°19°36.2” -05°35°00.1” -037°00° 18.1”
5 -05°26°08.0” -037°19°35.2” -05°3459.9” -037°00° 15.6”
6 -05°26°08.0” -037°19°35.6” -05°35°00.0" -037°00° 16.0”
7 -05°26°08.5” -037°19°34.9” -05°34>59.8" -037°00° 16.9”
8 -05°26°07.4” -037°19°359” -05°3459.2” -037°00° 16.9”
9 -05°26°07.2” -037°19°36.17 -05°34’59.1” -037°00°17.8”

10 -05°26°03.2” -037°19°36.9” -05°34’>58.5 -037°00"18.3”
Fonte: Elaborada pela autora.

Inicialmente, quantificou-se o teor de 4gua das sementes pelo método da estufa a 105
+ 3 °C por 24 horas (BRASIL, 2013). Para isto, duas repeticdes de 4,5 = 0,5 g foram
utilizadas, e o teor de agua foi calculado com base na massa Umida e expresso em
porcentagem.

A curva de embebicdo foi realizada com duas repeticdes de 50 sementes despontadas
previamente. Estas foram pesadas em balanga analitica digital (0,001 g) antes da embebicéo e
apos cada intervalo de tempo predeterminado, até a emissao da radicula. A embebicdo foi
realizada pelo método de imersdo em agua com as sementes dispostas em Becker com 50 mL
de agua destilada, mantidos em camaras de germinacéo, a 25 °C.

Inicialmente, os intervalos de pesagem aconteceram a cada duas horas durante doze

horas de embebicdo. Em seguida, pesou-se a cada quatro horas até completar trinta e seis
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horas de embebicdo para P. moniliformes, e a cada oito horas até completar quarenta e quatro
horas de hidratagdo para M. caesalpiniifolia, quando ocorreu inicio da protrusdo da radicula.
A pesagem foi finalizada apos 52 horas de hidratagdo, quando ao menos 50% das sementes

apresentaram emissao radicular (Figura 1).
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Figura 1. Curva de embebicao de sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. e Pityrocarpa
moniliformis (Benth.) Luckow & R.W. Jobson pelo método de imersdo em éagua a 25 °C.
Inicio da emissdo radicular (ER). Fonte: Elaborada pela autora.

Durante a embebicdo das sementes, 0 ganho de peso foi calculado de acordo com a
formula proposta por Cromarty, Ellis e Roberts (1985): % Ganho de peso = [(Pf — Pi)/Pi] x
100, em que Pf: peso final (ganho de umidade a cada periodo de embebigdo) e Pi: peso inicial
das sementes antes da embebicao.

O experimento foi conduzido em delineamento experimental inteiramente casualizado
seguindo o arranjo fatorial 2 x 12, com quatro repeticdes de 30 sementes. Os tratamentos
foram constituidos pelas duas espécies (M. caesalpiniifolia e P. moniliformis) e doze
combinagOes dos elicitores contra o estresse salino e os ciclos de priming (CP), sendo: T1 —
0,0 mM NaCl (controle); T2 — 200 mM NaCl (estresse salino); T3 — estresse salino + 1 ciclo
de priming (CP) das sementes com agua; T4 — estresse salino + 1 ciclo de priming com éacido
giberélico — 50 puM (AGs); T5 — estresse salino + 1 ciclo de priming com peroxido de
hidrogénio — 5 mM (H205); T6 — estresse salino + 1 ciclo de priming com &cido salicilico — 50
MM (AS) e T7 - estresse salino + 1 ciclo de priming com acido ascorbico — 50 uM (ASC); T8
- estresse salino + 2 ciclos de priming das sementes com agua; T9 - estresse salino + 2 ciclos
de priming com &cido giberélico; T10 - estresse salino + 2 ciclos de priming com perdxido de
hidrogénio; T11 - estresse salino + 2 ciclos de priming com acido salicilico; T12 - estresse

salino + 2 ciclos de priming com acido ascorbico (Tabela 2).
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Tabela 2. Condutividade elétrica (CE) das solucBes utilizadas nos ciclos de priming nas
sementes de Mimosa caesalpiniifolia Benth. e Pityrocarpa moniliformis (Benth.) Luckow &
R.W. Jobson.

Solucoes CE (uSm?)a25°C
Agua destilada 4,13
50 UM de &cido giberélico 14,25
5 mM de peroxido de hidrogénio 4,17
50 uM de &cido salicilico 14,96
50 UM de &cido ascorbico 9,40

Fonte: Elaborada pela autora.

Os CP foram definidos de acordo com os dados obtidos na curva de embebicao, e as
concentragdes salina e dos agentes elicitores foram obtidas com base em testes preliminares.
As sementes foram despontadas na regido oposta ao hilo (CORREIA et al., 2017,
MEDEIROS et al., 2020) e submetidas a um e dois ciclos de priming (CP). O processo de
hidratacdo foi conduzido em 50 ml do agente elicitor a cada ciclo, em copos Becker contendo
120 sementes por trés horas em camara de germinacao a 25 °C no escuro. As sementes foram
secas e sobrepostas em papel toalha, e os ciclos de desidratacdo ocorreram por nove horas (M.
caesalpiniifolia) e dezoito horas (P. moniliformes). A secagem foi realizada em temperatura e
umidade relativa ambiente média de 28,9+0,6 °C e umidade relativa 53+5%, respectivamente,
nameros obtidos por Termo-higrémetro digital Jprolab®. Ao final dos ciclos de priming, as
sementes apresentaram teor de agua entre 45 e 50%.

Posteriormente aos ciclos de priming, as sementes foram semeadas em substrato tipo
papel na forma de rolo, previamente umedecido com &gua destilada (0,0 mM - controle) e
agua salina nos demais tratamentos a 200 mM, obtida pela dissolu¢do de cloreto de sodio
(NaCl), correspondente a 11,69 g L. Os rolos obtidos foram incubados em germinador sob a
temperatura de 25 °C (BRASIL, 2013). A primeira contagem de germinacdo (PCG) foi
realizada apds o 5° e 7° dias da semeadura para M. caesalpiniifolia e P. moniliformes,
respectivamente (BRASIL, 2013). A porcentagem de germinacdo (G) foi obtida pela
contagem de plantulas no 10° e 14° dia apds a semeadura para M. caesalpiniifolia e P.
moniliformes, respectivamente (BRASIL, 2013; BRASIL, 2009). Para ambas as espécies,
foram consideradas plantulas normais aquelas que apresentaram raiz principal e hipocotilo
desenvolvidos.

Os comprimentos das partes aérea e raiz das plantulas normais foram realizados ao fim

do teste de germinacdo. Os comprimentos da parte aérea (medido do colo ao apice da
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plantula) e da raiz priméria (medida da base do colo a extremidade da raiz) foram mensurados
com auxilio de uma régua graduada em centimetros. Apds as mensura¢fes de comprimento,
as plantulas foram acondicionadas em sacos de papel tipo kraft e postas para secar em estufa
de circulacdo de ar forcado a 65 °C até a obtencdo do peso constante. Posteriormente, foram
pesadas em balanca de precisdo, para obtencdo da massa seca (MS) da parte aérea, raiz e total.

Com os dados de MS total, foram calculadas as percentagens particionadas entre 0s
orgédos vegetativos e o indice de toleréncia (IT) a salinidade, comparando-se os dados dos
tratamentos salinos com os do controle (CE = 4,13uSm™* a 25 °C). A classificacdo da
tolerancia foi realizada com base na perda de biomassa em quatro niveis: T (tolerante; 0—
20%), MT (moderadamente tolerante; 21-40%), MS (moderadamente sensivel; 41-60%) e S
(sensivel; >60%), por meio da Equacédo adaptada de Fageria, Soares e Gheyi (2010):

IT(%) = MS do tratamento salino 100
*~ MS do tratamento controle

Os acucares sollveis totais foram obtidos a partir da massa fresca das plantulas. No
momento da extracdo, a massa fresca foi macerada com auxilio de cadinho e pistilo em
nitrogénio liquido. Em seguida, foram pesadas 0,2 g em triplicata e o material foi
acondicionado em tubos rosqueados do tipo Eppendorf. Em seguida, foi adicionado 1 mL de
alcool 80% e as amostras foram colocadas em banho-maria a 60 °C por 20 min. O material foi
submetido a centrifuga refrigerada a 4 °C por 10 min. a 10 RPM (processo realizado trés
vezes). O sobrenadante do tubo foi coletado para quantificacdo dos acglcares. A dosagem de
acucares sollveis totais foi mensurada pela absorbancia em 620 nm pelo método da antrona
(YEMM; WILLIS, 1954), tendo a glucose como substancia padrdo e os resultados expressos
em pumol de GLU g de massa fresca.

Na determinacdo de aminoacidos livres totais, o sobrenadante obtido no processo de
extracdo em alcool foi utilizado para a quantificacdo dos teores de amino&cidos. Para isso,
aplicou-se 0 método da nihidrina &cida com a medicdo da absorbancia a 570 nm (YEMM et
al., 1955), tendo a glicina como substancia padrio e os resultados expressos em umol GLI gt
de massa fresca.

A determinacédo de prolina obedeceu a metodologia descrita por Bates et al. (1973). As
concentragdes de prolina foram determinadas com base em uma curva padréo obtida a partir
de L-Prolina, medindo a absorbancia em 520 nm. Os resultados foram expressos em pmol

PRO g de massa fresca.
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Os dados obtidos foram submetidos a andlise de variancia (teste F), e as médias dos
tratamentos pré-germinativos dentro de cada espécie foram comparadas pelo teste Scott-Knott
ao nivel de 5% de significancia, ao passo que as médias das espécies dentro de cada
tratamento foram comparadas pelo teste t-Student ao nivel de 5% de significancia. As analises
estatisticas foram realizadas com auxilio do programa computacional Sistema para Analise de
Variancia — SISVAR (FERREIRA, 2019).

4.3 RESULTADOS

A interacdo entre as espécies e 0s tratamentos pré-germinativos foi significativa (p <

0,01) para primeira contagem de germinacédo e porcentagem de germinagao (Figura 2).
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Figura 2. Médias da primeira contagem de germinacdo (A) e germinacdo (B) de Mimosa
caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidos a elicitores de tolerancia ao estresse
salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), &cido giberélico (AGs), perdxido de
hidrogénio (H205), &cido salicilico (AS), acido ascérbico (ASC). Médias seguidas da mesma
letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e de mesma letra mailscula (espécies) ndo diferem entre si pelo teste T Student
a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.
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Em condi¢Bes de estresse salino sem priming, ndo houve plantulas normais na
primeira contagem de germinagédo para M. caesalpiniifolia, ao passo que para P. moniliformis
0 estresse salino sem priming reduziu a primeira contagem de germinacdo em 9,3 pontos
percentuais, quando comparada ao controle (Figura 2A). Para M. caesalpiniifolia, o uso de um
ciclo de priming melhora a primeira contagem de germinacdo em relagcdo ao estresse salino
sem priming, mas somente os ciclos com AGs, H20,, AS e ASC resultaram em ganhos de 8,5,
20, 18 e 15 pontos percentuais, respectivamente, quando comparados ao estresse salino sem
priming. Na P. moniliformis, um ciclo de priming nos elicitores ndo diferiu do estresse salino
sem priming na primeira contagem de germinacao, exceto pelo ASC, que reduziu ainda mais.
O uso de dois ciclos de priming com agua, acido giberélico, H20,, acido salicilico e &cido
ascorbico reduziu em 51,1, 33,3, 32,9, 37,1 e 36%, respectivamente, o numero de plantulas
normais na primeira contagem de germinacao, em relacdo ao estresse salino sem priming.

O estresse salino sem priming diminuiu a germinacdo das espéecies em 40,9 e 9,8
pontos percentuais para M. caesalpiniifolia e P. moniliformis, respectivamente (Figura 2B).
As melhores geminacdes sob condicbes de estresse salino ocorrem para P. moniliformis em
relacdo M. caesalpiniifolia, exceto com dois ciclos de priming em agua. O uso de dois ciclos
de priming com &gua, H20- e &cido ascoérbico melhora a germinagdo em 7,5, 3,5 e 5,7 pontos
percentuais em relagdo ao estresse salino sem priming para M. caesalpiniifolia. Para P.
moniliformis, por sua vez, os resultados obtidos em todos os tratamentos com ciclos de
priming ndo superaram a germinagao obtida no estresse salino sem priming.

Para 0 comprimento da parte aérea e comprimento da raiz, a interacdo entre as

espécies e os tratamentos pré-germinativos foi significativa (p < 0,01) (Figura 3).
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Figura 3. Médias do comprimento da parte aérea (A), comprimento da raiz (B) de plantulas
de Mimosa caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidos a elicitores de tolerancia
ao estresse salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), acido giberélico (AGs),
peréxido de hidrogénio (H202), acido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias
seguidas da mesma letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (espécies) ndo diferem entre si pelo teste T
Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

O comprimento da parte aérea de plantulas (CPA) reduziu quando submetidas ao
estresse salino sem priming em 68,2 e 61, 4% para M. caesalpiniifolia e P. moniliformis,
respectivamente (Figura 3A). Para a M. caesalpiniifolia, o tratamento com dois ciclos de
priming em &cido giberélico promoveu maior CPA com ganho de 85%, superando o estresse
causado pelo excesso de sais sem CP. Para P. moniliformis, o uso de um ciclo de priming com
agua promove CPA de 109,1% superior ao encontrado para o estresse salino sem priming
(Figura 5). Os resultados encontrados para 0 CPA em P. moniliformis foram melhores quando

comparados aos encontrados para M. caesalpiniifolia.
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T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 Ti1 TI12
H,0 AG; H,0, AS ASC H,0 AG; H)0, AS ASC
-——--———--1 ciclo de priming 2 ciclos de priming
Controle 200 mmol de NaCl

Figura 4. Aspectos morfologicos de plantulas de Mimosa caesalpiniifolia submetidos a
elicitores de tolerancia ao estresse salino em ciclos de priming: Agua (H20), acido giberélico
(AGs3), peroxido de hidrogénio (H20>), &cido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Fonte:
Dados da pesquisa. Fonte: Acervo da pesquisa.

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9 T10 T11 TI12
H)0 AG; H,0, AS ASC H,0 AG; H,0, AS ASC
--———----1 ciclo de priming 2 ciclos de priming —
Controle 200 mmol de NaCl

Figura 5. Aspectos morfoldgicos de plantulas de Pityrocarpa moniliformis submetidos a
elicitores de tolerancia ao estresse salino em ciclos de priming: Agua (H20), acido giberélico
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(AGs3), peroxido de hidrogénio (H20>), &cido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Fonte:
Acervo da pesquisa.

O estresse salino sem priming reduziu o comprimento da raiz das plantulas (CR) de M.
caesalpiniifolia em 78,4% e de P. moniliformis em 79,01%. Os tratamentos com os ciclos de
priming em M. caesalpiniifolia ndo foram suficientes para a superacdo do estresse causado
pelo excesso de sais (Figura 3B). Por outro lado, apenas um ciclo de priming com &agua
promoveu maior CR para P. moniliformis, com incremento de 335,3% em comparagdo ao
estresse salino sem CP. Os resultados de CR para essa espécie foram superiores aos
encontrados para M. caesalpiniifolia.

Houve interacdo entre as espécies e 0s tratamentos pré-germinativos (p < 0,01) para a

massa seca da parte aérea e massa seca dos cotilédones (Figura 6).
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Figura 6. Médias da massa seca da parte aérea (A) e massa seca dos cotilédones (B) de
plantulas de Mimosa caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidos a elicitores de
tolerancia ao estresse salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), acido giberélico
(AGs3), perdxido de hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias
seguidas da mesma letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
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5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (espécies) ndo diferem entre si pelo teste T
Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

A massa seca da parte aérea foi reduzida pelo estresse salino sem priming em 44 e
38,9% para M. caesalpiniifolia e P. moniliformis, respectivamente (Figura 6A). M.
caesalpiniifolia, quando submetida a dois ciclos de priming com acido giberélico, tiveram
aumento de 60,7% na massa seca da parte aérea em relacdo ao tratamento com estresse salino
sem priming. O uso de dois ciclos de priming com &cido giberélico em sementes de P.
moniliformis promoveu resultados de massa seca da parte aérea semelhantes ao controle, com
ganho de 56,8% em relacdo ao estresse salino sem CP.

A aplicacdo de um ciclo de priming com &gua e dois ciclos de priming com peroxido
de hidrogénio proporcionou ganhos de 34,1 e 31,8% no acimulo de massa seca da parte aérea
de P. moniliformis (Figura 6A), que obteve maior acimulo de massa seca da parte aérea
comparada a M. caesalpiniifolia, exceto para um ciclo de priming com H20,, um ciclo de
priming com &cido salicilico e um ciclo de priming com &cido ascoérbico.

O estresse salino diminuiu o consumo de reservas dos cotilédones (MSC) da M.
caesalpiniifolia, principalmente com o uso de um ciclo de priming com H20, e um ciclo de
priming com &cido salicilico (Figura 6B). Em P. moniliformis, o consumo de reservas dos
cotilédones no estresse salino sem priming e no tratamento com um ciclo de priming com
agua foi semelhante ao controle, ao passo que os demais tratamentos diminuiram o consumo
de reservas dos cotilédones (MSC). Os resultados de MSC foram maiores para a M.
caesalpiniifolia, na comparacdo a P. moniliformis.

Houve interacdo entre as espécies e os tratamentos pré-germinativos (p < 0,01) para a
massa seca da raiz e indice de tolerancia a salinidade (Figura 7).
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Figura 7. Médias da massa seca da raiz (A) e indice de tolerancia a salinidade (B) de
plantulas de Mimosa caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidos a elicitores de
tolerancia ao estresse salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), acido giberélico
(AG3), perdxido de hidrogénio (H20>), acido salicilico (AS), acido ascorbico (ASC). Médias
seguidas da mesma letra minuscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a
5% de probabilidade e de mesma letra maiuscula (espécies) ndo diferem entre si pelo teste T
Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

A massa seca da raiz foi reduzida no estresse salino sem priming para ambas as
espécies, com 56,2% para M. caesalpiniifolia e 52,9% para P. moniliformis (Figura 7A), em
comparagdo ao tratamento controle. O uso de dois ciclos de priming com &cido ascorbico
incrementou a massa seca da raiz em 42,8% para M. caesalpiniifolia, quando comparado ao
tratamento com estresse salino sem priming (Figura 7A), ao passo que para a P. moniliformis
apenas um ciclo de priming com agua foi suficiente para produgdo de maior massa seca da
raiz (162,5%).

De acordo com o indice de tolerancia a salinidade (ITS), as espécies M.
caesalpiniifolia e P. moniliformis sdo moderadamente sensiveis (40% <ITS < 60%) ao

estresse salino de 200 mM sem priming (Figura 7B). Na M. caesalpiniifolia submetida a um
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ciclo de priming com &cido salicilico e dois ciclos de priming em é&cido giberélico, as
plantulas passaram de moderadamente sensiveis para moderadamente tolerantes a salinidade
(60% < ITS < 80%). Na P. moniliformis, um ciclo de priming em &gua melhora o ITS e as
plantulas passaram de moderadamente sensiveis para tolerantes (ITS > 80%).

Houve interagdo entre as espécies e 0s tratamentos pré-germinativos (p < 0,01) para as

determinacOes de agUcares solUveis totais e aminoacidos (Figura 8).
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Figura 8. Teste de média para a quantificacdo de acucares solUveis totais (A) e aminoacidos
(B) em plantulas de Mimosa caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidas a
elicitores de tolerancia ao estresse salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), 4cido
giberélico (AGs), peréxido de hidrogénio (H.0), acido salicilico (AS), acido ascorbico
(ASC). Médias seguidas da mesma letra minuscula (tratamentos) nédo diferem entre si pelo
teste Scott-Knott a 5% de probabilidade e de mesma letra maidscula (espécies) ndo diferem
entre si pelo teste T Student a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

O maior teor de acuUcares sollveis totais (AST) em M. caesalpiniifolia ocorreu no
controle, porém o estresse salino reduziu em 30,1% (Figura 8A). Os CP promoveram maior
acimulo de AST, principalmente quando conduzidos com um CP com acido giberélico e

H20,, com ganhos de 22 e 15%, quando comparados ao estresse salino sem CP. Para P.
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moniliformis, o estresse salino sem CP aumentou o acimulo de AST em 276% em relacdo ao
controle. Esse resultado ndo diferiu dos obtidos em um CP com &cido giberélico e um CP com
acido salicilico. Os resultados obtidos para o conteudo de AST para essa espécie foram
inferiores aos encontrados para M. caesalpiniifolia.

A concentragdo de aminodcidos (AA) em M. caesalpiniifolia no estresse salino sem
priming foi semelhante ao controle (Figura 8B). No entanto, o uso de um ciclo de priming
com é&cido giberélico, um ciclo de priming com H2O2, um ciclo de priming com é&cido
salicilico, um ciclo de priming com acido ascérbico, dois ciclos de priming com agua e dois
ciclos de priming com H>O, aumentaram, respectivamente, em 16,2, 10,5, 21,4, 25,7, 53,8 e
40,9% a concentracdo de AA, na comparagdo ao estresse salino. A concentracdo de AA
aumentou em 49,7% em P. moniliformis sob estresse salino sem priming em comparagédo ao
controle. Todavia, um e dois CP com acido giberélico, um CP com peroxido de hidrogénio e
dois CP com &gua obtiveram concentra¢es de AA semelhantes ao controle (Figura 8B).

Para a quantificacdo de prolina, ocorreu interagdo entre as espécies e 0s tratamentos

pré-germinativos (p < 0,01) (Figura 9).
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Figura 9. Teste de média para a quantificacdo de prolina (A) em plantulas de Mimosa
caesalpiniifolia e Pityrocarpa moniliformis submetidas a elicitores de tolerancia ao estresse
salino em ciclos de priming: Agua destilada (H20), &cido giberélico (AGs), perdxido de
hidrogénio (H20.), &cido salicilico (AS), acido ascérbico (ASC). Médias seguidas da mesma
letra mindscula (tratamentos) ndo diferem entre si pelo teste Scott-Knott a 5% de
probabilidade e de mesma letra maitscula (espécies) ndo diferem entre si pelo teste T Student
a 5% de probabilidade. Fonte: Elaborada pela autora.

A concentracdo de prolina em M. caesalpiniifolia sob estresse salino sem CP foi

reduzida em 14,3% em relacdo ao controle (Figura 9). Todavia, sementes tratadas com um CP
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com acido giberélico e com dois CP com agua promoveram incrementos na concentracdo de
Prolina (PRO) em 39,7 e 26,9%, respectivamente, em relacdo ao estresse salino sem priming
(Figura 9). Na P. moniliformis, os maiores teores de prolina ocorreram no estresse salino sem

CP e nas sementes tratadas em um CP com &cido giberélico (T4).
4.4 DISCUSSAO

Os resultados demonstraram que o excesso de ions de Na* e CI- diminui a germinacgéo
e o comprimento inicial da M. caesalpiniifolia e da P. moniliformis, corroborando com os
resultados obtidos por Sousa et al. (2018) e Pereira et al. (2016), respectivamente. Os autores
obtiveram respostas semelhantes as encontradas neste trabalho com estresse salino simulado
por NaCl.

As espécies M. caesalpiniifolia e da P. moniliformis apresentaram comportamentos
distintos para germinacdo em condi¢cfes de estresse salino com e sem o0s ciclos de priming.
Esse resultado é nitido desde a primeira contagem de germinagdo, que é um teste eficiente
para determinar o vigor de sementes (GUEDES et al., 2013). Na primeira contagem de
germinacédo, P. moniliformes se mostrou mais tolerante ao estresse, com alta porcentagem de
geminacado, acima de 80%, que se manteve na germinacao final, mesmo sem uso do priming
de sementes.

Sob estresse salino, M. caesalpiniifolia ndo formou plantulas normais na primeira
contagem de germinacdo. A inibicdo inicial da germinacdo de sementes em condigdes de
estresse salino se deve a hidratacdo insuficiente dos tecidos para que ocorra a ativacdo das
atividades metabdlicas, mobilizacdo de reservas e, consequentemente, ocorra o0
desenvolvimento radicular e formacdo de uma plantula (TAIZ et al., 2018). Para essa espécie,
apenas um ciclo de priming com AGs, H202, SA e ASC favoreceu uma rapida aclimatagéo
com crescimento do eixo hipocotilo-radicula, justamente porque os agentes elicitores contra o
estresse atuam nos sinalizadores e induzem os sistemas de defesa contra a desidratagdo, como
0 aumento da sintese de osmdlitos compativeis que auxiliam no equilibrio osmotico
(WOJTYLA etal., 2016; COSTA et al., 2021; CHEN et al., 2021; HONGNA et al., 2021).

No 10° dia, as sementes de M. caesalpiniifolia germinaram em todos os tratamentos, e
a melhor germinacdo em condicgdes de estresse salino ocorre com dois ciclos de priming em
H20, H202 e ASC. O uso de um ciclo de priming com AS e ASC conferiu germinacédo
inferior ao estresse salino sem priming. Portanto, 0 gasto excessivo de energia para uma

rapida germinacgdo no 5° dia falhou em atenuar o estresse salino na germinacdo. Dessa forma,
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dois ciclos de priming em H20, H2O, e ASC promovem maior percentagem de germinagéo na
M. caesalpiniifolia, porém ela é tardia. A memoria de hidratacdo da semente devido aos ciclos
de priming permite maior aclimatacéo a desidratacdo e aumento da taxa de sobrevivéncia em
condicdes de baixa disponibilidade hidrica (LIMA; MEIADO, 2017; LIMA et al., 2018;
GONCALVES et al., 2020; NICOLAU et al., 2020). O uso de dois ciclos de priming com
H20, pode ativar o mecanismo de defesa antioxidante e diminuir 0s danos nas membranas
lipidicas, causados pelo efeito toxico dos ions de Na* e ClI" (WOJTYLA et al., 2016). Por sua
vez, 0 acido ascorbico é um agente antioxidante que atua em atividades enzimaticas
envolvidas na biossintese de giberelinas (GA3) que favorece a germinagdo (BILSKA et al.,
2019).

O estresse salino reduz o comprimento de plantulas de M. caesalpiniifolia e P.
moniliformis na medida em que compromete os processos de divisdo e alongamento celular
em resposta ao aumento da retengdo osmdtica no substrato, sendo essa uma das primeiras
estratégias utilizadas pelas plantas para tolerar o estresse salino (SOUSA et al., 2018;
PEREIRA et al., 2016). Para P. moniliformis, um ciclo de priming com agua promoveu maior
comprimento de plantulas em condicGes de estresse salino. Para essa espécie, houve a
formacdo e comprimento da raiz principal, hipocétilo e epicétilo com duas folhas verdadeiras.
A formacdo de uma plantula com todas as partes essenciais € fundamental para que o
crescimento da planta tenha prosseguimento mesmo sob estresse salino, portanto essa espécie
podera abandonar os tecidos de reserva e se estabelecer em campo (SILVA et al., 2019).
Resultados semelhantes foram obtidos por Nicolau et al. (2020) para P. moniliformis em
condicdo de estresse hidrico severo (-0,8 Mpa), verificando que apds dois ciclos de priming
com agua houve aumento do potencial germinativo e do comprimento das plantulas. Sementes
de Senna spectabilis var. excelsa (Fabaceae), quando submetidas a baixos potenciais
osmdticos, até -0,9 Mpa, mostram sensibilidade no processo germinativo, porém ciclos de
priming de 16 horas favorecem a tolerancia a condigdo de estresse hidrico, com aumento na
porcentagem e plantulas germinadas (LIMA et al., 2018). Esses resultados reforcam que 0s
ciclos de priming com agua aumentam a tolerdncia das espécies em condicdo de estresse
abiotico (NASCIMENTO et al., 2021; LIMA; MEIADO, 2017).

Para M. caesalpiniifolia, ao contrario do que ocorreu para P. moniliformis, os ciclos de
priming em agua ndo foram suficientes para que o comprimento de plantula fosse melhorado
em condi¢do de salinidade. De acordo Nicolau et al. (2020), os ciclos de priming com agua
em sementes de M. caesalpiniifolia antes da semeadura favoreceram a germinagdo, mas o

vigor das plantulas sob estresse hidrico foi baixo. Neste trabalho, dois ciclos de priming com
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acido giberélico promoveram maior comprimento, acimulo de massa seca da parte aérea na
M. caesalpiniifolia e coincidiram com maior consumo de reservas, devido a baixa MSC, em
comparagéo ao estresse salino sem priming. O acido giberélico favorece a germinacéo a partir
do alongamento e da divisdo celular e, em plantulas sob estresse salino, melhora o ajuste
osmético e a mobilizacdo de acglcares (COSTA et al., 2021). A remobiliza¢do de reservas é
uma das estratégias das plantas para tolerar os efeitos da salinidade (FERREIRA et al., 2021).
Na M. caesalpiniifolia, na condicdo de salinidade ap6s dois ciclos de priming com AGs, 0
gasto energético foi direcionado para o comprimento da parte aérea.

A P. moniliformis apds um ciclo de priming com agua apresentou maior comprimento
inicial e acumulo de biomassa. Um ciclo de priming com agua promoveu maior sintese de
aminoacidos, o que foi essencial para o ajuste osmatico e maior desenvolvimento. A prolina
reduz os efeitos da salinidade nas plantas a partir da estabilizagdo das estruturas celulares,
além de promover o aumento de agUcares sollveis nos tecidos vegetais, que sdo fontes
energéticas para a producdo de enzimas que eliminam espécies reativas de oxigénio (ROS)
(GHAFFARI, et al., 2019; MEENA et al., 2019).

Para ambas as espécies, a homeostase celular ocorreu por meio da regulacdo da
quantidade de osmdlitos compativeis. M. caesalpiniifolia acumulou principalmente agucares,
ao passo que P. moniliformis acumulou principalmente aminoacidos. Esses mecanismos sao
importantes para manter o turgor celular e controlar os efeitos adversos das flutuages dos
niveis de sais nas células (FERREIRA et al., 2021).

Os resultados sugerem que técnicas com ciclos de priming em elicitores de tolerancia
a estresse em espécies vegetais precisam ser mais exploradas, principalmente avaliando mais
solutos organicos diferenciando os acucares, aminoacidos produzidos, quantificando as
proteinas e enzimas antioxidativas. Os mecanismos de tolerancia, as alteracGes metabolicas e
bioquimicas podem sofrer variagdes interespecificas. O comportamento é variavel em funcédo
ndo apenas da espécie, mas depende do tipo de estresse abidtico, da intensidade do estresse,
do numero de ciclos, do tipo elicitor de tolerancia e da capacidade das espécies se
aclimatarem. Além disso, essas alteracBes também sdo influenciadas pelas condicGes

ambientais em que as sementes foram produzidas (SOUSA et al., 2018).
4.5 CONCLUSOES

O estresse salino (200 mM NaCl) reduz a germinagdo, comprimento e acumulo de

biomassa das espécies, sendo P. moniliformis mais tolerante do que M. caesalpiniifolia.
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A aplicagdo de um ciclo de priming em agua atenua o efeito do estresse salino sobre o
comprimento, acimulo de biomassa e a regulacdo osmotica no processo de germinacdo de P.
moniliformis, ao passo que para M. caesalpiniifolia sdo necessarios dois ciclos de priming

com &cido giberélico.
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