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RESUMO

Salvia hispanica L. é uma espécie herbacea anual cujo principal meio de
propagacdo é por sementes. No Brasil, o cultivo de S. hispanica é recente e as
informacdes a respeito do manejo da cultura, principalmente no tocante a germinacgao
das sementes em condicGes ambientais adversas, sdo escassas. Com isso, diferentes
substancias atenuadoras vém sendo estudadas por apresentarem potencial na mitigacao
de efeitos dos estresses abidticos na fase de germinagdo, sendo essenciais para o
estabelecimento e adaptacdo dessa cultura as condicdes climéticas brasileiras. Dessa
forma, objetivou-se avaliar a agdo de diferentes agentes como atenuadores do estresse
hidrico e salino na germinacédo e desenvolvimento inicial da S. hispanica. O trabalho foi
dividido em dois experimentos, sendo as sementes previamente embebidas com
diferentes substéncias atenuadoras e submetidas a estresse hidrico (Experimento ) e a
estresse salino (Experimento II). Em ambos o0s experimentos, o delineamento
experimental utilizado foi inteiramente ao acaso em esquema fatorial 5 x 5 (sendo 5
atenuadores de estresse e 5 potenciais osmaticos). O trabalho foi realizado utilizando-se
quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Os tratamentos consistiram na
pré-embebicdo das sementes em &cido salicilico (1 mM.L™), &cido giberélico (0,4
mM.L™?), peréxido de hidrogénio (20 mM.L™), agua destilada e sem embebicdo
(controle). Apds 4 horas de embebicdo, as sementes foram semeadas sobre duas folhas
de papel mata-borrdo previamente umedecidas com solucbes de PEG 6000
(Experimento 1) e NaCl (Experimento 11) sob os potenciais osméticos 0,0; -0,1; -0,2; -
0,3 e -0,4 MPa. As variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacdo, IVG,
comprimento da parte aérea e da raiz primaria, massa seca total, acucares soluveis
totais, aminoacidos livres totais e prolina. Os dados foram submetidos a analise de
variancia (p<0,05) e, em caso de significancia, foi aplicado o teste de Tukey (p<0,05)
para os atenuadores e regressdo polinomial (p<0,05) para os niveis de potencial
osmotico e para a interacdo. Para o experimento |, os &cidos giberélico e salicilico
mitigaram o efeito do estresse hidrico na fase de germinacdo e desenvolvimento inicial
de S. hispanica. No estresse salino (Experimento I1), foi verificado efeito atenuador
apenas do &cido salicilico. Para os dois experimentos, os acidos giberélico e salicilico
proporcionaram incrementos na germinacgdo, no vigor e na composicdo bioguimica de
plantulas, sendo eficientes na mitigacdo de efeitos do estresse hidrico e salino em
sementes de S. hispanica.

Palavras-chave: Lamiaceae; Estresse abiotico; Déficit hidrico; Salinidade.



ABSTRACT

Salvia hispanica L. is an annual herbaceous species whose main means of
propagation is by seeds. In Brazil, the cultivation of S. hispanica is recent and the
information about crop management, especially regarding seed germination under
adverse environmental conditions, is scarce. Thus, different attenuating substances have
been studied because they present potential in mitigating the effects of the abiotic
stresses in the germination, being essential for the establishment and adaptation of this
crop to the Brazilian climatic conditions. Thus, the objective of this study was to
evaluate the action of different agents as attenuators of water and saline stress on
germination and initial development of S. hispanica. The work was divided in two
experiments, the seeds being previously soaked with different attenuating substances
and submitted to water stress (Experiment I) and salt stress (Experiment IlI). In both
experiments, the experimental design was completely randomized in a 5 x 5 factorial
scheme (5 stress attenuators and 5 osmotic potentials). The work was carried out using
four replicates of 50 seeds for each treatment. The treatments consisted of pre-soaking
the seeds in salicylic acid (1 mM.L-1), gibberellic acid (0.4 mM.L-1), hydrogen
peroxide (20 mM.L-1), distilled water and without imbibition (control). After 4 hours of
inbibition, the seeds were seeded on two sheets of blotting paper previously moistened
with solutions of PEG 6000 (Experiment 1) and NaCl (Experiment I1) under osmotic
potentials 0.0; -0.1; -0.2; -0.3 and -0.4 MPa. The analyzed variables were germination
percentage, 1IVG, shoot length and primary root length, total dry mass, total soluble
sugars, total free amino acids and proline. Data were submitted to analysis of variance
(p <0.05) and Tukey's test (p <0.05) for the attenuators and polynomial regression (p
<0.05) for the osmotic potential and for interaction. For the experiment I, the gibberellic
and salicylic acids mitigated the effect of water stress in the germination and early
development stages of S. hispanica. In saline stress (Experiment 1l), we observed
attenuating effect only of salicylic acid. For the two experiments, the gibberellic and
salicylic acids provided increases in germination, vigor and biochemical composition of
seedlings, being efficient in mitigating the effects of saline and water stress on S.
hispanica seeds.

Keywords: Lamiaceae; Abiotic stress; Water deficit; Salinity.
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CAPITULO 1
INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

Salvia hispanica L. é uma planta herbacea anual da familia Lamiaceae, nativa do
sul do México e do norte da Guatemala (BUENO et al., 2010). Esta espécie é também
conhecida como ‘“salvia espanhola”, ‘“artemisa espanhola”, ‘“chia mexicana”, “chia
negra” ou simplesmente “chia”(CHAVEZ et al., 2008).

O consumo de sementes de S. hispanica vem aumentando desde o inicio do
século XXI, principalmente devido as suas qualidades nutricionais (JEONG et al.,
2010). Elas possuem niveis elevados de proteinas, carboidratos, vitaminas, minerais e
antioxidantes (IXTAINA et al., 2008), além de serem uma fonte natural de &cido
linoleico (w-6) e o-linolénico (®w-3) (AYERZA; COATES, 2006). Estes atributos
tornam a S. hispanica um importante aliado da satde, apresentando propriedades anti-
inflamatdrias, antitromboticas, anti-tumorais, cardioprotetora e, na medida em que
possuem alto teor de fibras, auxiliam no funcionamento normal do intestino (JEONG et
al., 2010; ALl et al., 2012).

No Brasil, ainda é recente o cultivo de S. hispanica, razéo pela qual sdo poucas
as informacdes relacionadas as praticas culturais, exigéncias nutricionais e manejo da
cultura nos climas e solos brasileiros, principalmente no tocante a tecnologia de
sementes e seu cultivo em regides semiaridas (MIGLIAVACCA et al., 2014).

Dentre os fatores abioticos, o déficit hidrico e a salinidade estdo entre 0s mais
relevantes para a germinacdo das sementes. Estes, normalmente, provocam efeitos
negativos sobre a germinacdo (MARCOS-FILHO, 2015) e, consequentemente, afetam
as demais etapas do crescimento pos-germinativo (TAIZ et al., 2017). Esses estresses
sdo ainda mais severos quando se trata de sementes pequenas como as de S. hispanica,
pois a quantidade de reserva presente € um dos entraves que essa espécie enfrenta
quando cultivada em ambientes desfavoraveis (MIGLIAVACCA et al., 2014).

A capacidade das plantas de tolerar condi¢bes de estresse € determinada por
mecanismos complexos envolvendo multiplas vias bioquimicas e fisioldgicas. Essas
vias levam a sintese de metabdlitos ativos capazes de controlar o fluxo de ions e agua
(ESTEVES; SUZUKI, 2008). A fim de lidar com a desidratacao e estresse osmotico, as

plantas sintetizam e acumulam metabdlitos, “osmoprotetores”, que ajudam a suportar a
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pressdo osmotica e manter o turgor e o gradiente de conducdo para absorcéo de &gua.
Osmoprotetores incluem compostos de baixo peso molecular, como amino&cidos,
polidis, aclcares e metilaminas. Estes metabdlitos compativeis estabilizam a estrutura
das enzimas, membranas celulares e outros componentes celulares durante a exposi¢do
ao estresse (GOLEC, 2011).

Varios trabalhos tém relatado o resultado benefico do uso de atenuadores em
sementes sob condicdes abidticas (HE et al., 2009; DE LA ROSA et al., 2012;
TURKYILMAZ, 2012; ANSARI et al, 2013; TIAN et al, 2014; KILIC;
KAHRAMAN, 2016; JINI; JOSEPH, 2017; ANAYA et al, 2018; TSEGAY;
ANDARGIE, 2018). Diferentes substancias quimicas, incluindo horménios vegetais
sintéticos, tém sido utilizados no pré-tratamento de sementes. No entanto, a eficicia
destes diferentes agentes primarios varia sob diferentes tensées, bem como entre
espécies de culturas. Os atenuadores normalmente sdo membros ativos da cascata de
sinais envolvidos na inducdo de respostas ao estresse das plantas, tendo ganhado muita
atencdo em todo o mundo devido a sua capacidade de mitigar os efeitos adversos do
estresse abidtico (TSEGAY; ANDARGIE, 2018).

Apesar do aumento consideravel de conhecimentos relativos a utilizacdo de
sementes de S. hispanica para fins medicinais e condimentares, as informacdes sobre o
processo germinativo de sementes desta espécie ainda sdo escassas e insuficientes se
comparadas com as espécies ornamentais e hortalicas. Estudos sobre esta espécie sdo
importantes ndo apenas quanto a qualidade nutricional, como também sobre a qualidade
fisiologica de suas sementes, a fim de fornecer conhecimento que permita a elucidacéo
do seu processo germinativo, sobretudo quando relacionado ao uso de atenuadores que
minimizem o0s danos causados por estresses abioticos durante a germinacao
(STEFANELLO et al., 2015a).

Desse modo, objetivou-se avaliar a acdo de diferentes agentes como atenuadores
de estresse hidrico e salino sob a germinacdo e composi¢cdo bioquimica de plantulas de

S. hispanica.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 CHIA: ORIGEM E IMPORTANCIA

Chia (Salvia hispanica L.) é uma planta herbacea anual pertencente a familia
Lamiaceae (ALI et al., 2012), que apresenta cerca de 170 géneros e 3.000 espécies, com
ampla distribuicdo em regides tropicais e temperadas. O género Salvia é considerado o
mais numeroso dessa familia, incluindo 900 espécies que se distribuem extensamente
por varias regides do mundo, incluindo o Sul da Africa, América Central, América do
Norte, América do Sul e Asia Sul-Oriental (BUENO et al., 2010).

Nativa do sul do México e do norte da Guatemala, a S. hispanica foi uma cultura
bastante importante na Mesoamérica no periodo pré-colombiano junto com o milho, o
feijio e o amaranto (CHAVEZ et al., 2008). Suas sementes foram utilizadas durante
séculos como alimento pelos indios do oeste e do sul do Mexico. No entanto, ha cerca
de 500 anos, os colonizadores espanhois proibiram seu cultivo e o substituiram por
culturas exdticas (trigo e cevada) trazidas da Europa (CAHILL, 2003; AYERZA;
COATES, 2005). Desde entdo, o cultivo da S. hipanica sobreviveu apenas em areas
montanhosas e isoladas do México e da Guatemala, permanecendo até os dias de hoje
(JIMENEZ, 2010).

A semente de S. hispanica é composta basicamente por proteinas (15-25%),
lipideos (30-33%), fibras altamente dietéticas (18-30%), carboidratos (26-41%), cinzas
(4-5%), minerais, vitaminas e materia seca (90-93%). Também apresenta quantidade
elevada de componentes antioxidantes (IXTAINA et al., 2008) e é rica em acido
linoleico e a-linolénico, que representam a maior fonte natural de acidos graxos 6megas
6 e 3 (AYERZA et al., 2006).

Atualmente, a S. hispanica € cultivada comercialmente na Australia, Bolivia,
Colémbia, Guatemala, México, Peru e Argentina (BUSILACCHI et al., 2013). O maior
produtor é o México, de onde se exportam quantidades crescentes de sementes para o
Japéo, Estados Unidos e Europa (JIMENEZ, 2010).

Em virtude de suas qualidades, a semente de S. hispanica é tradicionalmente
consumida no Meéxico, no sudoeste dos EUA e na América do Sul, mas ndo é
amplamente conhecida na Europa. No entanto, em 2009 a Unido Européia aprovou as
sementes desta espécie como um alimento novo, permitindo o percentual de até 5% na
composi¢do do pdo (COMMISSION OF THE EUROPEAN COMMUNITIES, 2009).

As sementes de S. hispanica tém sabor leve, podendo ser consumidas inteiras ou
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moidas, “in natura” ou apos terem sido maceradas, adicionadas diretamente a frutas,
iogurtes e saladas ou em prepara¢cdes como bolos, biscoitos, barras alimenticias e sopas
(PECININ, 2014). Desse modo, ela vem sendo reintroduzida na dieta, principalmente
durante o processo de reeducacdo alimentar, visando a melhoria da salde humana
(CAHILL, 2003).

No Brasil, a S. hispanica encontra condi¢des favoraveis para o cultivo, chegando
a atingir produtividade de 800 kg.ha™. As regides do oeste paranaense, noroeste do Rio
Grande do Sul e Mato Grosso do Sul comegaram a investir no seu cultivo, obtendo
resultados bastante promissores, apesar da falta de cultivares adaptadas a estas regides,
além da inexisténcia de informacdes sobre o manejo da cultura (MIGLIAVACCA et al.,
2014). Além dessas regides que ja praticam o cultivo da chia, outras de diferentes
condicGes ambientais devem ser testadas, sendo necessarias pesquisas para averiguar o

comportamento dessa espécie frente aos ambientes de estresses abioticos.

2.2 ESTRESSES ABIOTICOS

As plantas sdo constantemente submetidas a varios estresses abioticos que
afetam negativamente o crescimento e a produtividade (HOUSSAIN et al., 2015). Na
natureza, condi¢fes ambientais adversas, como temperatura, seca, salinidade, etc., estdo
entre as principais causas do declinio na produtividade das culturas em todo o mundo e
provocam a perda de bilhdes de dolares anualmente (DHANKHER; FOYER, 2018).

Os estresses ambientais aos quais as plantas estdo expostas exercem influéncia
desvantajosa sobre estas, principalmente durante a germinagédo. A inducdo de tolerancia
em sementes em condicOes abioticas é imprescindivel a adaptacdo de uma espécie a um
ambiente desfavoravel e constitui forte requisito para sua sobrevivéncia, tornando-se
importante compreender os processos fisiologicos subjacentes aos danos provocados
por esses estresses, bem como os mecanismos de adaptacdo das plantas aos danos de
ordem ambiental (TAIZ et al., 2017).

Durante o curso de sua evolucdo, as plantas desenvolveram mecanismos
sofisticados para reconhecer sinais externos, permitindo-lhes responder adequadamente
as condicdes ambientais, embora o grau de ajustabilidade ou tolerancia a estresses
especificos se diferencie de uma espécie para outra (HOUSSAIN et al., 2015). Os
efeitos do estresse diferem durante o ciclo de vida do vegetal de modo que aqueles

verificados em sementes nem sempre sdo 0s mesmos observados em plantas. Em outras



palavras, sob qualquer estresse ambiental exercido, o efeito vai depender de cada
organismo, da sua adaptacdo, dose e duracdo da exposicdo do individuo a este fator
(KRANNER et al., 2010).

Entre os estresses abioticos, o déficit hidrico e a salinidade sdo os principais
fatores que reduzem a produtividade das culturas no mundo (FAGIERA et al., 2011). O
estresse hidrico, segundo estimativas, podera limitar a produtividade de mais da metade
das terras agricultaveis no mundo nos proximos 50 anos (DHANKHER; FOYER,
2018). Ja o estresse salino € um dos agentes abioticos estressores mais estudados pela
comunidade cientifica, o que se comprova pela grande producdo literaria em torno desta
tematica (REIS, 2012).

A disponibilidade hidrica, a salinidade e as condigBes adversas do solo sdo
drasticamente influenciadas pelas mudancas climaticas, que, por sua vez, impactam
severamente sobre os organismos vegetais (AKULA; RAVISHANKAR, 2011). Uma
melhor compreenséo dos mecanismos por meio dos quais as plantas sdo capazes de lidar
e aliviar as tensdes ambientais é essencial para os produtores rurais desenvolverem
estratégias eficientes para manter a produtividade agricola atual e para assegurar uma

agricultura sustentavel (LU et al., 2018).

2.2.1 ESTRESSE HIDRICO NA GERMINACAO

A disponibilidade de agua é um dos fatores essenciais para desencadear a
germinacdo, uma vez que esta envolvida direta e indiretamente em todas as etapas do
metabolismo germinativo. A &gua atua como agente estimulador e controlador, pois,
aléem de promover o amolecimento do tegumento, favorece a penetragdo do oxigénio,
proporciona aumento no volume do embrido e dos tecidos de reserva, estimula as
atividades metabdlicas basicas, favorecendo o crescimento do eixo embrionario
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS-FILHO, 2015).

Para germinar, as sementes devem atingir um teor minimo de umidade, que é
muito variavel entre as espécies e demora mais para ser atingido quando o potencial
hidrico do substrato ¢ mais baixo (BRADFORD, 1995). Potenciais hidricos mais
negativos no meio reduzem o fluxo de agua para a célula, até o ponto extremo no qual a
difusdo de &gua através do simplasto cessa e 0 processo de germinacdo é diretamente
afetado (SOUZA; CARDOSO, 2000). Dessa forma, no processo germinativo, ficou

estabelecido que potenciais hidricos muito negativos, especialmente no inicio da



embebicdo, influenciam a absorcéo de &gua pelas sementes, podendo, assim, inviabilizar
a sequéncia de eventos que culminam com a emergéncia das plantulas (BANSAL et al.,
1980).

A germinacdo das sementes sob deficiéncia hidrica tem se mostrado dependente
da espécie ou do cultivar, da qualidade fisiolégica e do tamanho das sementes
(MARTINELLI et al., 2000). Para cada espécie, existe um valor de potencial hidrico
minimamente necessario no solo, abaixo do qual a germinacdo ndo ocorre (LOPES;
MACEDO 2008). Assim, a deficiéncia hidrica geralmente é considerada o fator
limitante da germinacdo de sementes ndo dormentes, afetando a porcentagem, a
velocidade e a uniformidade de germinagcdo (MARCOS-FILHO, 2015). A reducdo do
processo germinativo das sementes submetidas ao estresse hidrico é comumente
atribuida a diminuicdo das atividades enzimaticas e, consequentemente, a reducdo do
desenvolvimento meristematico (TEIXEIRA et al., 2011).

Estudos com sementes tém sido conduzidos sob condi¢es de deficiéncia
hidrica, utilizando-se solucGes osmoticas para simular um ambiente com pouca
umidade. O efeito dessas solucdes depende tanto do soluto utilizado, em um mesmo
potencial osmotico, quanto da espécie (CUSTODIO et al., 2009). Diversos compostos
quimicos tém sido utilizados na simulacdo de estresse hidrico, destacando-se o
polietilenoglicol (PEG) 6000. Trata-se de um agente osmatico sem efeitos adversos para
as sementes, por ser quimicamente inerte, atoxico, de elevado peso molecular e,
portanto, de dificil absorcdo, proporcionando a embebicdo lenta e controlada das
sementes (VILLELA et al., 1991; MORAES; MENEZES, 2003).

O PEG 6000 foi utilizado por Simon et al. (2017) para avaliar o efeito do
estresse hidrico na germinacdo e vigor de sementes de S. hispanica sob 0s seguintes
potenciais osméticos: 0,0; -0,2; -0,4; -0,8 e -1,0 MPa. Em todos os potenciais utilizados,
a porcentagem de germinacao de plantulas normais foi inferior a testemunha (0,0 MPa).
Os parametros de vigor avaliados também foram reduzidos com o decréscimo do
potencial osmdtico das solucdes, sendo -0,2 MPa o limite de tolerancia encontrado
nesse trabalho, valor abaixo do qual a germinacao das sementes ndo ocorreu. Do mesmo
modo, Stefanello et al. (2017), avaliando a resposta fisiologica de sementes de S.
hispanica e de linhaca ao estresse hidrico, concluiram gque as sementes de S. hispanica
ndo toleram potenciais osmoticos iguais ou inferiores a -0,15 MPa. Os autores
verificaram que a partir desse potencial houve reducdo acentuada na germinacdo das

sementes, alcancando valores inferiores a 50%. Verificou-se também reducdo da
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percentagem de plantulas normais e da velocidade de germina¢do com o decréscimo do
potencial hidrico da solugéo.

O estresse hidrico é um fator limitante a iniciacdo da germinacao de sementes e
estabelecimento de plantulas no campo porque afeta diretamente as relagdes hidricas em
sementes e subsequente desenvolvimento de plantulas, implicando direta ou
indiretamente em todas as demais etapas do metabolismo, incluindo reativacao do ciclo
celular e crescimento (CASTRO et al., 2000). Portanto, a capacidade das sementes de
algumas espécies germinarem sob condicGes de estresse hidrico confere vantagens

ecoldgicas em relacdo a outras que sdo sensiveis a seca (ROSA et al., 2005).

2.2.2 ESTRESSE SALINO NA GERMINACAO

O termo salinidade é usado para descrever a acumulacdo excessiva de sais na
solugdo do solo. O estresse por salinidade tem dois componentes: estresse osmotico
(que causa deficits hidricos) e efeitos idnicos resultantes da acumulacéo de ions toxicos,
que perturba a aquisicdo de nutrientes e resulta em citotoxicidade (MUNNS; TESTER,
2008).

Fora da célula, as concentracdes salinas elevadas podem resultar em estresse
osmotico e, consequentemente, em déficits hidricos que afetam a absorcéo de agua pelas
células vegetais. Uma vez no citosol, certos ions, isolada ou cumulativamente,
perturbam o status nutricional da planta provocando um desbalango i6nico. A
acumulacdo citotoxica de fons Na* e CI', isto é, quando os niveis citosdlicos de Na* e
CI" superam 100 mM, faz com que as altas concentracdes desses sais causem a
desnaturacdo de proteinas e a desestabilizacdo de membranas, em virtude da reducao da
hidratacdo dessas macromoléculas (TAIZ et al., 2017).

Em sementes, 0 excesso de sais causa restricdo da absor¢do de agua devido a
diminuicdo do potencial osmético do substrato (CHAVES et al., 2009), retardando a
embebicdo das sementes ou o alongamento da raiz, além de provocar toxicidade nos
tecidos devido ao actimulo em excesso dos ions Na* e CI" (ESTEVES; SUZUKI, 2008;
GOIS et al., 2008). A toxicidade idnica pode ainda ocasionar o atraso da emergéncia das
plantulas e da mobilizacdo de reservas ou até diminuir a viabilidade das sementes, por
afetar processos fisiologicos e metabdlicos dos tecidos embriondrios (MUNNS;
TESTER, 2008; VOIGT et al., 2009).



Um dos métodos mais usados para a determinacdo da tolerancia aos sais é a
porcentagem de geminacdo, assim como os testes de vigor, sob condicdes salinas, por
meio do uso de solu¢bes osméticas. Essas avaliagbes sdo importantes para estimar o
potencial das sementes no campo, em ambientes salinos (FARIAS et al., 2009).

A tolerancia a salinidade durante a germinacdo € critica para o estabelecimento
de plantas cultivadas em solos salinos, principalmente em regides semiaridas. Nestas
regides, a germinacdo ocorre durante a estacdo chuvosa, quando os niveis de salinidade
no solo séo usualmente reduzidos (EL-KEBLAWY, 2004). O alto teor de sais nesses
solos, especialmente o cloreto de sédio, inibe a germinacdo devido a seca fisioldgica, ao
efeito osmotico com reducdo do potencial hidrico e ao efeito tdxico do cloreto de sédio
devido ao aumento da concentracdo de ions no protoplasma das células e,
particularmente, no embrido (BETONI et al., 2011; TOBE; OMASA, 2000).

Assim, as sementes sofrem influéncia significativa da condicdo de salinidade dos
solos e da agua. Além de afetar a germinacdo, o incremento na concentracdo salina
provoca 0 aumento na porcentagem de plantulas anormais, em virtude da agéo toxica
dos sais sobre as sementes. Esta reducdo do potencial hidrico e os efeitos toxicos dos
sais interferem inicialmente no processo de absorcdo de agua pelas sementes, afetando
posteriormente sua germinacio e vigor (CAMPOS; ASSUNCAO, 1990;
CAVALCANTE; PEREZ, 1995; LIMA et al., 2005).

A concentracdo salina que causa o atraso e a redugdo no nimero de sementes
germinadas depende da tolerancia ao sal de cada espécie (LARCHER, 2000). De acordo
com Lima et al. (2005), em geral, a porcentagem e a velocidade de germinacdo das
sementes sdo inversamente proporcionais ao aumento da salinidade, variando apenas o
limite maximo de tolerdncia de cada espécie. A reducdo do poder germinativo,
comparado ao controle, serve como indicador do indice de tolerancia da espécie a
salinidade. Desse modo, a habilidade para germinar indica também a tolerancia das
plantas aos sais em estadios subsequentes do desenvolvimento (TAIZ et al., 2017).

A resisténcia a salinidade é definida como a habilidade de evitar, por meio de
uma regulacdo salina, que excessivas quantidades de sais provenientes do substrato
alcancem o protoplasma (LARCHER, 2000). Dentre os mecanismos de tolerancia, o
aumento da concentracdo de compostos como prolina, polidis e acUcares serve para
manter o potencial osmotico da célula compativel com a manutencdo da estabilidade de

algumas macromoléculas, proporcionando reducdo na perda de atividade enzimatica ou



da integridade da membrana, que ocorrem quando existe estresse hidrico ou salino
(FREIRE, 2000).

Estudos tém sido conduzidos para verificar a resposta das sementes a salinidade,
fenbmeno complexo envolvendo alteracbes morfoldgicas e de crescimento, além de
processos fisiologicos e bioquimicos. A sobrevivéncia das plantas nessa condigdo pode
exigir processos adaptativos envolvendo a absorcéo, o transporte e a distribuicdo de ions
nos varios orgaos da planta, bem como a divisdo de nutrientes minerais dentro das
células (ZANANDREA et al, 2006; GARCIA et al, 2010). As alteracBes no
metabolismo induzidas pela salinidade sdo resultados de varias respostas fisioldgicas da
planta, dentre as quais se destacam as modificacbes na germinacdo, crescimento,
comportamento estomatico e capacidade fotossintética (JAMIL et al., 2007).

Em pesquisas com Salvia aegyptiaca, verificou-se que a germinacdo das
sementes foi inibida pela presenca de 300 mM de NaCl (GORAI et al., 2011). O mesmo
foi constatado por Rosa et al. (2015) em sementes de Salvia splendens, cujo limite de
toleréncia aos sais de NaCl foi até -0,85 MPa, abaixo desse potencial ocorreu a inibicdo
tanto da viabilidade quanto do vigor das sementes. Em estudos realizados com S.
hispanica, foi constatado efeito negativo sobre a germinacdo e a velocidade de
germinacdo quando a salinidade atingiu -0,30 MPa (DAL’MASO et al., 2013;
STEFANELLO et al., 2015b). Paiva et al. (2018) verificaram que niveis de salinidade
superiores a -0,16 MPa reduziram a germinacdo, 0 vigor, O crescimento e 0S
componentes bioquimicos de plantulas de S. hispanica, havendo respostas mais
drésticas em niveis superiores a -0,32 MPa. De acordo com Stefanello et al. (2015b), o
estudo da tolerancia das sementes de S. hispanica a salinidade fornece informacGes
valiosas sobre a propagacédo da espécie e pode auxiliar tanto na caracterizacéo da cultura

quanto na adequada recomendacdo para a semeadura nestas situagdes.

2.3 ATENUADORES DE ESTRESSE ABIOTICO

Dentre os mecanismos de regulacdo aos estresses abidticos, encontram-se 0s
horménios vegetais, moléculas organicas que desempenham funcdo de mensageiros
quimicos, responsaveis pela formacdo e crescimento de tecidos, bem como mediadoras
de comunicacdo intercelular (TAIZ et al., 2017). Recentemente, verificou-se que esses

grupos hormonais (giberelinas, acido abscisico, citocininas, etileno e auxinas)



demonstram potenciais respostas e sinalizacdo na atenuagdo aos danos abidticos (QIN et
al., 2011).

As plantas, como organismos sésseis, regulam seu crescimento e
desenvolvimento, por meio de estratégias, na tentativa de tolerar ambientes indspitos,
respondendo aos constantes estimulos e oscilagdes ambientais. Dentre as substancias
produzidas, os horménios influenciam o crescimento, a diferenciacédo, a reproducao, o
desenvolvimento e atuam na sinalizacdo entre os Orgaos vegetais, com eficientes
mecanismos de defesa (PELEG; BLUMWALD, 2011). Esses compostos organicos sao
produzidos constitutivamente pelas plantas e tém seu nivel incrementado em resposta
aos estresses, funcionando como indutores de resisténcia (GONCALVES et al., 2014).

Recentemente, outros compostos que podem afetar o crescimento e o
desenvolvimento vegetal tém sido descritos, como, por exemplo, o acido salicilico
(GONGALVES et al., 2014). De acordo com McCue et al. (2000), dentre os principais
atenuadores de estresses abidticos, os acidos organicos (salicilico, ascérbico e citrico) se
destacam.

O acido salicilico esta presente na maioria das plantas (SHI et al., 2006) e possui
diversas funcdes, principalmente na germinacgéo, na interferéncia da absorcédo de solutos
pela raiz, na reducdo da transpiracio e queda das folhas (ASHRAF et al., 2010). E
também um regulador de crescimento enddgeno de natureza fenolica, participando da
regulacdo de processos fisiologicos nas plantas e também esta relacionado com a
resisténcia as doencas (SHI et al., 2006).

O acumulo de acido salicilico € um importante componente nos sinais de
transducdo das vias principais para a resisténcia sistémica adquirida (SONG et al.,
2004). Trata-se de um composto promissor na reducdo da sensibilidade dos cultivos aos
estresses abidticos, como atenuador dos efeitos resultantes das condi¢des ambientais
estressantes, a exemplo da deficiéncia hidrica (MARDANI et al., 2012; FEITOSA et al.,
2016).

O 4cido salicilico desempenha papel fundamental na tolerancia ao estresse
hidrico e interesses consideraveis tém sido focados neste regulador, devido a sua
capacidade de induzir efeitos de protecdo em plantas submetidas ao estresse por
escassez de agua (AZOOZ; YOUSSEF, 2010). No contexto de protecdo celular sob
desidratacdo, o acido salicilico destaca-se na medida em que favorece a protecdo da
integridade membranar do DNA e RNA, além de estar envolvido na regulacdo e

sinalizacdo das plantas frente aos demais estresses abidticos (MARDANI et al., 2012).
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Relata-se que o uso de &cido salicilico em concentragdes adequadas aumenta a
capacidade fotossintética e, consequentemente, a produtividade da cultura. A resposta
da planta a este horménio depende das condi¢Ges ambientais, cultivar, época e forma de
aplicacdo e da concentracdo (NIVEDITHADEVI et al., 2012).

Em trabalhos realizados com &cido salicilico, Silva (2015) verificou o efeito do
acido salicilico como atenuador de estresse hidrico nas fases de germinacdo e
crescimento inicial em gergelim. O autor concluiu que este horménio, sob a
concentracdo de 10®° mol.L™, promoveu a inducdo de tolerancia ao estresse hidrico
durante a germinacdo, como também o maior crescimento radicular dos genotipos
avaliados. O &cido salicilico também tem sido utilizado com sucesso na germinacao de
plantas medicinais sob estresse hidrico e térmico (CARVALHO et al., 2007) e na
atenuacéo de estresse salino em forrageiras leguminosas (PIZOLATO NETO, 2016).

As giberelinas sdo um grupo de fitohormdnio que concentram sua producdo na
zona apical dos frutos e nas sementes. Sdo fitohorménios identificados também em
fungos e bactérias, resultando em 136 compostos dessa classe conhecidos e catalogados
com a sua nomenclatura. A classificagdo das giberelinas varia de GAl a GA136,
seguindo a ordem de descoberta. Os dois compostos, dentre as 136 giberelinas
conhecidas que apresentam maior relevancia sdo as GAl e GA3 (&cido giberélico),
cujos efeitos biologicos se tornaram comercialmente importantes (PINHEIRO, 2015).

O 4cido giberélico age como um horménio de crescimento, controlando a
maioria dos processos de desenvolvimento na planta (RODRIGUES et al., 2009). Este
fato o fez ganhar especial atencdo devido aos seus efeitos benéficos na agricultura
(PINHEIRO, 2015). Os principais efeitos fisiologicos das giberelinas sdo: inducdo da
floracdo; expressdo sexual com as auxinas; partenocarpia; atraso na senescéncia; auxilio
na retencdo da clorofila; superacdo da dorméncia em sementes; aceleracdo da
germinacdo de sementes ndo-dormentes; aumento da hidrolise de reservas por meio da
sintese de enzimas; superacdo da dorméncia de gemas e alongamento do caule pela
ativacdo do meristema subapical normalmente inativo (LARCHER, 2000; TAIZ et al.,
2017).

Em condicdes de estresse, o acido giberélico tem sido pesquisado, apresentando
resultados promissores. Em sementes de Senna spectabilis, a adicdo de 40 ppm desse
produto atenuou parcialmente os efeitos dos estresses hidrico e salino (JELLER;
PEREZ, 2001). Foi o mais eficiente na atenuacao parcial dos efeitos do estresse salino

em sementes de Prosopis juliflora (PEREZ; MORAES, 1994). Possibilitou a ampliacdo
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do limite maximo de tolerdncia ao estresse hidrico em sementes de canafistula
(BOTELHO; PEREZ, 2001), além de promover aumento significativo na emergéncia de
plantulas de girassol em condi¢cdes de estresse por aluminio quando utilizado sob a
forma de bioestimulante vegetal (Stimulate®) (SANTOS et al., 2012).

Na planta, a producédo de perdxido de hidrogénio (H.0,), uma espécie reativa de
oxigénio (ERO), é gerada a partir do superoxido, que tem origem durante 0s processos
envolvendo o transporte de elétrons, como a fotossintese e a respiragdo mitocondrial
(BOLWELL et al, 2002). Isso ocorre normalmente durante a vida da planta,
funcionando como agente sinalizador para diversos processos (BAILLY et al., 2008).
Essa molécula pode ser produzida como resposta a Vvarios tipos de estresse, tanto
bidticos quanto abiodticos (NEILL et al., 2002).

Em sementes, espécies reativas de oxigénio Sd0 comumente vistas como
moléculas toxicas e seu acumulo pode provocar leséo celular e disturbios nos processos
de desenvolvimento e germinacdo (BAILLY, 2004). No entanto, concentracdes de
peroxido de hidrogénio tém sido utilizadas como estimulante do processo germinativo
(BARBA-ESPIN, et al., 2010). Altos niveis de H,O, podem causar danos severos as
células, interferindo em diversos processos metabolicos dos vegetais, porém em baixas
concentracdes esta molécula pode agir como sinalizador da germinacéo e da tolerancia
ao estresse (BAILLY et al., 2008).

O peroxido de hidrogénio €, nas plantas, responsavel por regular e induzir
processos como aclimatacdo, defesa e desenvolvimento (NEILL et al., 2002). Este
apresenta estabilidade e alta capacidade de difusdo por meio das membranas, atua como
mensageiro secundario, causando modificacdes protéicas e alteracbes na expressao
génica em vegetais submetidos a condicGes de estresse (BIENERT et al., 2006). Essa
substancia também esta associada a mecanismos que provocam alongamento celular, o
que permite a expansdo dos tecidos através da ativacdo dos fluxos de Ca**, podendo
estimular o processo de germinacao das sementes (GONDIM et al., 2010).

Em sementes pré-tratadas, a aplicacdo exdgena de H,O, aumentou a resisténcia
de plantulas de milho ao calor, frio, seca e salinidade, o que sugere que o H,0O, pode
funcionar como molécula sinalizadora, iniciando o processo de tolerancia (GONG et al.,
2001). Em sementes de trigo submetidas a salinidade, verificou-se que o pré-tratamento
das sementes conferiu tolerancia a salinidade nas plantas (WAHID et al., 2007).

A técnica do hidrocondicionamento pode ser utilizada como pré-tratamento das

sementes em agua destilada. Essa técnica consiste em uma hidratacdo parcial das
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sementes suficiente para promover atividades metabolicas sem, contudo, permitir a
protrusdo da raiz priméaria (PINEDO; FERRAZ, 2008). O condicionamento das
sementes oferece a possibilidade de melhorar a qualidade das sementes, podendo
reduzir o tempo de germinagdo e aumentar a germinabilidade e a resisténcia contra
estresse ambiental (COPELAND; MCDONALD, 1995).

Kaya et al. (2006) constataram efeito benéfico do hidrocondicionamento, que
proporcionou aumentos na germinacdo e no crescimento das plantulas de girassol sob
salinidade e estresse hidrico. Saglam et al. (2010) verificaram que sementes
hidrocondicionadas de lentilha germinaram e cresceram mais rapidamente em
potenciais hidricos negativos. Em sementes de trigo, o hidrocondicionamento (18h)
conferiu maior germinabilidade e vigor as plantulas submetidas a estresse hidrico e
salino induzido por solugbes de polietilenoglicol e NaCl (ABBASDOKHT, 2011). O
hidrocondicionamento a 25°C por 4-6h, segundo Boélek et al. (2013), favoreceu a
germinacdo e a emergéncia de plantulas de algoddo a baixas temperaturas. Esta técnica
também se mostrou eficaz em aumentar a germinacdo das sementes, conforme Abiri et
al. (2016), os quais verificaram que o hidrocondicionamento a 18h e 12h aumentou a
porcentagem de germinacdo e o vigor de plantulas de diferentes gendtipos de arroz.
Dessa forma, o hidrocondicionamento pode ser o tratamento mais adequado para
revigoracdo de sementes, por ser de baixo custo e facil acesso, especialmente quando a
germinacéo e afetada por salinidade e estresse hidrico (ABBASDOKHT, 2011).

Como se constata, sdo inumeros os beneficios do uso de atenuadores em
sementes sob condicdes de estresses. Entretanto, os estudos tratando desse tema ainda
sd0 escassos no Brasil. Assim, & necessario investigar se a embebicdo prévia das
sementes de S. hispanica em diferentes atenuadores submetida a condicdes de estresse €

capaz de influenciar o processo germinativo e 0s parametros bioquimicos desta espécie.
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CAPITULO 2

OSMOPROTECAO EM SEMENTES DE CHIA (Salvia hispanica L.) SOB
ATENUADORES DO ESTRESSE HIDRICO

RESUMO

O cultivo da Salvia hispanica € recente no Brasil e se da no periodo de
entressafra, quando ha menor disponibilidade hidrica no solo. O déficit hidrico é um dos
fatores abidticos que mais limitam a germinacdo por comprometer a sequéncia de
eventos metabdlicos que culminam com a emergéncia da plantula. Com isso, diversas
substancias atenuadoras tém sido empregadas com a finalidade de mitigar os efeitos
resultantes desse estresse e conferir maior tolerdncia as espécies. Desse modo,
objetivou-se avaliar a acdo de diferentes agentes como atenuadores do estresse hidrico
na germinacgédo e desenvolvimento inicial de plantulas de S. hispanica. Os tratamentos
consistiram na pré-embebicdo das sementes durante 4 horas em &cido salicilico (1
mM.L ™), 4cido giberélico (0,4 mM.L™), peréxido de hidrogénio (20 mM.L™?), agua
destilada e o tratamento controle (sem embebicdo). As sementes foram germinadas sob
0s potenciais osméticos 0,0, -0,1, -0,2, -0,3 e -0,4 MPa, utilizando PEG 6000 como
agente osmatico. As variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacéo, indice de
velocidade de germinacdo, comprimento da parte aérea e da raiz primaria, massa seca
total, prolina, agucares e aminoacidos livres totais. Os dados foram submetidos a analise
de variancia (p<0,05) e, em caso de significancia, foram aplicados o teste de Tukey
(p<0,05) para os atenuadores e regressdo polinomial (p<0,05) para o0s niveis de
potencial osmdtico e para a interagdo. O acido salicilico e o é&cido giberélico
apresentaram os melhores resultados, incrementando a germinagdo, o comprimento, a
massa seca € 0S componentes bioquimicos de plantulas. Logo, os &cidos salicilico e
giberélico sdo eficientes na atenuacdo do estresse hidrico em sementes de S. hispanica

até o potencial -0,4 MPa.

Palavras-chave: Mitigacdo de estresse; Déficit hidrico; Lamiaceae; Polietilenoglicol.
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1 INTRODUCAO

Salvia hispanica é uma espécie cultivada predominantemente em regides de
clima tropical e subtropical, entretanto seu cultivo tem se expandido para varias
localidades, como, por exemplo, o Sul do Brasil (MIGLIAVACCA et al., 2014), onde a
S. hispanica é normalmente cultivada na época de safrinha, periodo em que comeca a
diminuir a disponibilidade hidrica no solo (ZANATTA et al., 2016; SIMON et al.,
2017).

O estresse por escassez de agua esta entre os principais fatores externos que
afetam o processo germinativo e o desenvolvimento das plantulas, pois sua limitagdo
pode diminuir a velocidade da germinacdo ou até impedi-la (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Neste sentido, potenciais hidricos negativos podem impedir a
absorcdo de agua, comprometendo a sequéncia de eventos do processo germinativo
(COLMAN et al., 2014). Assim, um dos periodos mais criticos para a sobrevivéncia das
plantas é durante a germinacdo até o estabelecimento das plantulas, tornando-se
importante entender os mecanismos que conferem as sementes de algumas espécies a
capacidade de germinar sob condicdes de estresse hidrico (MARCOS-FILHO, 2015).

A acdo do estresse hidrico sobre o processo germinativo € importante para o
entendimento da ecofisiologia da espécie e constitui uma ferramenta que possibilita a
avaliacdo dos limites de tolerancia, de sobrevivéncia e adaptacdo das espécies as
condicBes de estresses naturais (GUEDES et al, 2013). Contudo, tratamentos
fisiologicos podem melhorar o desempenho das sementes. O condicionamento
fisiologico tem sido o0 mais recente e interessante tratamento com essa finalidade
(SILVA et al., 2016). Este sincroniza ao maximo a germinagdo, mediante a ativacdo do
metabolismo de sementes procurando atingir um nivel uniforme e mais proximo
possivel do estadio de protrusdo da raiz primaria, via hidratacdo controlada (MARCQOS-
FILHO, 2015).

Além do condicionamento fisiologico, substancias atenuadoras de estresses,
como o acido salicilico, o &cido giberélico e o peroxido de hidrogénio, vém sendo
aplicadas na melhoria da qualidade fisioldgica das sementes, visando a aprimorar seu
desempenho germinativo em resposta a condi¢cBes adversas (GONDIM et al., 2010;
TIAN et al, 2014; FARDUS et al., 2018). Estas substancias tém proporcionado

melhorias na eficiéncia de processos metabdlicos ou atuado diretamente nas rotas
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metabdlicas, 0 que resulta em adaptacdo aos estresses abioticos (AGOSTINI et al.,
2013).

Dentre as substancias atenuadoras, o acido salicilico tem se destacado por seu
potencial em mitigar os efeitos do déficit hidrico (AZOOZ & YOUSSEF, 2010). Este
fato foi verificado por Silva et al. (2017) em sementes de genétipos de gergelim sob
diferentes potenciais osmaticos. Estes autores constataram que o acido salicilico a 10°
M induziu tolerancia ao estresse hidrico em um dos genétipos testados.

O 4cido giberélico € um importante fitohorménio que influencia uma série de
processos fisiolégicos, como a superacdo da dorméncia, promovendo,
consequentemente, a germinagdo e o alongamento celular (TAIZ et al., 2017). Essa
substancia foi responsavel por melhorar significativamente as caracteristicas de
germinacdo de sementes de centeio sob estresse hidrico, de acordo com Ansari et al.
(2013), para quem a porcentagem e a velocidade de germinacdo, aléem da uniformidade
e do nimero de plantulas normais, foram aumentadas nas sementes tratadas com esse
produto.

O peroxido de hidrogénio também vem sendo utilizado amplamente como
estimulante do processo germinativo em baixas concentracfes (GONDIM et al., 2010).
Barba-Espin et al. (2012), obtiveram germinacdo acima de 90% em sementes de Pisum
sativum pré-embebidas com esse estimulante na concentracdo de 5 mM.

Desse modo, objetivou-se avaliar a acdo de diferentes atenuadores sobre a

germinacdo e composicao bioquimica de plantulas de S. hispanica sob estresse hidrico.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Anélise de Sementes do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossord, RN. Foram utilizadas sementes de S. hispanica oriundas de um campo de
producdo comercial, localizado no municipio de Santana do Livramento, Rio Grande do
Sul (30° 53 277 S, 55° 31° 58” W e 208 m de atitude). As sementes foram beneficiadas
manualmente, acondicionadas em saco plastico transparente (0,15 mm de espessura) e
armazenadas em camara fria e seca (10 + 2°C e 50% de umidade relativa do ambiente)
durante todo o periodo experimental.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 5, sendo cinco atenuadores (testemunha, hidrocondicionamento, acido
salicilico, &cido giberelico e peroxido de hidrogénio) e cinco potenciais hidrico (0,0; -
0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa), com quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento.

As sementes foram embebidas por 4 horas nas solu¢des dos atenuadores: acido
salicilico (1 mM.L™), 4cido giberélico (0,4 mM.L™), per6xido de hidrogénio (20 mM.L"
1), 4gua destilada e o tratamento controle (sem embebicdo). Em seguida, foram
colocadas duas folhas de papel mata-borrdo no interior das caixas plasticas
transparentes (Gerbox®), que foram umedecidas com solugées de PEG 6000, no volume
de 2,5 vezes 0 peso seco do papel, e foi realizada a semeadura. As solucdes foram
produzidas de acordo com os valores propostos por Villela; Doni Filho; Sequeira (1991)
para simular os niveis osmoticos previamente estabelecidos de 0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4
MPa (PAIVA, 2017).

Os testes de germinacdo foram conduzidos em germinadores do tipo
Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.), regulados a temperatura de 25 °C com
fotoperiodo de 8 horas de luz (PAIVA et al., 2016). As contagens foram realizadas
diariamente até o oitavo dia apds a semeadura, sendo consideradas germinadas as
sementes que haviam emitido a raiz primaria e parte aérea de plantulas (BRASIL,
2009).

As variaveis analisadas foram:

a) Porcentagem de germinacdo- expressa o percentual de plantulas normais
germinadas em cada tratamento;

b) indice de velocidade de germinacdo- conduzido simultaneamente ao teste

de germinagdo, em que as sementes foram avaliadas diariamente, a partir do inicio da

26



germinacdo até o oitavo dia apds a semeadura. O indice foi calculado conforme a
equacéo proposta por Maguire (1962);

c) Comprimento da parte aérea e da raiz primaria- as plantulas normais de
cada tratamento foram medidas com auxilio de uma régua graduada em centimetros.
Para esta mensuracdo, mediu-se da base do colo ao &pice da plantula, para o
comprimento da parte aérea e da base do colo a extremidade da raiz, para o
comprimento da raiz priméria das plantulas.

d) Massa seca total de plantulas- depois de mensuradas, as plantulas foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa com circulacdo de ar forcado,
regulada a 65 °C por 72 h, até obtencdo do peso seco constante, sendo posteriormente
pesadas em balanca analitica de precisdo (0,001 g).

e) AcuUcares solUveis totais- as amostras foram obtidas a partir da massa fresca
de partes aéreas e radiculares das plantulas coletadas apds oito dias de estresse. Para a
extracdo dos acgucares, primeiramente foram pesadas 0,2 g de massa fresca e colocada
em tubos e adicionados 3 mL de alcool. Em seguida, o material foi macerado em
macerador automatico. O sobrenadante do tubo foi coletado para quantificacdo dos
acucares. A dosagem de acUcares soluveis totais foi determinada pelo método da
antrona (YEMM; WILLIS, 1954), tendo a glucose como substancia padrdo e os
resultados expressos em pmol de GLU.g™ de massa fresca.

f) Aminoacidos livres totais— foram colocados 0,2 g de massa fresca de
plantulas em tubos contendo 3 mL de alcool. Os tubos foram hermeticamente fechados
e aquecidos em banho-maria a 60 °C por 20 minutos. Para a quantificacdo dos teores de
aminodcidos, realizou-se a medicdo da absorbancia a 570 nm, com a aplicacdo do
método da nihidrina acida (YEMM; COCKING, 1955), tendo a glicina como substancia
padr&o e os resultados foram expressos em pmol GLI.g™ de massa fresca.

g) Prolina— a determinacdo de prolina obedeceu a metodologia descrita por
Bates et al. (1973). Para isso, colocou-se 0,2 g de massa fresca de plantulas em tubos
contendo 3 mL de alcool que foram hermeticamente fechados e aquecidos em banho-
maria a 60 °C por 20 minutos. As concentracdes de prolina foram determinadas com
base em uma curva padrdo obtida a partir de L-Prolina, com seus resultados expressos
em pmol PRO.g™ de massa fresca.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia (p<0,05) e, em caso de

significancia, foi aplicado o teste de Tukey (p<0,05) para os atenuadores e regressdo
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polinomial (p<0,05) para os niveis de potencial osmdtico e para a interagdo com o
auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os atenuadores e 0s niveis de potenciais hidricos do substrato, constatou-se
interacdo significativa para todas as varidveis analisadas ao nivel de 1% de
probabilidade (p<0,01) (Tabela 1).

Tabela 1- Resumo da andlise de variancia das variaveis porcentagem de germinacao
(PG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), massa seca total (MST), aminoécidos, prolina e aglUcares de
plantulas de Salvia hispanica L. germinadas sob diferentes atenuadores e potenciais
hidricos.

Fonte de variacdo  GL Quadrado médio

PG IVG CPA CR
Atenuador (A) 4 1164,77" 33,39" 571" 3,217
Potencial (P) 4 15135307  1156,04" 7,207 16,53
AxP 16 827,07 6,68 0,36 0,637
Erro 75 77,32 1,42 0,03 0,19
CV (%) 12,30 10,37 13,30 14,77
Média Geral 71,50 11,52 1,37 2,97
- Quadrado médio

Fonte de variagdo  GL MST Aminoéacidos Prolina AcUcares
Atenuador (A) 4 30,88 542,47 1,127 140,65
Potencial (P) 4 29,88™ 3779,15" 10,617  1352,73"
AXxP 16 7,00” 169,437 0,97 113,62"
Erro 75 1,40 2,41 0,0078 4,39
CV (%) 15,62 4,74 8,26 11,68
Média Geral 7,59 32,78 1,07 17,94

" significativo a 1%; CV- coeficiente de variacéo.

Para a germinacdo, verificou-se comportamento quadratico para todos os
tratamentos (FiguralA). No tratamento controle, a maior porcentagem de germinacgéo
foi obtida no potencial -0,068 MPa, com 100% de germinacdo. A diminuicdo do
potencial hidrico acarretou em acentuada reducdo na porcentagem de germinacao,
resultando em 12%, no menor potencial (-0,4 MPa), correspondendo a uma reducéo de
88% quando comparados os dois niveis apontados. Os tratamentos das sementes com 0s
acidos giberélico, salicilico e hidrocondicionamento exerceram notdria acdo mitigadora
do estresse hidrico na porcentagem de germinacdo a partir do nivel -0,2 MPa em relacéo
ao tratamento controle. Verificamos incrementos de 333%, 86% e 80%, na germinacgdo
de S. hispanica, ao comparar as sementes tratadas com &cido giberélico, salicilico e

hidrocondicionamento com o controle, no nivel -0,4 MPa, respectivamente.
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Para o tratamento com o perdxido de hidrogénio, obteve-se porcentagens de
germinacao inferiores a testemunha, a partir do nivel -0,1 MPa, sendo que no potencial
-0,4 MPa a germinacdo estimada pela equagdo tendeu a zero. Esse fato também
repercutiu no indice de velocidade de germinacédo, apresentando valor estatisticamente
nulo para o potencial hidrico de -0,4 MPa (Figura 1B). E provavel que a concentrago
utilizada esteja acima dos niveis tolerados pela cultura. Altos niveis de H,O, podem
causar danos severos as células, interferindo em diversos processos metab6licos dos
vegetais (BAILLY et al., 2008).

A B
§4=95,164 - 108,21xNS- 789,29x2™* R2 = 0,97
§m=87,486- 116,79xNS- 660,71x?"* R? = 0,97 §¢=21,161+51,926x™ R2 = 0,99
§A=85,129 - 180,43xNS - 778,57x*" R2 = 0,93 ym = 21,442+ 47,888x™ R2= 0,99
§® = 86,85- 49xNS- 250" R2 = 0,98 §A =21,389 + 45,353x™ R2=0,98
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Figura 1- Germinacgdo (A) e indice de velocidade de germinacdo- VG (B) de sementes

de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes atenuadores e potenciais hidricos.

No indice de velocidade de germinacdo (IVG) (Figura 1B), constatou-se
comportamento linear decrescente em funcdo da reducdo do potencial hidrico do
substrato em todos os tratamentos estudados. Para cada reducdo de 0,1 MPa no
potencial hidrico do substrato, houve reduc¢des unitarias de 5,19, 4,26, 4,53, 4,79 e 5,21
no IVG das sementes dos tratamentos controle, acido giberélico, &cido salicilico,
hidrocondicionamento e peréxido de hidrogénio, respectivamente. As maiores reducées

foram verificadas nos tratamentos controle e perdxido de hidrogénio, sendo que neste
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altimo, o indice de velocidade de germinacdo estimado pela equagdo tendeu a zero no
potencial hidrico -0,4 MPa acompanhando a reducdo na germinagdo para este potencial.

Em todos os tratamentos com atenuadores de estresse, com exce¢do do perdxido
de hidrogénio, foi verificado indice de velocidade de germinacao superior ao tratamento
controle, inclusive no menor potencial hidrico. Neste sentido, destacou-se o acido
giberélico, que proporcionou indice de velocidade de germinacdo 11 vezes superior ao
tratamento controle no potencial hidrico de -0,4 MPa (Figura 1B).

A disponibilidade de agua é um dos fatores essenciais para desencadear a
germinacdo, uma vez que estd envolvida direta e indiretamente em todas as etapas do
metabolismo germinativo, atuando como um agente estimulador e controlador desse
processo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS-FILHO, 2015).

A reducdo na porcentagem de germinacdo na medida em que 0s potenciais
hidricos se tornam mais negativos pode ser explicado pela sensibilidade da espécie ao
déficit hidrico, uma vez que o estresse hidrico atrasa a germinagdo, implicando na
reducdo da velocidade de germinacdo e reducdo na porcentagem de plantulas
germinadas (PATADE et al., 2011). Alem disso, os melhores resultados da porcentagem
e velocidade de germinacdo das sementes pré-embebidas em acido giberélico podem
estar relacionados ao aumento da sintese de enzimas hidroliticas no tecido de reserva;
pela atividade destas, as substancias de reserva sdo convertidas e transferidas para o
embrido, conferindo, dessa forma, uma germinacdo mais vigorosa (TAIZ et al., 2017).

Com sementes de centeio (Secale montanum) pré-tratadas com &cido giberélico
e acido salicilico, Ansari et al. (2013) obtiveram resultados semelhantes aos encontrados
neste trabalho. Esses autores verificaram que a porcentagem de germinacdo e o
coeficiente de velocidade de germinacédo foi significativamente superior ao tratamento
controle para as sementes pré-tratadas dessa espécie. Além disso, constataram que as
concentracdes de 25 e 50 ppm de acido giberélico e 25 ppm de acido salicilico foram
satisfatorias para a superacdo de efeitos do estresse hidrico em sementes de S.
montanum.

O 4cido salicilico desempenha papel fundamental na tolerancia ao estresse
hidrico, devido a sua capacidade de induzir efeitos de protecdo em plantas submetidas
ao estresse por escassez de agua (AZOOZ; YOUSSEF, 2010). No contexto de protecéo
celular sob desidratacdo, o acido salicilico destaca-se por favorecer a protecdo da
integridade membranar do DNA e RNA, além de estar envolvido na regulacdo e

sinalizacdo das plantas frente aos demais estresses abioticos (MARDANI et al., 2012).
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Resultados positivos do &cido salicilico, assim como observados nesse trabalho,
também foram verificados por Carvalho et al. (2007) na germinagdo de plantas
medicinais sob estresse hidrico e térmico.

Em condigdes de estresse, sementes hidrocondicionadas podem ter seu
desempenho favorecido, uma vez que, ao iniciar a embebicdo em menor potencial
hidrico, requerem menos &agua para completar a germinacdo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Em trabalho realizado por Saglam et al. (2010), foi verificado
que sementes hidrocondicionadas de lentilha germinaram e cresceram mais rapidamente
em potenciais hidricos negativos, o que corroborou com os resultados observados neste
experimento, em que o hidrocondicionamento foi eficiente para potencializar a
germinacgéo de sementes de S. hispanica.

Assim como observado na germinacao, a reducdo da disponibilidade hidrica no
substrato, causada pelo aumento da concentracdo de PEG 6000, promoveu diminuigdo
do comprimento da parte aérea e da raiz primaria das plantulas de S. hispanica em todos
0s potenciais hidricos (Figura 2A e B). Para o controle, a diminuicdo do potencial
hidrico promoveu reduc6es unitarias de 0,44 cm para 0 comprimento da parte aérea e
0,63 cm para o comprimento da raiz. O acido giberélico foi o atenuador mais eficiente
em promover o crescimento da parte area em plantulas de S. hispanica, proporcionando
as menores redugdes no comprimento da parte aérea com a diminuicdo do potencial
hidrico. A cada reducdo de 0,1 MPa, houve decréscimo de 0,12 cm, 0 que representa
reducdo total de apenas 10,85% em relacdo ao tratamento controle, que resultou em uma
reducdo total de 69,72%. Tal resultado pode estar relacionado ao fato de as giberelinas,
como o acido giberélico, aumentarem a elongacao e diviséo celular, o que é evidenciado
pelo aumento do ndmero de células com consequente aumento no comprimento da
plantula em resposta a aplicacéo deste fitorregulador (TAIZ et al., 2017).

Para o comprimento da raiz primaria, ndo houve diferenca estatistica entre os
tratamentos controle e hidrocondicionamento. Para essa variavel, 0 maior comprimento
(4,51 cm) foi registrado nos tratamentos a 0,0 MPa. Porém, apresentaram a maior
reducdo, em torno de 0,64 cm, para cada decréscimo unitario no valor do potencial
hidrico.

Com a reducdo do potencial hidrico, o &cido giberélico e o acido salicilico
proporcionaram 0S maiores comprimentos de raiz primaria, 4,31 e 3,95 cm,

respectivamente. Nesse sentido, verificou-se que o acido salicilico foi mais eficiente em
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proporcionar as menores reducdes para essa variavel (0,42 cm), em comparagdo com o
acido gibereélico, que reduziu 0,62 cm para cada diminuigdo no potencial hidrico.

A B
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NS e ** = 3o significativo e significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), respectivamente.

Figura 2- Comprimento da parte aérea- CPA (A), comprimento da raiz- CR (B) e

massa seca total de plantulas (C) de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes

atenuadores e potenciais hidricos.

Constatou-se que o comprimento da raiz priméaria foi mais influenciado pelo

estresse hidrico do que o comprimento da parte aérea em sementes de S. hispanica e que
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0 é&cido giberélico foi menos eficiente na atenuacdo desse efeito do que o &cido
salicilico. Segundo Taiz et al. (2017), embora o crescimento do caule possa ser
significativamente aumentado por giberelinas, estas apresentam pouco efeito no
crescimento da raiz. O &cido indolacético é o horménio vegetal que exerce maior
influéncia sobre o crescimento das raizes, que, por sua vez, tem seu equilibrio alterado
pelo acido salicilico, o qual, em condi¢cBes de estresse, promove 0 aumento desse
fitohormdnio, resultando em maior crescimento do sistema radicular e proporcionando
efeito mais consistente para esta variavel (YOUNG; EVANS, 1996; SHAKIROVA et
al., 2003).

Sementes de feijdo embebidas em acido salicilico também resultaram em efeitos
positivos sobre o crescimento da raiz das plantulas submetidas a restricdo hidrica
(AGOSTINI et al., 2013). Para essa espécie, 0 maior comprimento de raiz foi verificado
no potencial -0,35 MPa. Ainda assim, 0 crescimento das raizes sob tratamento com
acido salicilico manteve-se elevado até o menor potencial hidrico avaliado (-1,2 MPa).

Tanto no comprimento da parte aérea quanto no comprimento da raiz primaria, o
peréxido de hidrogénio apresentou comportamento quadratico, com resultados
inferiores aos encontrados para 0s demais tratamentos. Para ambas as variaveis, 0
perdxido de hidrogénio acarretou reducdo total de 80,52%, sendo inferior, inclusive, ao
tratamento controle para todos os niveis de potenciais hidricos testados.

Para massa seca total de plantulas (Figura 2C) verificou-se que os tratamentos
com é&cido giberélico, hidrocondicionamento e acido salicilico resultaram em aumento
na massa seca total na medida em que decrescia o potencial hidrico do substrato quando
comparado ao controle. O incremento na massa seca total com o decréscimo do
potencial hidrico para o &cido giberélico, o hidrocondicionamento e o &cido salicilico
foi de 60%, 57,63% e 46,98%, respectivamente, em compara¢do ao tratamento controle,
que apresentou reducdo de 62,25%. O &cido giberélico também proporcionou a menor
reducdo na massa seca total de plantulas, apenas 6,09%, sobressaindo-se em relacdo aos
demais tratamentos. O peroxido de hidrogénio, apesar de apresentar massa seca total
superior ao tratamento controle (9,15 mg) no potencial hidrico de 0,0 MPa, provocou
dréstica reducdo em potenciais hidricos inferiores, chegando a 66,67% em -0,4 MPa.

A reducdo do comprimento e da massa seca total das plantulas é um dos efeitos
mais constatados em plantulas submetidas a restricdo hidrica. Em sementes de S.

hispanica e de canola, por exemplo, Santos et al. (2012) e Simon et al. (2017)
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verificaram reducdo gradativa nos comprimentos da parte aérea e da raiz primaria e na
massa seca das plantulas, conforme a diminuigao do potencial hidrico.

Todavia, 0 uso de hormdnios vegetais no tratamento de sementes tem favorecido
0 vigor e o acumulo de fitomassa. Em trabalho realizado por Georgin et al. (2014)
avaliando o uso de fitohorménios, dentre eles o acido giberélico, de forma isolada ou
em associacdo no tratamento de sementes de trigo, concluiu-se que esta substancia se
destacou por promover maior desenvolvimento inicial e estimulo a massa seca total de
plantulas. Resultado semelhante foi verificado por Alleoni et al. (2000), em que a
aplicacdo de fitohorménios via sementes na cultura do feijoeiro também favoreceu a
populacdo final de plantulas e 0 acimulo de massa seca ao final do ciclo. Em condi¢des
de estresse hidrico, Ansari et al. (2013) constataram beneficios do uso de horménios
sobre o vigor de sementes de centeio, sendo este significativamente melhorado com a
aplicacdo de 25 ppm de acido giberélico e 75 ppm de acido salicilico.

Quando se avalia a germinagdo, 0 comprimento e 0 acimulo de fitomassa de
plantulas, de forma conjunta, fica evidenciado efeito atenuador tanto do acido giberélico
quanto do acido salicilico, pois proporcionaram incrementos para essas variaveis. Sob a
influéncia desses compostos, a germinagdo pode ter sido favorecida, pois as sementes,
quando expostas ao estresse hidrico, priorizam a translocacdo de reservas para 0 eixo
embriondrio e a continuacdo do crescimento das plantulas, conferindo um
comportamento de tolerancia ao estresse durante a germinacdo (SANTOS et al., 2012).
Dessa forma, a principal estratégia de sobrevivéncia utilizada foi a de aumentar a
distribuicdo de assimilados, como tentativa de compensar a restricdo hidrica, elevando a
taxa de crescimento (CHAVES et al., 2003).

O hidrocondicionamento apresentou comportamento intermediario, dentre todos
0s tratamentos, para as variaveis analisadas, sendo inferiores aos obtidos pelos acidos
giberélico e salicilico. No que concerne a germinacdo, Marcos-Filho (2015) esclarece
que quando as sementes sdo colocadas em contato com uma solucdo aquosa de um
composto quimicamente inerte, mas osmoticamente ativo, como € o caso do PEG 6000,
elas iniciam normalmente a embebicdo. Ainda, segundo o mesmo autor, paralisam o
processo assim que entram em equilibrio com o potencial osmoético da solu¢do logo, a
porcentagem e a velocidade de germinacdo sdo afetadas na medida em que diminui o
potencial hidrico.

Os resultados obtidos para o peroxido de hidrogénio sugerem que foi utilizada

uma concentragcdo acima da suportada pelas sementes de S. hispanica para atenuacgao
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dos efeitos do estresse, o que foi comprovado pela constatacéo do sintoma de queima no
sistema radicular das plantulas, resultando em menores porcentagens de germinagéo,
velocidade de germinacdo, comprimento de plantula e massa seca. O peroxido de
hidrogénio ja é produzido endogenamente nas plantulas em condicGes de estresse
abidtico, como é o caso do estresse hidrico. Uma aplicacdo exdgena desse composto,
elevando a concentracdo deste nas células, pode alterar o metabolismo celular, causando
danos aos carboidratos, proteinas, acidos nucléicos e a peroxidacdo de lipideos e de
membranas, causando a perda de ions, hidrélise de proteinas e até danos ao DNA
(AZEVEDO NETO et al., 2008).

Para aminoacidos, verificou-se aumento na sintese destes para todos o0s
tratamentos com atenuadores em todos 0s potenciais hidricos avaliados, sendo superior
ao tratamento controle (Figura 3A). Diferentemente do que foi verificado ao avaliar a
germinacdo e o vigor das sementes de S. hispanica, o perdxido de hidrogénio contribuiu
com o maior incremento, tendo proporcionado aumento de 74,98%, 0 que corresponde a
uma concentracéo final de aminoécidos de 69,08 umol GLI.g" MF no potencial -0,4
Mpa, ao passo que para o controle essa concentracdo final foi de apenas 33,72 pumol
GLI.g™ MF. Para os demais atenuadores, o incremento na sintese de aminoacidos foi de
71,64% para o &cido salicilico, 65,73% para o hidrocondicionamento e 57,61% para o
acido giberelico.

Esse resultado, de certa forma isolado, observado para o tratamento com
peréxido de hidrogénio pode ser associado ao fato de que em condigcdes de estresse
abidtico pode ocorrer aumento do estresse oxidativo relacionado a aplicacdo exdgena de
peréxido de hidrogénio e a uma maior producdo de espécies reativas de oxigénio.
Geralmente, como consequéncia desse estresse oxidativo, os tecidos danificados
apresentam aumento na atividade dos seus sistemas antioxidantes, como, por exemplo, a
elevacdo na expressdo das enzimas catalase, peroxidase e superoxido desmutase
(KILIC; KAHRAMAN, 2016). Com isso, maior elevacdo na expressao dessas enzimas
¢ acompanhada por aumento na sintese de aminoacidos, que sdo seus precursores, COmo

forma de fortalecer o sistema antioxidante.
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NS e ** = 3o significativo e significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), respectivamente.
Figura 3- Teores de aminoacidos (A), prolina (B) e acucares soluveis totais (C) de
plantulas de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes atenuadores e potenciais
hidricos.

Averiguou-se que os tratamentos com atenuadores também proporcionaram
aumento no teor da prolina em relagcdo ao tratamento controle a partir do potencial -0,2
MPa (Figura 3B). O 4cido salicilio proporcionou aumentos de 0,63 umol PRO.g™* MF a

cada reducdo unitéria no valor do potencial hidrico, resultando em um incremento de
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99,22% na sintese desse osmélito ao atingir o menor potencial hidrico avaliado. O
hidrocondicionamento, o peroxido de hidrogénio e o acido giberélico também
contribuiram, nesta ordem, para uma maior sintese de prolina, proporcionando
aumentos de 97,12%, 96,97% e 76,73%, respectivamente.

Conforme destacado por McCue et al. (2000), em condicGes de estresse a sintese
de prolina pode ser mediada por uma via alternativa, a via das pentoses fosfato. Esta via
pode estar ligada a estimulacdo do metabolismo da prolina em resposta a aplicacdo de
acido salicilico, baseada na estimulacdo de glucose-6-fosfato-desidrogenase e ao
concomitante aumento do contelido deste aminoécido. A prolina é um dos principais
osmélitos envolvidos no ajuste osmotico. E este constitui um dos mecanismos mais
eficazes para a manutencdo da turgescéncia celular sob condigdes de baixo potencial
hidrico. Esse mecanismo se estabelece mediante o acimulo, no vactolo ou no citosol,
de solutos compativeis que contribuem para a manutencdo do equilibrio hidrico e a
preservacdo da integridade de proteinas, enzimas e membranas celulares (ASHRAF et
al., 2011; MARIJUAN; BOSCH, 2013).

O acido salicilico foi o atenuador que proporcionou maior sintese de agucares,
provocando aumento de 83,73%, ao partir de 5,12 pmol de GLU.g™ MF em potencial
hidrico de 0,0 MPa para 31,48 umol de GLU.g™ MF em potencial hidrico de -0,4 MPa
(Figura 3C). O hidrocondicionamento e o &cido giberelico incrementaram a sintese de
acucares em 83,06% e 77,78%, respectivamente. O menor efeito atenuante para esta
variavel foi constatado para o peréxido de hidrogénio, que contribuiu com menos de
20% para a sintese de acgUcares em plantulas de S. hispanica submetidas a condicéo de
estresse hidrico.

Os acucares encontrados nas folhas sdo alterados em quantidade e qualidade
durante o estresse hidrico e podem agir como sinal em resposta ao estresse (CHAVES;
OLIVEIRA, 2004). A funcdo de sinalizadores dos acUcares pode ser adaptativa e esta
relacionado a osmorregulacdo (SINGH; GAUTAM, 2013). Acredita-se que tal aumento
de acucares nas plantulas submetidas a estresse hidrico esteja relacionado a finalidade
de se manter o nivel de a4gua da folha e induzir um ajustamento osmoético na plantula,
visando ao equilibrio osmotico da célula (KERBAUY, 2004; SINGH; GAUTAM,
2013).

O condicionamento das sementes de S. hispanica com diferentes substancias
atenuadoras influencia positivamente na germinacédo e altera a composi¢cdo bioquimica

de vérios solutos organicos envolvidos no processo de ajustamento osmético, o que
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torna 0 processo germinativo menos sensivel aos efeitos do estresse hidrico. Neste
trabalho, este fato foi constatado principalmente quando as sementes foram pré-

embebidas em acidos giberélico e salicilico.
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4 CONCLUSOES
O estresse hidrico reduziu a germinacdo, o vigor e o acumulo de solutos

orgéanicos em sementes de S. hispanica, porém os &cidos salicilico e giberélico e o
hidrocondicionamento, nessa ordem, foram eficientes na atenuacdo dos efeitos do
estresse hidrico nesta espécie até o potencial hidrico de -0,4 MPa.

O tratamento com &cido giberélico proporcionou 0s maiores incrementos na
germinacdo e no vigor das plantulas. Enquanto que o acido salicilico além de ter
incrementado a germinacdo e o vigor, favoreceu o acumulo de solutos organicos em
sementes de S. hispanica até o potencial hidrico de -0,4 MPa.

O peroxido de hidrogénio na concentracdo de 20 mM.L™ ndo exerceu acio

mitigadora do estresse hidrico em sementes de S. hispanica.
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CAPITULO 3

GERMINACAO E ACUMULO DE SOLUTOS EM Salvia hispanica L.
SUBMETIDA A ATENUADORES DO ESTRESSE SALINO

RESUMO

Salvia hispanica tem sido recomendada como cultura alternativa para 0s
produtores rurais que necessitam de novas fontes produtivas para diversificar a
producdo. Entretanto, essa espécie é sensivel a salinidade, com seus efeitos atuando
negativamente sobre a germinagdo. O condicionamento de sementes com diferentes
substancias atenuadoras tem sido utilizado devido ao seu potencial na mitigacdo de
efeitos do estresse salino, porém ainda ndo ha relatos na literatura sobre o uso dessas
substancias em sementes de S. hispanica. Desse modo, objetivou-se avaliar a a¢do de
diferentes agentes como atenuadores do estresse salino na germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de S. hispanica. O delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado, com tratamentos distribuidos em esquema
fatorial 5 x 5, correspondente a cinco atenuadores e cinco potenciais osmoticos, com
quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Os tratamentos consistiram na
pré-embebicdo das sementes durante 4 horas em &cido salicilico (1 mM.L™), &cido
giberélico (0,4 mM.L™?), peréxido de hidrogénio (20 mM.L™?), 4gua destilada e o
tratamento controle (sem embebicdo). As sementes foram germinadas sob os potenciais
osméticos 0,0, -0,1, -0,2, -0,3 e -0,4 MPa, utilizando NaCl como agente osmoético. As
variaveis analisadas foram: porcentagem de germinacdo, indice de velocidade de
germinacdo, comprimento da parte aérea e da raiz primaria, massa seca total, prolina,
acucares e aminoacidos livres totais. Os dados foram submetidos a analise de variancia
(p<0,05) e, em caso de significAncia, foram aplicados o teste de Tukey (p<0,05) para 0s
atenuadores e regressao polinomial (p<0,05) para os niveis de potencial osmético e para
interacdo. O condicionamento de sementes de S. hispanica com &cido salicilico foi o
mais eficiente na atenuacdo dos efeitos do estresse salino, proporcionando incrementos
na germinacdo, no vigor e no acumulo de solutos em sementes de S. hispanica até o

potencial osmotico de -0,4 MPa.

Palavras-chave: Chia; Salinidade; Potenciais osméticos; Atenuadores de estresse.
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1 INTRODUCAO

A chia (Salvia hispanica L.) tem se apresentado como cultura alternativa para 0s
produtores rurais que necessitam de novas fontes produtivas para diversificar a
producdo (BUSILACCHI et al.,, 2013). Devido ao fato de que pode crescer em
ambientes aridos, essa espécie tem sido recomendada como opc¢do as culturas
tradicionalmente cultivadas, como também por ser apontada como tolerante a fatores
abioticos (MIGLIAVACA et al., 2014).

Entretanto, as espécies do género Salvia, incluindo a S. hispanica, sao
consideradas sensiveis a salinidade, com seus efeitos atuando principalmente sobre a
germinacéo e sobre a composi¢cdo quimica das sementes, alterando o rendimento de 6leo
e a porcentagem de acidos graxos presentes (GORAI et al., 2011; ; DAL’MASO et al.,
2013; ROSA et al., 2015; STEFANELLO et al., 2015; FALCO et al., 2017; PAIVA et
al., 2018). A salinidade tem efeitos adversos sobre o desenvolvimento das plantas,
portanto melhorar a germinacdo e a emergéncia de sementes tera resultados positivos
sob condicdes de estresse salino na producéo agricola (SHU et al., 2017).

Uma das alternativas para minimizar os efeitos danosos dos sais as plantas é o
emprego de substancias, como reguladores vegetais, que reduzam a intensidade desses
efeitos sobre o crescimento inicial das plantulas possibilitando o uso de aguas salinas
(OLIVEIRA et al., 2015). Entre eles, ha fortes indicios de que o acido salicilico
participe da sinalizacdo do estresse salino, regulando a resposta antioxidante nas plantas
e conferindo resisténcia e protecdo contra danos oxidativos (NORIEGA et al., 2012).
Além disso, uma oferta exdgena de &cido giberélico pode promover o processo
germinativo nas sementes, recompondo 0s niveis desse fitohormdnio, que tem sua
biossintese negativamente regulada pela salinidade (SHU et al., 2017).

Tratamentos envolvendo a embebicdo de sementes ou a pulverizacdo foliar com
H,0, em baixas concentracGes também podem induzir a tolerancia a salinidade por
estimular a modulacdo de multiplos processos fisiologicos e metabolicos, tais como
fotossintese, acumulo de prolina ou de proteinas de defesa e desintoxicacdo de espécies
reativas de oxigénio, resultando em uma melhor resposta em ambientes de estresse
(HOUSSAIN et al., 2015).

Nesse sentido, a técnica do hidrocondicionamento também tem sido empregada
como uma abordagem fisioldgica para fazer com que espécies glicofitas se adaptem a

condicdes salinas (MATIAS et al., 2015). Por meio desse processo, ocorre a hidratacdo
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controlada das sementes que desencadeia muitos dos processos fisioldgicos associados a
fase inicial da germinacéo e prepara a semente para a protrusdo da radicula, tornando-se
um meio eficaz para melhorar a emergéncia das plantulas, especialmente em um
ambiente adverso (MARCOS-FILHO, 2015). Com isso, o condicionamento das
sementes com substéncias atenuadoras constitui um mecanismo importante de
resisténcia induzida contra estresses abidticos, tornando-as mais tolerantes a condigdes
adversas (HOUSSAIN et al., 2015).

Desse modo, objetivou-se avaliar a acdo de diferentes agentes como atenuadores

do estresse salino na germinacdo e composicdo bioquimica de plantulas de S. hispanica.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Anélise de Sementes do Centro
de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA),
Mossord, RN. Foram utilizadas sementes de S. hispanica oriundas de um campo de
producdo comercial, localizado no municipio de Santana do Livramento, Rio Grande do
Sul (30° 53”277 S, 55°31° 58” W e 208 m de atitude). As sementes foram beneficiadas
manualmente, acondicionadas em saco plastico transparente (0,15 mm de espessura) e
armazenadas em camara fria e seca (10 + 2°C e 50% de umidade relativa do ambiente)
durante todo o periodo experimental.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 5, sendo cinco atenuadores de estresse (testemunha, hidrocondicionamento,
acido salicilico, acido giberélico e peroxido de hidrogénio) e cinco potenciais osmoticos
(0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa), com quatro repeticdes de 50 sementes para cada
tratamento.

As sementes foram embebidas por 4 horas nas solu¢des dos atenuadores: acido
salicilico (1 mM.L™), 4cido giberélico (0,4 mM.L™), peréxido de hidrogénio (20 mM.L’
1), 4gua destilada e o tratamento controle (sem embebicdo). Em seguida, foram
semeadas sob duas folhas de papel mata-borrdo acondicionadas em caixas plasticas
transparentes (Gerbox®) e hidratadas com solucdes de cloreto de sédio (NaCl), no
volume de 2,5 vezes 0 peso seco do papel, para determinar a condicdo de estresse
salino. Foram utilizadas solucdes de NaCl nas seguintes concentracdes: 0,0 (controle); -
0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa (PAIVA et al., 2018). A condutividade elétrica das solucdes
foi verificada com o auxilio de um condutivimetro e no nivel zero foi utilizada apenas
agua destilada para umedecer o substrato.

Os testes de germinacdo foram conduzidos em germinadores do tipo
Biochemical Oxygen Demand (B.O.D.), regulados a temperatura de 25 °C com
fotoperiodo de 8 horas de luz (PAIVA et al., 2016). As contagens foram realizadas
diariamente até o oitavo dia ap6s a semeadura, sendo consideradas germinadas as
sementes que haviam emitido a raiz priméria e parte aérea da plantula (BRASIL, 2009).

As variaveis analisadas foram:

a) Porcentagem de germinacdo - expressa o percentual de plantulas normais

germinadas em cada tratamento.

48



b) Indice de velocidade de germinacdo - conduzido simultaneamente ao teste
de germinacdo, em que as sementes foram avaliadas diariamente, a partir do inicio da
germinacdo até o oitavo dia ap6s a semeadura. O indice foi calculado conforme a
equacéo proposta por Maguire (1962).

c) Comprimento da parte aérea e da raiz primaria — as plantulas normais de
cada tratamento foram medidas com o auxilio de uma régua graduada em centimetros,
medindo-se da base do colo ao apice da plantula, para 0 comprimento da parte aérea e
da base do colo a extremidade da raiz para o comprimento da raiz primaria das
plantulas.

d) Massa seca total de plantulas — depois de mensuradas, as plantulas foram
acondicionadas em sacos de papel e levadas a estufa com circulacdo de ar forcada,
regulada a 65 °C por 72 h, até obtencdo do peso seco constante, sendo posteriormente
pesadas em balanga analitica de precisdo (0,001 g).

e) Acucares soluveis totais - as amostras foram obtidas a partir da massa fresca
de partes aéreas e radiculares das plantulas coletadas apds oito dias de estresse. Para a
extracdo dos acgucares, primeiramente foram pesados 0,2 g de massa fresca e colocados
em tubos e adicionados 3 ml de alcool. Em seguida, o material foi macerado em
macerador automatico. O sobrenadante do tubo foi coletado para quantificacdo dos
acucares. A dosagem de acUcares soluveis totais foi determinada pelo método da
antrona (YEMM; WILLIS, 1954), utilizando-se a glucose como substéncia padrdo e 0s
resultados sendo expressos em pmol de GLU.g™ de massa fresca.

f) Aminoécidos livres totais — foram colocados 0,2 g de massa fresca em tubos
contendo 3 ml de alcool. Os tubos foram hermeticamente fechados e aquecidos em
banho-maria a 60 °C por 20 minutos. Para a quantificacdo dos teores de aminoacidos,
realizou-se a medicdo da absorbancia a 570 nm, com a aplicacdo do método da nihidrina
acida (YEMM; COCKING, 1955), tendo a glicina como substdncia padrdo e o0s
resultados sendo expressos em pmol GLI.g™ de massa fresca.

g) Prolina — a determinacdo de prolina obedeceu a metodologia descrita por
Bates et al. (1973). Para isso, colocou-se 0,2 g de massa fresca em tubos contendo 3mL
de alcool, que foram hermeticamente fechados e aquecidos em banho-maria a 60 °C por
20 minutos. As concentracdes de prolina foram determinadas com base em uma curva
padréo obtida a partir de L-Prolina, sendo os resultados expressos em pmol PRO.g™ de

massa fresca.
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Os resultados foram submetidos a andlise de variancia (p<0,05) e, em caso de
significancia, foram aplicados o teste de Tukey (p<0,05) para os atenuadores e
regressdo polinomial (p<0,05) para os niveis de potencial osmético e para interacdo com
0 auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados apresentaram interacdo significativa ao nivel de 1% de
probabilidade para quase todas as variaveis analisadas, com exce¢do da variavel massa
seca total de plantulas, que apresentou efeito isolado para atenuador (p<0,01) e para
potencial osmotico (p<0,05) (Tabela 2).

Tabela 1- Resumo da analise de variancia das variaveis porcentagem de germinagdo
(PG), indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA),
comprimento da raiz (CR), massa seca total (MST), amino&cidos, prolina e aglUcares de
plantulas de Salvia hispanica L. germinadas sob diferentes atenuadores e potenciais

osmoticos.

Quadrado médio

Fonte de variagdo  GL

PG IVG CPA CR
Atenuador (A) 4 157,26 56,48 7,997 13,53"
Potencial (P) 4 506,26 211,99” 16,907 8,60
AxP 16 254,817 11,287 0,55~ 0,317
Erro 75 17,81 0,69 0,06 0,17
CV (%) 4,71 5,18 12,28 15,43
Média Geral 89,64 16,06 2,08 2,69
- Quadrado médio

Fonte de variagdo  GL MST Aminoéacidos Prolina AcUcares
Atenuador (A) 4 40,99 43,85 2,29 524,07
Potencial (P) 4 3,49 114,28 0,34” 729,52
AXxP 16 0,56™ 11,09™ 059" 176,80
Erro 75 0,99 0,72 0,05 2,29
CV (%) 12,85 8,44 17,73 6,78
Média Geral 7,77 22,35 1,26 10,11

"~ significativo a 1%:; ~ significativo a 5%; ™néo significativo a 5%; CV- coeficiente de variacéo.

Para porcentagem de germinacdo (Figura 1A), verificou-se comportamento
quadratico para todos os tratamentos empregados. No tratamento controle, a maior
germinacdo obtida foi 93% no potencial -0,18MPa, com reducdo total de 4%,
registrando 89% na germinacdo a -0,4 MPa. O Unico tratamento que apresentou reducéo
total na porcentagem de germinacdo inferior ao tratamento controle foi o &cido
salicilico, com 3%,. Os demais tratamentos ndo apresentaram efeito atenuador para esta
varidvel, tendo registrado reducdo total na germinacdo superior ao tratamento controle
com o decréscimo do potencial osmotico do substrato. O acido giberélico reduziu 6%; o

hidrocondicionamento, 8% e o peroxido de hidrogénio, 44,5%.
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Figura 1- Germinagédo (A) e indice de velocidade de germinagédo- IVVG (B) de sementes
de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes atenuadores e potenciais 0smoticos.

Em sementes, 0 excesso de sais causa restricdo da absorcdo de agua devido a
diminuicdo do potencial osmético do substrato (CHAVES et al., 2009), retardando a
embebicdo das sementes ou 0 alongamento da raiz, além de provocar toxicidade nos
tecidos devido ao acumulo em excesso dos jons Na* e CI" (ESTEVES; SUZUKI, 2008;
GOIS et al., 2008). A toxicidade idnica pode ainda ocasionar o atraso da emergéncia das
plantulas e da mobilizacdo de reservas ou até diminuir a viabilidade das sementes na
medida em que afeta processos fisiologicos e metabolicos dos tecidos embrionarios
(MUNNS; TESTER, 2008; VOIGT et al., 2009).

A interacdo entre salinidade e acido salicilico possivelmente induziu os genes
que codificam a resisténcia ao sal e atuaram sobre a germinacdo, aumentando a
atividade fisioldgica e a mobilizacdo do material de reserva necessario ao crescimento
embrionario (JINI; JOSEPH, 2017). Segundo Anaya et al. (2018), a atividade
metaboOlica em sementes tratadas com A&cido salicilico comeca muito antes do
aparecimento da radicula e da plumula. Portanto, sementes tratadas germinam mais
cedo do que as ndo tratadas. Além disso, os autores destacam que o &cido salicilico em
baixas concentracdes induz e maximiza a germinacao, pois é possivel que estimule a

germinacdo das sementes via biossintese de acido giberélico (ANAYA et al., 2018).
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Em trabalho realizado por Turkyilmaz (2012) com sementes de trigo, o autor
também observou inibicdo na germinacdo das sementes pela salinidade. No entanto,
tratamentos com &cido salicilico nas concentragdes de 200 e 400 ppm proporcionaram
aumentos de 3,19% e 4,44% na taxa de germinacdo em relacdo ao controle, tendo sido
eficiente na mitigagcdo dos efeitos da salinidade sobre esse parametro. Fardus et al.
(2018), também trabalhando com sementes de trigo, verificaram que o pré-tratamento
das sementes com 1 mM de &acido salicilico resultou em maior porcentagem de
germinacdo nas sementes submetidas a salinidade. Anaya et al. (2018), constatou efeito
benéfico do tratamento de feijao-fava com &cido salicilico, onde observou-se o aumento
da germinacdo sob varios niveis de estresse, reduzindo efeitos inibitérios do estresse
salino, principalmente na concentracao de 0,25 mM.

Para indice de velocidade de germinacdo, verificou-se comportamento linear
decrescente (Figura 1B). O estresse salino reduziu o IVG do tratamento controle de
17,39 a 0,0 MPa para 13,01 a -0,4 MPa, uma reducéo de 1,09 unidades no IVG a cada
reducdo unitéria no valor do potencial osmotico. Os tratamentos com atenuadores
apresentaram IVG superior ao tratamento controle, com excecdo do peroxido de
hidrogénio. No menor potencial osmotico estudado, o &cido giberélico e o éacido
salicilico apresentaram os maiores indices: 14,40 e 13,39 a -0,4 MPa, respectivamente.

O hidrocondicionamento e o peréxido de hidrogénio apresentaram as maiores
reducdes no 1IVG no menor potencial osmético, sendo inferiores ao tratamento controle.
As reducdes unitarias foram de 3,65 para o peroxido de hidrogénio e 2,17 para 0
hidrocondicionamento. A técnica do hidrocondicionamento pode ser utilizada como pre-
tratamento das sementes em agua destilada. Por meio dessa técnica, ocorre a hidratacéo
parcial das sementes, suficiente para promover atividades metabolicas sem, contudo,
permitir a protrusdo da raiz primaria (PINEDO; FERRAZ, 2008). Todavia, no presente
trabalho essa técnica ndo foi eficiente para potenciais osmoéticos de inferiores a -0,3
MPa (Figura 1B). No tocante ao perdxido de hidrogénio, € sabido que altos niveis de
H,0, podem causar danos irreversiveis as células, interferindo em diversos processos
metabolicos dos vegetais, porém, em baixas concentracfes, esta molécula pode agir
como sinalizador da germinacdo e da tolerancia ao estresse (BAILLY et al., 2008).
Nesse contexto, é provavel que a concentracdo utilizada no presente trabalho ainda
esteja acima dos niveis tolerados pela S. hispanica.

Essa melhoria na velocidade de germinacdo pode ser explicada pela capacidade

do &cido giberélico em atuar como sinal quimico para a ativagao de genes que codificam
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enzimas hidroliticas. Enzimas como amilases, proteases e, em alguns casos, lipases,
desempenham papéis vitais no crescimento e desenvolvimento iniciais do embrido
(TSEGAY; ANDARGIE, 2018). Qualquer aumento na atividade dessas enzimas pode
resultar em germinagao vigorosa e precoce (TAIZ et al., 2017).

Tian et al. (2014), trabalhando com sementes de milho pré-tratadas com &cido
giberélico, verificaram que o indice de velocidade de germinacao foi significativamente
aumentado com o condicionamento das sementes em 10 mg.L™ de é4cido giberélico.
Efeito similar foi observado por Tsegay e Andargie (2018), quando as sementes de
milho foram submetidas a salinidade. Segundo esses autores, o condicionamento das
sementes com &cido giberélico a 0,2 g.L™ reduziu o tempo necessario & germinacéo.

O comprimento da parte aérea das plantulas de S. hispanica também foi alterado
pela salinidade: observou-se reducdo acompanhando o decréscimo do potencial
osmotico do substrato, sendo a maior diminuicdo observada para o tratamento controle
(76,38%), que registrou decrescimos unitarios de 0,65 cm (Figura 2A). Para o0s
atenuadores, 0 maior comprimento de parte aérea foi registrado para o acido giberélico
(4,28 cm), sendo o mais eficiente em proporcionar as menores reducdes nessa variavel
(15,65%) conforme decrescia o valor do potencial osmoético, seguido pelo
hidrocondicionamento (69,94%) e &cido salicilico (73,60%). O peroxido de hidrogénio
apresentou os menores resultados, culminando com comprimentos de parte aérea
inferiores a todos os tratamentos, inclusive ao tratamento controle, em todos os

potenciais osmaticos avaliados.
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NS e ** = ndo significativo e significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), respectivamente.

Figura 2- Comprimento da parte aerea- CPA (A), comprimento da raiz- CR (B) e massa
seca total de plantulas (C e D) de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes

atenuadores e potenciais osmoticos.

Uma aplicacdo exdgena de acido giberélico em sementes pode neutralizar os
efeitos adversos do NaCl sobre o crescimento das plantulas, pois as giberelinas
interagem com outros hormdnios para regular varios processos metabdlicos nas plantas,
incluindo o crescimento (TSEGAY; ANDARGIE, 2018). Efeitos positivos do
condicionamento de sementes de milho e ervilha com &cido giberélico foram
verificados por Tsegay e Andargie (2018), que relataram que o tratamento das sementes
com &cido giberélico melhorou significativamente o crescimento de plantulas dessas
espécies até o potencial 8 dS.m™.

O comprimento da raiz primaria também foi afetado pelo aumento da salinidade
(Figura 2B). Para essa variavel, o acido salicilico apresentou o melhor resultado, tendo
proporcionado a menor reducdo total no comprimento da raiz, 41,08%. O acido
giberélico, o hidrocondicionamento e o peroxido de hidrogénio ndo foram eficientes na
atenuacdo dos efeitos do estresse salino sobre o crescimento da raiz primaria, tendo
apresentado 0s menores comprimentos de raiz com o decréscimo do potencial osmotico,
sendo inferior ao tratamento controle. O tratamento controle proporcionou reducéo total
nessa variavel na ordem de 42,39%, ao passo que o &cido giberélico reduziu 50,64% e o

hidrocondicionamento, 53,32%. Dentre os tratamentos empregados, o peroxido de
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hidrogénio apresentou 0s menores comprimentos de raiz em todos 0s potenciais
osmoticos, apresentando o maior comprimento (0,97 cm) no potencial -0,38 MPa.

Atenuacéo do estresse salino (100 mM de NaCl) sobre o crescimento da raiz em
plantulas de trigo tratadas com 400 ppm de &cido salicilico também foi constatado por
Turkyilmaz (2012), o qual destaca que a redugdo no crescimento e desenvolvimento da
plantula induzida pelo NaCl pode ser mitigada pela aplicagdo exdgena de reguladores de
crescimento, como o acido salicilico. AlteracGes nos niveis de &cido salicilico podem
representar um processo inicial que controla a reducdo do crescimento sob salinidade.
Além disso, Shakirova et al. (2003) relataram que o acido salicilico evita a reducdo dos
teores de &cido indolacético e de citocininas sob ambiente salino, aumentando a diviséo
celular no meristema apical das raizes das plantulas, a fim de diminuir a acdo destrutiva
do estresse.

Para massa seca total de plantulas, ndo houve interacdo significativa entre
salinidade e atenuadores, apenas efeito isolado para atenuadores e niveis de potencial
osmotico (Figura 2C e 2D). Para atenuadores, houve diferenca estatistica entre o
perdxido de hidrogénio e os demais atenuadores, que ndo diferiram entre si. Por sua vez,
0s niveis de potencial osmoético apresentaram comportamento quadratico, sendo o
melhor potencial -0,36 Mpa. Esse potencial osmotico registrou o maior acimulo de
massa seca, 8,10 mg. O aumento na massa seca das plantulas com a reducdo do
potencial osmoético do substrato pode estar relacionado ao aumento da densidade das
plantulas devido & baixa quantidade de agua nos tecidos (SA et al., 2017).

Resultados semelhantes com plantulas de milho tratadas com peroxido de
hidrogénio e submetidas a salinidade também foram obtidos por Gondim et al. (2011).
De modo geral, os autores ndo observaram interacOes significativas entre os fatores
salinidade e peroxido de hidrogénio para os parametros massa seca da parte aérea,
massa seca radicular e massa seca total. Contudo, foram observados efeitos desses
fatores isoladamente. Conforme esses autores, nas plantulas pulverizadas com peréxido
de hidrogénio (10 mM) houve aumento de 74% na massa seca da parte aérea e na massa
seca total. Logo, no presente trabalho a salinidade ndo foi condicdo priméria para
estimular incrementos na massa seca total de plantulas provenientes de sementes pré-

tratadas com atenuadores.
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Figura 3- Teores de acUcares (A), prolina (B) e aminoacidos (C) de plantulas de S.

hispanica L. submetidas a diferentes atenuadores e potenciais 0smoticos.

Para a sintese de acUcares, verificou-se que o acido salicilico proporcionou o
maior incremento, 58,75%, tendo registrado teor de acglcares correspondente a 15,54
umol de GLU.g™ MF a -0,4 MPa, em relacdo ao tratamento controle, que produziu
aumento de 53,75%, correspondendo a 13,38 pumol de GLU.g" MF neste mesmo
potencial (Figura 3A). Os demais tratamentos resultaram em sintese total de agucares
inferior ao tratamento controle: 50,33% para o acido giberélico, 45,96% para o peroxido

de hidrogénio e 38,05% para o hidrocondicionamento.
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De acordo com Singh e Gautam (2013), o &cido salicilico pode induzir o
equilibrio de acucares em plantas submetidas a estresse por salinidade e, dessa forma,
favorecer o seu acumulo. Os aglcares sdo fontes energeticamente baratas, facilmente
acessiveis e aceitos como osmolito. Aclcares como glicose, frutose, sacarose, frutanas e
amido podem atuar no ajustamento osmético, servir como fonte de energia,
armazenando carbono, além de auxiliar na eliminacdo de radicais livres sob condigdes
de estresse (SINGH; GAUTAM, 2013).

Comportamento linear crescente foi verificado para a sintese de prolina, contudo
apenas o acido salicilico superou o tratamento controle na producdo total desse
aminoéacido (Figura 3B). O é&cido salicilico resultou em aumento de 56,74% na
producéo total de prolina, tendo partido de 0,77 umol de PRO.g™ MF a 0,0 MPa para
1,78 pmol de PRO.g™*MF a -0,4 MPa, sendo o melhor tratamento na comparacio com
0s demais atenuadores testados. O perdxido de hidrogénio registrou aumento de 52,45%
na sintese total de prolina, o &cido giberélico, 50,23% e o hidrocondicionamento,
41,36%. Esses trés tratamentos foram inferiores ao tratamento controle (53,64%).

Na presenga de 4&cido salicilico, o acuimulo de prolina é notavelmente
aumentado, o que implica aumento desse aminoacido durante o mecanismo de
ajustamento osmotico na planta, visando a aumentar sua tolerancia hiperosmotica contra
a reducao no teor de agua das células induzido pelo estresse salino (SINGH; GAUTAM,
2013). Aumentos no teor de prolina e de acglcares também foram observados por Agami
(2013) em plantulas de milho submetidas a salinidade, cujas sementes haviam sido
tratadas com &cido salicilico. Segundo o autor, a imersdao das sementes em acido
salicilico (10™ M) superou significativamente a toxicidade provocada pelo estresse por
NaCl.

Nenhum atenuador superou o tratamento controle na sintese de aminoacidos
(Figura 3C). A quantidade total de aminoacidos produzidos sob influéncia dos
atenuadores foi inferior ao tratamento controle. Este apresentou comportamento
quadratico crescente, no ponto de maximo (-0,027 MPa) registrou sintese de
aminoécidos igual a 13,32 umol de GLI.g" MF, chegando a 36,07 pmol de GLI.g MF
no potencial -0,4 MPa, o0 que corresponde a um incremento de 63,07%. O acido
salicilico foi, dentre os atenuadores, 0 que mais se aproximou do tratamento controle,
62,92%, mas ainda assim sendo inferior a ele. Para o Hidrocondicionamento, 0 aumento

foi de 54,55% e para o acido giberélico, de 44,11%. O peroxido de hidrogénio
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apresentou comportamento quadrético decrescente, tendo diminuido a sintese total de
aminoacidos em 39,15%.

Sob condicdo de estresse salino, altas concentracbes de aminodcidos sao
produzidas para reduzir os danos causados pela salinidade devido ao efeito toxico e/ou
osmético (SHAHID et al., 2013). Estes compostos atuam principalmente no ajuste
osmotico e protecdo de macromoléculas e sdo comumente relacionados a tolerancia a
salinidade (ESTEVES; SUZUKI, 2008). Porém, a salinidade perturba o equilibrio
hormonal nas plantas (JAVID et al., 2011). Logo, as concentragdes de atenuadores
utilizadas ndo foram efetivas para restabelecer o equilibrio hormonal necessério para
incrementar a sintese de aminoacidos.

Verificou-se que o acido salicilico e o &cido giberélico apresentaram os melhores
resultados na mitigacdo do estresse salino, com o &cido salicilico se destacando.
Provavelmente é necessario aperfeicoar a concentracdo de &cido giberélico para se obter
resultados superiores. O hidrocondicionamento e o peréxido de hidrogénio obtiveram os
menores resultados. O hidrocondicionamento, apesar de antecipar as etapas do
metabolismo germinativo, ndo foi eficiente em neutralizar os efeitos toxicos do NacCl,
apresentado resultados inferiores aos resultados obtidos para os tratamentos com acidos
giberélico e salicilico. Com o peroxido de hidrogénio, foi utilizada uma concentragédo
muito elevada, o que pode ser constatado mediante observacdo dos sintomas de queima
do sistema radicular, baixa germinagdo, crescimento reduzido e incapacidade de

estimular a sintese de solutos organicos.
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4 CONCLUSOES

O estresse salino reduziu a germinacgdo e o vigor em sementes de S. hispanica,
porém os acidos giberélico e salicilico proporcionaram acdo mitigadora sobre os efeitos
do estresse salino nesta espécie, até o potencial osmético de -0,4 MPa.

O condicionamento de sementes de S. hispanica com &cido salicilico foi 0 mais
eficiente na atenuacdo dos efeitos do estresse salino, proporcionando incrementos na
germinacdo, no vigor e no acumulo de solutos em sementes de S. hispanica até o
potencial osmotico de -0,4 MPa.

O hidrocondicionamento apresentou acdo mitigadora sobre os efeitos do estresse
salino em sementes de S. hispanica até o potencial osmotico de -0,3 MPa.

O peroxido de hidrogénio na concentracdo de 20 mM.L™ ndo exerceu acdo

mitigadora do estresse salino em sementes de S. hispanica.
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CONSIDERACOES FINAIS

Dentre os tratamentos testados, verificou-se que o hidrocondicionamento
proporcionou comportamento intermediario para as variaveis analisadas em ambos os
experimentos. Os resultados para esse tratamento foram inferiores aos dos &cidos
giberélico e salicilico, além de ndo ter sido eficiente na superacdo de efeitos tdxicos do
NaCl sobre as sementes de S. hispanica pelo método empregado neste trabalho. E
necessario averiguar se ao abordar uma metodologia diferente, como, por exemplo,
utilizando tempos de embebicdo diferentes, sequido ou ndo de uma secagem, seria
possivel alcancar resultados melhores.

Para o tratamento das sementes de S. hispanica com peroxido de hidrogénio,
verificou-se que foi utilizada uma concentracdo bastante elevada, o que pode ser
constatado mediante a observacdo nas plantulas dos sintomas descritos ao longo do
texto e pela obtencdo dos piores resultados para as variaveis analisadas, dentre todos os
tratamentos testados. Ainda assim, cabe investigar se com o uso de concentragdes mais
baixas seria possivel alcancar resultados satisfatorios.

Os é&cidos giberélico e salicilico se sobressairam em relagdo aos demais
tratamentos, apresentando bons resultados. Dessa forma, acredita-se que concentracdes
maiores, combinadas a diferentes tempos de embebicdo, sejam capazes de proporcionar
resultados superiores aos encontrados neste trabalho.

Sugere-se ainda a realizacdo de testes de campo para verificar se os resultados se
mantém ou se alteram com uma margem muito grande de diferenca dos resultados
encontrados nas condicGes de laboratdrio, além da afericdo da viabilidade econdmica do
pré-tratamento das sementes de S. hispanica com os atenuadores que se destacaram dos

demais.
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