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RESUMO GERAL

Estresses abiodticos sdo a principal causa da redugdo de produtividade das culturas. Estes
estresses podem comprometer o crescimento, o desenvolvimento e a sobrevivéncia das
plantas. Sob estas condigdes, tém sido verificadas a produgdo de espécies reativas ao
oxigénio o que causa danos em membranas celulares e induzem a expressdao de genes
relacionados as enzimas do sistema antioxidante. Assim, objetivou-se neste trabalho
avaliar a eficiéncia do condicionamento fisiologico de sementes de algoddo (Gossypium
hirsutum), na presenga de moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a
salinidade e deficiéncia hidrica durante os processos de germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas. Foram avaliados aspectos fisiologicos e bioquimicos
relacionados aos diferentes tipos de estresse abiotico, ao condicionamento fisioldgico e
ao uso de moléculas sinalizadoras. Foram avaliadas as moléculas sinalizadoras
melatonina, acido indolacético (AIA), 6xido nitrico, perdxido de hidrogénio e quitosana;
e duas condig¢Oes de estresse abiodtico: salinidade e restri¢do hidrica. Foram avaliados o
teor de agua, germinagdo e vigor das sementes, o desenvolvimento e vigor de plantulas
por analise de imagem e ainda o teor de prolina, peroxidacao lipidica e atividade das
enzimas antioxidantes em sementes e plantulas submetidas aos diferentes tratamentos. Os
experimentos foram instalados em DIC com 8 repeti¢des. Pelos resultados desta pesquisa,
houve beneficios do condicionamento fisiologico e da utilizagdo de moléculas
sinalizadoras para o aumento da tolerancia a salinidade e restri¢ao hidrica durante a
germinagdo e crescimento de plantulas de algoddo. Além disso, foi possivel entender os
aspectos fisiologicos e bioquimicos envolvidos nos processos de condicionamento
fisiologico e uso de moléculas sinalizadoras relacionadas aos estresses hidrico e salino.

Palavras-chave: Qualidade de sementes. Espécies reativas de oxigénio. Sinalizagdo sistémica.

Estresses.



GENERAL ABSTRACT

Abiotic stresses are the main cause of crops productivity loss. These stresses
compromises growing, development, and plant survival, as in seed germination. Under
those conditions, studies have been carried regarding production of reactive oxygen
species which results in cell membrane damage and antioxidant-related gene expression.
Thus, this study aimed to evaluate physiological condition efficiency on cotton seeds
(Gossypium hirsutum) in the presence of signalizing molecules to induces salinity and
hydric deficiency tolerance during seed germination and seedling development. We
evaluated physiological and biochemical aspects regarding different types of abiotic
stresses, physiological conditioning, and signalizing molecules usage. Were used the
signalizing molecules melatonin, indoleacetic acid, nitric oxide, hydrogen peroxide, and
chitosan and two conditions of abiotic stress (salinity and hydric restriction). Were
evaluated water content, seed germination, and vigor. Also, through image analysis,
seedling development was evaluated. Biochemical aspects of proline content, lipidic
peroxidation, and activity of antioxidant enzymes on seeds and seedlings was evaluated
through the treatments. Experiments were established on completely random design with
eight replicates. We observed the benefits of physiological conditioning and usage of
signalizing molecules, which resulted on increase of salinity and water restriction during
cotton seed germination and seedling development. Also, through this research, was
possible to observe the physiological and biochemical aspects involved in the
physiological conditioning and signalizing molecules related to salt and water stresses.

Keywords: Seed quality. Reactive oxygen species. Systemic signalizing. Stresses.
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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO GERAL

O setor agricola tem crescido no cenario brasileiro e mundial, sendo que, dentre as
culturas de grande valor comercial, o algodao possui papel de destaque. A planta ¢ aproveitada
em sua totalidade, ndo existindo assim subprodutos da cultura, mas sim coprodutos, em que a
semente (carogo) e a fibra representam aproximadamente 65% e 35% da producdo,
respectivamente, o que justifica a importancia da cotonicultura no mercado (RICHETTI e
MELO FILHO, 2001). Também ¢ referéncia no setor socioecondmico, pela parcela
significativa do produto Interno Bruto do agronegocio brasileiro, além da geragdo de empregos
direta e indiretamente de milhdes de pessoas no pais (EMBRAPA, 2019), o que caracteriza o
algoddo como uma das principais commodities brasileiras.

No Brasil a cotonicultura sofreu profundas transformagdes, passando em pouco tempo
de cultura familiar, com forte demanda de mao-de-obra, para a producdo em grandes areas com
importantes investimentos em capital e tecnologia (VIEIRA, 1999). Em quase todos os estados
produtores de algodao no pais foi observado incremento em area plantada no decorrer dos anos,
destacando-se Mato Grosso e Bahia que, de acordo com a ABRAPA (2021), possuem 1065,40
e 290,10 mil hectares plantados, respectivamente. Além do aumento de area em regides onde
ja se cultivava algodao, ocorreu forte incorporagdo de novas areas ao processo produtivo, como
por exemplo a regido norte do estado de Minas Gerais, que tem como caracteristicas
edafoclimaticas, solos salinos e déficit hidrico

Sabe-se que condigdes ambientais desfavoraveis para a sobrevivéncia da cultura, tais
como a deficiéncia de agua e alta concentragdo de sais no solo, podem causar efeitos
significativos sobre a produtividade (OLIVEIRA et al, 2017). Considerando as caracteristicas
ambientais das novas areas, as mudancgas climaticas que vém ocorrendo nas tltimas décadas,
estudar as respostas fisiologicas da cultura do algoddo em diferentes condi¢des de estresses abioticos
torna-se cada vez mais importante.

As plantulas do algodoeiro sao biologicamente pouco tolerantes aos estresses abidticos.
(BELTRAO, 2008). A habilidade de tolerar tais estresses ¢ influenciada pelo genotipo. No
Brasil ha programas de melhoramento de algoddo, por meio dos quais sao desenvolvidas
cultivares para varias regides geograficas, com manejo para producdo de fibras de forma
competitiva. Apesar da qualidade agrondmica destas cultivares, a maioria tem limitacdo a

ambientes com irregularidades hidricas, altas temperaturas durante o processo de germinagao
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das sementes, dentre outros tipos de estresses abidticos, que por sua vez reduzem o estande
inicial de plantas, o nimero de frutos e a produtividade, dentre outros (VASCONCELOS,
2016). Estresses abioticos durante as fases criticas da planta predispdem a redugdo de
rendimento, além disso, sdo os principais responsaveis por provocar mudancas morfologicas,
fisioloégicas, bioquimicas e moleculares afetando adversamente o crescimento e
desenvolvimento vegetal (WANG et al., 2009).

Quando as plantas e sementes sdo submetidas aos estresses, seja de natureza bidtica ou
abidtica, ocorrem mudangas do meio celular que promovem alteragdes de varias vias que
compdem diferentes rotas metabolicas (MILLER, 2010). Nesta condi¢do sdo formadas em
excesso as espécies reativas de oxigénio (ERO’s), sendo estas extremamente danosas as
moléculas como proteinas, DNA e lipideos (APEL; HIRT, 2004), o que pode afetar a qualidade
fisiologica das sementes. Porém, ha pelo menos cinco diferentes enzimas capazes de remover
as ERO’s, a exemplos das superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), ascorbato peroxidase
(APX), glutationa peroxidase (GPX) e glutationa redutase (GR). (RODRIGUEZ, 2003;
TOGNOLLI, 2002; VANDENABEELE, 2004).

Com o objetivo de diminuir o processo de deterioracdo provocado pelas EROs e
aumentar a tolerancia das plantas aos diversos estresses ambientais, t€ém-se usado técnicas para
otimizar os meios de producdo. Como exemplo pode-se citar o condicionamento fisiologico de
sementes que, pelo fato de a absor¢do de dgua pela semente ocorrer sob condi¢des controladas,
ativa o metabolismo das sementes durante as fases I e II da embebi¢do, sem que ocorra a
protrusdo da raiz primaria (fase III) (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; RIBEIRO
et al., 2019). Sendo assim, a digestdo das reservas, sua translocacdo e assimilacdo sdo ativadas
para que as sementes, componentes do lote, alcancem estado metabolico relativamente
uniforme, quando o acesso a agua ¢ interrompido. Conforme destacaram Heydecker e Gibbins
(1978) e Marcos Filho (2015), as sementes que atingem mais rapidamente, o teor de agua
desejado, aguardam as menos vigorosas atingirem o mesmo estado metabolico. Desta forma, a
germinagdo ¢ praticamente instantanea apds o condicionamento fisiologico, tendo como efeito
principal a reducdo da diferenca da atividade metabolica das sementes mais € menos vigorosas,
caracterizando a uniformidade de germinagdo. Além de acelerar e uniformizar o processo de
germinagdo, o condicionamento fisioldgico serve como ferramenta para que
substancias/moléculas sejam disponibilizadas para as sementes.

Dentre essas substancias, a melatonina ¢ uma molécula descrita como promotora de
tolerancia a estresses em plantas (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014); bem como o 4cido

indol-3-acético (AIA) que atua na ativagdo do metabolismo energético central das células e
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auxilia na protecdo destas contra varios estresses abidticos, como UV, salinidade e restri¢ao
hidrica; o peroxido de hidrogénio (H202) que desempenha papel vital na tolerancia ao estresse
e atua como um mensageiro secundario quando seu nivel se apresenta em baixa concentragao
(YOU E CHAN, 2015; FAROOQ et al., 2017); além de atuar na sinaliza¢ao da regulacao de
enzimas antioxidantes via sinalizacdo ABA, o nitroprussiato de sodio, serve como fonte de
6xido nitrico (ON), que por sua vez aumenta a tolerancia da semente a diversos estresses
abidticos, como estresse hidrico e salino (SILVA et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et
al., 2016) e ainda possui propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016);
€ a quitosana, um componente estrutural importante na constituicdo de paredes celulares
(RADMAN et al. 2003), que estimula a germinagdo em sementes e, proporciona aumento do
metabolismo para a producdo de energia durante o processo germinativo, o que resulta em
maiores valores de germinacao (ZHOU et al. 2002).

Embora estas substancias atuem na indugdo de tolerdncia a estresses abioticos em
plantas, pouco se sabe sobre a aplica¢do delas de forma exdgena, via condicionamento fisioldgico, em
sementes.

Diante do exposto, ¢ importante avaliar a eficiéncia do condicionamento fisiol6gico na
presenca de moléculas sinalizadoras para a indugao de tolerancia a salinidade e restri¢ao hidrica
durante os processos de germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de algodao.
Além disso, ¢ importante também avaliar aspectos fisiologicos e bioquimicos relacionados ao

estresse salino e deficiéncia hidrica, ao condicionamento fisiologico e ao uso de moléculas sinalizadoras
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Cultura do Algodao: importancia no Brasil e no mundo

O algodoeiro herbaceo (Gossypium hirsutum L.) ¢ uma das principais commodities
mundiais do agronegdcio de fibras e fios naturais. A espécie ¢ uma das principais plantas
domesticadas pelo homem e uma das mais antigas, tendo registros de seu uso ha mais de 4.000
anos, sendo cultivado comercialmente em mais de 65 paises. O Brasil ¢ quarto maior produtor
de algoddo do mundo, com mais de 1,65 milhdes de hectares plantados, especialmente na
regido dos Cerrados do Centro Oeste ¢ da Bahia. O Nordeste, que em outras épocas dominava
o cultivo, ainda mantém forte representacao, porém em area da Bahia, atualmente o segundo
maior produtor, localizada no Extremo Oeste, em dire¢do a regido mais central do territdrio
brasileiro. Ao todo, sdo 15 estados produtores, dos 27 existentes e que na safra 2020/2021,
produziram 2,79 milhdes de toneladas do produto (ABRAPA, 2022).

E valido ressaltar que houve reducdo significativa do consumo de fibras na safra
2019/2020, em decorréncia da pandemia do coronavirus, coincidindo com recordes em
produgdo e produtividade o que ocasionou a redu¢@o no prego desta no mercado internacional.
Estima-se que uma reducdo de 12% do consumo de fibras naturais neste periodo (ICAC, 2020).

Segundo dados da ABRAPA (2022), a fibra de algodao participa com mais de 40% do
vestuario da populagdo mundial, além da extracdo de 6leo, que € a terceira matéria-prima
vegetal mais utilizada para a produgdo de biodiesel no Brasil.

A area ocupada para a producdo de sementes de algoddo, considerando todas as
categorias, foi de 8,2 mil hectares na safra 2018/19 e de 18,85 mil hectares na safra 2019/20,
conforme dados do Ministério da Agricultura, Pecudria e Abastecimento (MAPA, 2020).
Estima-se que para a safra 2021/22 havera reducdo do niimero de campos de producdo de
sementes de algodao, esta reducdo sendo ainda reflexo da pandemia do coronavirus associada
ao aumento do custo de fertilizantes, que provocou a reducao do consumo de téxteis e impactou
o mercado da pluma.

Além disso, as frequentes condicdes ambientais adversas nas regides de cultivo a
exemplos de seca e alta salinidade podem comprometer o crescimento e desenvolvimento das
plantas de algodao e consequentemente a produgao de fibras e sementes (AHMAD et al., 2016).

O algodoeiro ¢ uma planta com metabolismo fotossintético do tipo C3, com elevada
taxa de fotorrespiracdo, superior a 40 % da fotossintese bruta, dependendo do ambiente
(BELTRAO E SOUZA, 1999). O mecanismo fisioldgico ¢ complexo, porém possui vérias

habilidades fisiologicas para sobreviver em condigdes de estresses. Em condigdes de estresse
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severo a planta reduz o crescimento e a atividade fotossintética, o que pode ser resultante do
aumento da resisténcia difusiva estomatica, uma vez que os estomatos sdo a principal via de
troca gasosa entre as folhas e o meio externo (AMARAL et al., 2006). A fase em que as plantas
sa0 mais sensiveis ¢ durante a floragao e formagao dos frutos. Nessa fase, estresses abioticos,
a exemplo de restrigdo de agua, podem levar a queda das estruturas reprodutivas e,
consequentemente, redu¢do da produtividade da cultura (AQUINO et al., 2012; BEZERRA et
al., 2010).

A habilidade de tolerar tais estresses depende do genotipo. No Brasil ha programas de
melhoramento de algodao, por meio dos quais sdo desenvolvidas cultivares para varias regioes
geograficas, com manejo para producao de fibras de forma competitiva. Apesar da qualidade
agrondmica destas cultivares, a maioria tem limitagdo a ambientes com irregularidades
hidricas, altas temperaturas durante o processo de germinacao das sementes, dentre outros tipos
de estresses abidticos, que por sua vez reduzem o estande inicial de plantas, o nimero de frutos
e as produtividades, causam abortamento de flores, dentre outros (VASCONCELOS e tal.,
2018).

Considerando-se as frequentes condigdes ambientais adversas nas regides de cultivo e
intensas atividades humanas, ¢ importante entender os mecanismos de resposta das sementes e

plantulas quando expostas as condi¢des de alta salinidade e restri¢cao hidrica.

2.2. Estresses abidoticos em plantas

A germinagdo ¢ uma etapa crucial, uma vez que garante a sobrevivéncia da maioria das
espécies cultivadas. Para garantir a sobrevivéncia, as plantas desenvolveram mecanismos que
permitem que a germinagdo das sementes seja suspensa sob condi¢des de estresse, e depois
retomada quando as condic¢des sdo favoraveis (DASZKOWSKA, 2011).

As plantas desenvolvem mecanismos de respostas que conferem caracteristicas de
tolerancia a estresses o que facilita a sobrevivéncia destas em diferentes condi¢cdes ambientais
e em uma ampla faixa de amplitude térmica. Estresses ambientais podem afetar os crescimento
e desenvolvimento, o que resulta em importantes mudangas na morfologia e fisiologia das
plantas (JHONOVA et al., 2016).

Na tentativa de aumentar a tolerancia das plantas aos diferentes estresses ambientais,
surge o interesse pela utilizagcdo de substancias que promovam essa tolerancia. Dentre essas
substancias, a melatonina ¢ uma molécula descrita como promotora de tolerancia a estresses

em plantas (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014). Sua sintese é induzida nos vegetais,
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quando estes estdo expostos a estresses bidticos e abidticos. Embora a melatonina atue na
promocdo da tolerancia de diferentes espécies vegetais a estresses abidticos, poucos sao 0s
estudos que relacionem a aplicagdo exdgena da melatonina, via condicionamento fisiologico
em sementes, com a tolerancia a seca, salinidade, altas temperaturas e estresse por cadmio,
durante o processo de germinacdo e desenvolvimento de plantulas. Ressalta-se ainda que a
melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), ¢ onipresente nos organismos vivos e possui papel
semelhante em varias espécies de plantas (HARDELAND et al., 2016; NAWAZ et al., 2016).

A melatonina estd envolvida em multiplos processos fisioldgicos, incluindo
crescimento e fotossintese, germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas, além da
osmorregulagdo (TAN et al., 2013). Sua capacidade de protecdo contra estresses abidticos e
bioticos, tem sido relatada em situagdes de baixas temperaturas de germinacdo (LEI et al.,
2004), restrigao hidrica (WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013), e contaminagao por metais
pesados (XU et al., 2010). Em varias pesquisas tem sido observado que a melatonina ¢ um
regulador de crescimento de plantulas e plantas. Seu modo de agdo ¢ ativado quando da
interagdo com outros fito-hormonios, incluindo acido indol-3-acético (AIA) e acido salicilico
(WANG et al., 2009). Esta tem como principal funcdo a ativagdo do sistema antioxidante e
pode alterar os niveis de expressdo de varios genes que atuam em diferentes mecanismos
fisiologicos (TAN et al., 2013; GALANO et al., 2011).

Além da melatonina, em alguns estudos tem sido relatado que o 4cido indol-3-acético
(AIA), atua na ativagdo do metabolismo energético central das células (BIANCO et al., 20006),
auxiliando na protecdo destas contra varios estresses abioticos, como UV, salinidade e restricao
hidrica.

O perdxido de hidrogénio (H202) ¢ um composto geralmente encontrado como
subproduto na planta, durante o ciclo de vida normal (GILL E TUTEJA, 2010). No entanto,
sabe-se que desempenha funcdo vital na tolerancia ao estresse € atua como um mensageiro
secundario quando seu nivel se apresenta em baixa concentragdo (YOU E CHAN, 2015;
FAROOQ et al., 2017). Além disso, atua na sinalizacao da regulacdo de enzimas antioxidantes
via sinalizacdo ABA (SAXENA et al., 2016).

Embora o papel do peroxido de hidrogénio na resposta fisiologica, sob condigdes de
estresse, ja tenha sido relatado em diferentes estudos (TENA et al., 2001; QUAN et al., 2008;
GUPTA et al., 2016; JAGODZIK et al., 2018; ZHANG et al., 2018), a eficacia do H202 no
desencadeamento da tolerancia ao estresse em sementes ainda ¢ inconclusiva. Ampla gama de
concentracdes de peroxido de hidrogénio ja foi utilizada e os resultados variaram entre as

espécies, bem como os métodos de aplicagdo. No entanto, em nenhum dos trabalhos foi testada
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a aplicacdo via condicionamento fisioldgico e posterior efeito em condic¢des de restri¢do hidrica
e salinidade, como proposto neste estudo.

Assim como para o peroxido de hidrogénio, para o nitroprussiato de soédio (ON) ha
escassez de trabalhos sobre a forma de acdo em sementes submetidas ao condicionamento
fisioldgico. Porém o seu efeito sob o processo germinativo de sementes ja foi comprovado em
diversos trabalhos, demonstrando que ¢ eficiente na superagdo de dorméncia de sementes de
varias espécies, entre elas alface (BELIGNI; LAMATTINA, 2000), cevada (BETHKE et al.,
2004), Arabdopsis (BETHKE; LIBOUREL; JONES, 2006; LIBOUREL et al., 2006) e
Paulownia tomentosa (GIBA et al., 1998). O nitroprussiato de sodio ¢ um composto quimico
de formula Nax[Fe (CN)sNO]-2H20 que serve como fonte de 6xido nitrico (ON). A aplicagdo
de doadores de ON também faz com que as sementes germinem mais e mais rapido (ATAIDE
etal., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016), ¢ ainda aumenta a atividade de enzimas
do sistema antioxidante (SILVA et al., 2019).

O ON também foi capaz de diminuir os efeitos do envelhecimento de sementes
armazenadas de Plathymenia reticulata (PEREIRA et al., 2010) assim como aumentou a
tolerancia a diversos estresses abidticos, como estresse hidrico, salino e por metais pesados
(SILVA etal., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). O estresse oxidativo, provocado
pelo aumento da concentragdo de superdxido e peroxido de hidrogénio, pode ser controlado
pelo 6xido nitrico, uma vez que o mesmo possui propriedades antioxidantes (SILVA et al.,
2015; PIRES et al., 2016).

A tolerancia aos diferentes tipos de estresse se da pelo estimulo a atividade de uma ou
mais enzimas do sistema antioxidante como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX), o que reduz a acdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) (SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016).

Outro composto que pode induzir a tolerancia aos estresses abioticos € a quitosana. Esta
¢ um polimero linear de 3-(1,4) -glucosamina produzido pela desacetilagdo da quitina, sendo
um componente estrutural importante na constitui¢ao de varias paredes celulares (RADMAN
et al. 2003). Um dos mais importantes efeitos da quitosana nas plantas ¢ o estimulo da
germinagdo em sementes. Em sementes de amendoim revestidas com quitosana, foi observado
aumento do metabolismo para a producdo de energia durante o processo germinativo, o que
resultou em maiores valores de germinagao (ZHOU et al. 2002).

O crescimento e o desenvolvimento das plantas, que podem ser inibidos ou atrasados
por diferentes estresses abioticos, sdo regulados por interacdes bioquimicas e fisiologicas, o

que ¢ critico em diferentes estadios de desenvolvimento em fun¢do da expressdo de varios
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genes. Alguns dos principais aspectos do crescimento incluem desenvolvimento de sementes,
sua germinagao e sobrevivéncia das plantas em condi¢des desfavoraveis (VISHAL e KUMAR,
2018), sendo a germinagdo das sementes a etapa mais crucial, uma vez que garante a
sobrevivéncia da proéxima geragao.

As plantas precisam integrar sinais internos e externos para produzir a resposta
fisiologica diante de qualquer situagdo de estresse. Para isso desenvolveram mecanismos que
permitem que a germinagao das sementes seja suspensa sob estas condigdes, e depois retomada
quando as condi¢des sao favoraveis (DASZKOWSKA, 2011).

Salinidade e déficit hidrico sdo os principais estresses abidticos que afetam a
produtividade das culturas, especialmente nas regides aridas e semi-aridas
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Esses fatores interferem diretamente na
germinagdo das sementes € com isso no desenvolvimento da cultura, limitando o potencial de
producao (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

A germinacdo ¢ uma fase critica no ciclo de vida das plantas, ¢ 0 movimento da dgua
presente na solugdo, que ocorre através dos tecidos da semente, é necessario para o
acionamento adequado do processo germinativo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016;
SANTOS et al., 2016). Esse movimento depende da presenga de um gradiente de potencial
hidrico, que ¢ reduzido quando ha presenca de sais, sendo que esta presenca pode,
eventualmente, restringir a absor¢do de agua das sementes (PEREIRA et al., 2014). Essas
condi¢des de estresse diminuem a velocidade de emergéncia e de desenvolvimento de
plantulas, afetam o nimero de folhas, de sementes por planta, os tamanho e massa de sementes
(JOSE etal., 2016; LIU et al., 2018; BARBIERI et al., 2019).

Em regides com essas adversidades recorrentes, a absor¢ao de agua pelas sementes,
durante o processo de germinagdo, ¢ dificultada pela negatividade do potencial matricial do
solo (SANTOS et al., 2016). Podem ocorrer, também, efeitos toxicos nas sementes em processo
de germinacdo, que levam a alteracdes no metabolismo celular, redu¢do na porcentagem e
velocidade de germinagdo, além de mudangas nos desenvolvimento e crescimento
(PELEGRINI et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

A avaliagdo da germinagdo de sementes em substratos salinizados e com restricao
hidrica parece ser promissora para se determinar a tolerancia das plantas aos excesso de sais e
déficit hidrico no campo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; JOSE et al., 2016). Um
dos métodos usados para determinar a tolerancia de uma planta ao déficit hidrico ¢ avaliar a

capacidade de germinacao das sementes, com o uso de polietileno glicol (PEG) (MASETTO
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et al., 2013). Este ¢ um composto inorganico que reduz o potencial osmoético da solugdo e
realiza uma restri¢do controlada na embebic¢do, sem causar toxicidade (ABREU et al., 2018).

Para a sinalizagdo de restricao hidrica também sdo utilizadas solugdes salinas, ja que as
respostas das plantas a seca e a salinidade sdao relacionadas. Em ambos os estresses, 0s
mecanismos, que se sobrepdem, sugerem que sejam percebidos pelas células como um evento
de privagdo de agua (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Porém, a salinidade ndo atua
apenas por restringir a absor¢cdo de agua e causar estresse hidrico, mas também causa
toxicidade, devido aos ions Na+ e CI-, por exemplo (LIANG et al., 2018). A presenca desses
ions cria um desequilibrio idnico no citoplasma celular, que pode levar a formacao de espécies
reativas de oxigénio, as quais podem causar peroxidac¢ao lipidica da membrana, danos ao DNA,
desnaturagdo de proteinas, oxidagdo de carboidratos e diminui¢do da atividade enzimatica, bem
como atuar como sinalizadores de estresse ativando o sistema defensivo protegendo os
componentes celulares (LIANG et al., 2018).

Para melhorar a germinagdo de sementes e melhorar a uniformidade e velocidade de
emergéncia de plantulas em campo, as sementes podem ser submetidas aos tratamentos pré-
germinativos, como o condicionamento fisiologico (MASETTO et al., 2013;
BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; JOSE et al., 2016). Este permite que os
procedimentos de reparo sejam ativados, reduzindo os danos presentes nas membranas das
células, melhorando o vigor do lote (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

Por reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este processo, o condicionamento
propicia mais tolerancia sob condigdes desfavoraveis no campo e diminui os efeitos das
variagdes ambientais. Isso permite que a germinacdo ocorra em varias condi¢des de
temperatura, luz, solo e disponibilidade de 4gua, e possibilita ainda, bom desenvolvimento da
parte aérea e aceleragdo do crescimento das plantas (ZHENG et al., 2016; BONOME et al.,
2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Como esses
processos iniciais da germinagdo sdo ativados ainda em condi¢des Otimas, a técnica fornece
uma vantagem as sementes, quando estas forem expostas as condi¢des adversas de salinidade

e déficit hidrico.

2.3. Condicionamento fisiolégico de sementes

Desde a década de 1970 pesquisadores tentam melhorar a germinagdo e desempenho
das sementes com tratamentos pré-semeadura, envolvendo a iniciagdo do metabolismo de

germinagdo. Dentre os procedimentos desenvolvidos, destaca-se o condicionamento
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fisioldgico, especialmente em virtude dos beneficios sobre o desempenho das sementes
(MARCOS FILHO, 2015; BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018).

O termo ‘“condicionamento fisiolégico de sementes” ¢ utilizado pela industria
sementeira e por pesquisadores para abranger o conjunto de técnicas destinadas a realcar a
qualidade ou beneficiar o desempenho de lotes de sementes e o desempenho de plantulas. O
objetivo principal da técnica ¢ garantir a uniformidade de germinagdo e o estabelecimento das
plantulas (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Este método
permite que ocorra procedimentos de reparo nas membranas das células, o que melhora o vigor
do lote sujeito ao condicionamento (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; RIBEIRO
etal., 2019).

O vigor das sementes ¢ o componente da qualidade fisioldgica mais influenciado pelo
condicionamento fisiologico (MARCOS FILHO, 2015). Por essa razao, o tratamento tem sido
denominado na literatura como envigoramento de sementes (SILVA et al., 2015). No entanto,
Marcos Filho (2015) explica que essa impressdo de ‘“envigoramento” ocorre porque a
germinacao ¢ praticamente instantanea apds o condicionamento fisioldgico. O efeito principal,
entretanto, ¢ a reducdo da diferenca da atividade metabolica das sementes mais e menos
vigorosas, caracterizando a uniformidade de germinacao.

Pelo fato de a absorcdo de dgua pela semente ocorrer sob condi¢des controladas, o
condicionamento fisioldgico ativa o metabolismo das sementes durante as fases I e II da
embebi¢do, sem que ocorra a protrusdo da raiz primdria (fase I1II) (BONOME et al., 2017,
BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Sendo assim, a digestao das reservas, sua
translocagdo e assimilacdo sdo ativadas para que as sementes, componentes do lote, alcancem
estado metabolico relativamente uniforme, quando o acesso a dgua ¢ interrompido. Conforme
destacaram Heydecker e Gibbins (1978) e Marcos Filho (2015), a uniformidade ¢ conseguida
ja que o tempo de condicionamento deve ser suficiente para que as sementes menos vigorosas
avancem no processo de germinacdo até alcancarem o estddio no qual as sementes mais
vigorosas sdo paralisadas pela restrigdo hidrica. Desta forma, a germinacdo ¢ praticamente
instantanea apos o condicionamento fisiologico.

A técnica pode ser aplicada por meio de varias formas, como imersao direta em agua,
umedecimento de substratos para embebi¢do e contato com substincias e o
osmocondicionamento. Este ultimo, se baseia na hidratagcdo da semente de maneira equilibrada,
utilizando solug¢des de baixo potencial hidrico. O composto utilizado deve ser quimicamente
inerte, mas osmoticamente ativo, como o NaCl, KNO3, MgS04 e polietileno glicol (PEG), em
temperaturas e periodos definidos (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).
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Em seguida, estas sementes podem ser secadas até atingirem o teor de 4gua com valor
igual ao anterior ao condicionamento, sem perder o processo adquirido pela embebic¢ao
posterior, o que possibilita que as sementes sejam armazenadas até a semeadura (WOJTYLA
etal., 2016).

Com a reestruturagao do sistema de membranas durante o condicionamento, ocorre a
manutengdo da permeabilidade seletiva. As membranas restruturadas ndo permitem a entrada
rapida de agua e nem a liberacdo excessiva de exsudados (RIBEIRO et al., 2019). De acordo
com Nascimento et al. (2009), o condicionamento pode provocar alteracdes no estado
energético da dgua, modificando sua distribuicdo entre os varios sitios de ligacao de diferentes
tecidos. Essa redistribuicdo de dgua no interior das sementes pode ser uma das razdes para a
maior velocidade de germinacdo ap6s o condicionamento. Isso porque hd maior
disponibilidade de 4gua e aumento do nivel de hidratacao das macromoléculas que participam
do processo germinativo, reduzindo também a disponibilidade da ocorréncia de injtrias durante
a embebi¢do (RIBEIRO et al., 2019).

As atividades metabolicas durante o condicionamento incluem o reparo de outras
macromoléculas, do mRNA e de enzimas hidroliticas, que atuam durante a mobilizagdo de
reservas (PILL, 1995; MARTINEZ, 2013). O pesquisador Pill (1995) destacou a importancia
dos efeitos do condicionamento fisioldgico sobre os ajustes do potencial osmotico celular, o
acréscimo do turgor radicular e a agdo de enzimas que provocam o enfraquecimento de tecidos,
que restringem a expansao da radicula durante a germinacao.

E importante ressaltar que, para que haja sucesso no condicionamento, alguns fatores
devem ser considerados como temperatura, luz, concentracao da solugdo, periodo de duragao
do condicionamento, o tipo de soluto a ser utilizado, o método e tempo de secagem apds o
condicionamento. Tais fatores variam consideravelmente dependendo da espécie, do lote, das
condig¢des edafocliméaticas, do tamanho e tratamento das sementes. (CARDOSO et al., 2015).

Além desses fatores, o tipo de soluto utilizado pode influenciar no efeito do
condicionamento, sendo que o melhor agente condicionante varia entre as espécies
(OLIVEIRA, 2016). Varios agentes condicionantes podem ser utilizados no condicionamento
fisiologico das sementes, dentre eles a melatonina, acido indol acético (AIA), 6xido nitrico,
peroxido de hidrogénio e quitosana (KAISER et al., 2016; PIRES et al, 2016). Estes solutos
podem induzir tolerancia aos estresses abidticos quando do condicionamento. Nessa linha tem
sido relatado por diferentes pesquisadores que um dos principais efeitos benéficos do

condicionamento, € conferir tolerancia aos estresses abidticos a exemplos de deficiéncia hidrica
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e aumento da concentragdo salina (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA
etal., 2018; BARBIERI et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019; SABERALI et al., 2019).

Sob condigdes de estresses abiodticos, a germinacdo das sementes € o crescimento de
plantulas sdo seriamente afetados. A germinacdo de sementes ¢ um dos processos mais
importantes e mais complexos no ciclo de crescimento das plantas, pois afeta diretamente o
desenvolvimento e, por consequéncia, afeta os indices de produ¢do dessas culturas. A
germinagdo de sementes pode ser dividida em trés fases. Na primeira fase, as sementes
absorvem agua do meio. No segundo estagio, a germinacdo de sementes ¢ estimulada pela
sintese de varias enzimas e hormonios que preparam sementes para germina¢do. Finalmente, a
radicula rompe o revestimento das sementes e se tem o alongamento e divisdo celular. Assim,
pode-se concluir que a germinacdo de sementes envolve muitos processos. Embora os
mecanismos de respostas, durante a germinacao de sementes, sob estresses abidticos ja tenham
sido investigados, o mecanismo pelo qual o 4cido indolacético, o perdxido de hidrogénio, o
6xido nitrico, a quitosana e a melatonina, aplicada de forma exodgena, via condicionamento
fisiolégico, influencia o controle osmético e, portanto, o processo de germinagdo de sementes
e crescimento de plantulas de algodao sob estresse salino, restricao hidrica, altas temperaturas
e estresse por cadmio, sdo ainda pouco conhecidos.

Assim, ap0s revisao bibliografica sobre os temas abordados verifica-se que ¢ importante
avaliar se o condicionamento fisiologico associado a utilizagdo de moléculas sinalizadoras
influencia na tolerancia a salinidade e restricao hidrica durante os processos de germinagdo de
sementes ¢ desenvolvimento de plantulas de algoddo. Além disso, também ¢ importante
entender os aspectos fisioldgicos e bioquimicos envolvidos nos processos de condicionamento
fisiologico e uso de moléculas sinalizadoras relacionadas aos diferentes tipos de estresse

abiodtico.
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CAPITULO 2

Moléculas sinalizadoras e promocao de toleriancia a salinidade e restri¢ao hidrica em
sementes de algodao na germinacio

RESUMO

A dificuldade de obtencdo de sementes que permitam o estabelecimento de um estande inicial
uniforme e constituido de plantas vigorosas ainda ¢ um dos fatores limitantes para o €xito no
cultivo do algodao. O emprego de tratamentos pré-semeadura surge como uma possibilidade
para garantir sementes mais vigorosas, € entre esses, destaca-se o condicionamento fisiolégico,
que pode ser utilizado como ferramenta para a aplicacdo de diversas moléculas indutoras de
tolerancia, visando minimizar os danos causados por situagdes de estresse. Neste sentido,
objetivou-se  neste trabalho avaliar a utilizagdo de moléculas sinalizadoras como
condicionantes para a induc¢ao de tolerancia a estresse salino e hidrico em sementes de algodao.
O experimento foi conduzido no Laboratdrio Central de Pesquisa em Sementes (LCPS), do
Departamento de Agricultura, da Universidade Federal de Lavras — MG. utilizando sementes
de algodao fornecidas pela Cooperativa de Produtores Rurais de Catuti. As sementes foram
submetidas ao condicionamento fisioldgico em solugdes aeradas de acido indol acético (100
uM), peréxido de hidrogénio (100 puM), quitosana (0,75 mM), melatonina (0,2mM),
nitroprussiato de so6dio - solugdo doadora de ON (100uM) e condicionamento em agua, a
temperatura de 20°C, por periodo de 24h. Ap6s o condicionamento, as sementes foram lavadas
em agua corrente e secadas, em estufa com circulacao forgada de ar regulada a 25 °C, por 24h.
Logo apoés foi determinado o teor de dgua. As sementes condicionadas e ndo condicionadas
(controle), foram submetidas a condi¢iio de estresse salino via solucdo de NaCl, 10 dS m™! e
condi¢do de restricdo hidrica induzida por polietileno glicol 6000 — PEG, -0,6MPa. O
condicionamento fisiologico ¢ eficiente em minimizar os efeitos negativos da restricao hidrica
e salinidade. O uso de nitroprussiato de sodio foi eficiente para minimizar os efeitos da
salinidade em plantulas de algoddo. O uso de perdxido de hidrogénio, via condicionamento
fisiologico, protege as sementes e plantulas de algodao dos efeitos da restrigao hidrica. O uso
de nitroprussiato de sddio, via condicionamento fisiologico, induz a formacao de enzimas de
protecao oxidativa, como APX, e SOD em condicdes de estresse salino. O mesmo € observado
quando da aplicagdo de peroxido de hidrogénio em sementes, quando estas sdo expostas as
condi¢des de restri¢ao hidrica.

Palavras-chave: Gossypium hirsutum, complexo antioxidante; condicionamento fisiologico.
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Signalizing molecules promoting salinity and water restriction tolerance in cotton

germinating cotton seeds

ABSTRACT

Difficulties in seed obtaining which allow the establishment of a uniform initial booth
constituted by vigorous plants is still a limiting factor for successful cotton cultivation. Pre-
sowing treatments came as a tool to guarantee more vigorous seeds. Among those,
physiological conditioning, which can be applied using tolerance induction molecules is used
to minimize damaged caused by stress conditions. Thus, we carried this research aiming to
evaluate the usage of signalizing molecules as conditioners to induce salt and hydric stress
tolerance on cotton seeds. Experiments were carried at Central Seed Research Laboratory
(LCPS) of Agriculture Department of Federal University of Lavras — MG, using cotton seeds
provided from the Catuti Rural Producers Cooperative. Seeds were submitted to physiological
conditioning on aerated solutions of indoleacetic acid (100 pM), hydrogen peroxide (100 uM),
chitosan (0,75 mM), melatonin (0.2 mM), sodium nitroprusside (nitric oxide donor solution)
(100 uM), and water, at 20°C for 24 hours. After conditioning, seeds were washed and dried
at 25° under forced air circulation for 24 hours, when water content was measured. Conditioned
and non-conditioned seeds (witness) were submitted to conditions of salt stress by NaCl (10
dS m™) and water restriction by using polyethilenglycol (PEG 6000) at -0.6 MPa. Physiological
conditioning was efficient to minimize negative effects of both water and salt stresses when
compared to not-conditioned seeds. Sodium nitroprusside was efficient to minimize salt effects
on cotton seedlings. Hydrogen peroxide usage, through physiological conditioning protects
seeds and seedlings from water stress effects. Usage of sodium nitroprusside on physiological
conditioning induces formation of oxidative protection enzymes, as APX and SOD in salt stress
conditions. Same is observed when hydrogen peroxide is applied on seeds, when those are
exposed to water restriction conditions.

Keywords: Gossypium hirsutum, antioxidant complex, physiological conditioning.
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1. INTRODUCAO

O algodao esta entre as mais importantes culturas de fibras do mundo. Todos os anos,
cerca de 35 milhdes de hectares de algoddo ¢ cultivada em todo o planeta. A demanda mundial
tem aumentado gradativamente desde a década de 1950, a um crescimento anual médio de 2%.
O comércio mundial do algoddo movimenta anualmente cerca de US$ 12 bilhdes e envolve
mais de 350 milhdes de pessoas em sua producao, desde as fazendas até a logistica,
descarocamento, processamento e embalagem. Atualmente, o algodao € produzido por mais de
60 paises, nos cinco continentes. (ABRAPA, 2020).

O Brasil ¢ quarto maior produtor de algodao do mundo, com mais de 1,65 milhdes de
hectares plantados, especialmente na regido dos cerrados do Centro Oeste e da Bahia. O
Nordeste, que em outras €pocas dominava o cultivo, ainda mantém forte representacdo,
principalmente na Bahia, sendo atualmente o segundo maior produtor. Ao todo, sdo 15 estados
produtores, dos 27 existentes e que na safra 2019/2020, produziram 2,89 milhdes de toneladas
do produto (ABRAPA, 2020).

Diante das frequentes condi¢des ambientais adversas nas regides de cultivo e também
pelas intensas atividades humanas, as plantas de algodoeiro estao sujeitas aos diversos estresses
abidticos a exemplos de restri¢ao hidrica e alta salinidade (AHMAD et al., 2016). Salinidade e
déficit hidrico sdo os principais estresses abioticos que afetam a produtividade das culturas,
especialmente nas regides aridas e semi-aridas (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).
Esses fatores interferem diretamente na germinacdo das sementes e no desenvolvimento da
cultura, limitando o potencial de produ¢do (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

Em regides com essas adversidades recorrentes, a absor¢ao de agua pelas sementes,
durante o processo de germinagdo, ¢ dificultada pela negatividade do potencial matricial do
solo (SANTOS et al., 2016). Podem ocorrer também efeitos toxicos nas sementes em processo
de germinacdo, que levam a alteragdes no metabolismo celular, redugdo na porcentagem e
velocidade de germinacdo, além de mudangas nos desenvolvimento e crescimento
(PELEGRINI et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

A germinacdo ¢ uma fase critica no ciclo de vida das plantas e o movimento da 4dgua
presente na solu¢do, que ocorre através dos tecidos da semente, ¢ necessdrio para o
acionamento adequado do processo germinativo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016;
SANTOS et al., 2016). Esse movimento depende da presenga de um gradiente de potencial
hidrico, que ¢ reduzido quando ha presenca de sais, sendo que esta presenca pode,

eventualmente, restringir a absor¢do de agua das sementes (PEREIRA et al., 2014). Essas
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condi¢des de estresse diminuem a velocidade de emergéncia e de desenvolvimento da plantula,
afetam o niimero de folhas, sementes por planta, tamanho e massa de sementes (JOSE et al.,
2016; LIU et al., 2018; BARBIERI et al., 2019). A fase em que as plantas sdo mais sensiveis €
durante a floracao e formacao das macas. Nessa fase, estresses abidticos, a exemplo de restricao
de 4gua, podem levar a queda das estruturas reprodutivas e, consequentemente, reducdo da
produtividade da cultura (AQUINO et al. 2012; BEZERRA et al., 2010).

Para melhorar a germinacdo e melhorar a uniformidade e velocidade de emergéncia de
plantulas em campo, as sementes podem ser submetidas aos tratamentos pré-germinativos,
como o condicionamento fisiologico (MASETTO et al.,, 2013; BHANUPRAKASH;
YOGEESHA, 2016; JOSE et al., 2016). Este permite que os procedimentos de reparo sejam
ativados, reduzindo os danos presentes nas membranas das células, melhorando o desempenho
do lote sujeito ao tratamento (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

Por reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este processo, o condicionamento
propicia mais tolerdncia sob condi¢des desfavoraveis no campo e diminui os efeitos das
variagdes ambientais. Isso permite que a germinacdo ocorra em varidveis condigdes de
temperatura, luz, solo e disponibilidade de 4gua, e possibilita ainda, bom desenvolvimento da
parte aérea e aceleragdo do crescimento das plantas (ZHENG et al., 2016; BONOME et al.,
2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Como esses
processos iniciais da germinac¢ao sdo ativados ainda em condig¢des Otimas, a técnica fornece
uma vantagem as sementes, quando estas forem expostas as condi¢des adversas de salinidade
e déficit hidrico.

Além desses fatores, o tipo de soluto utilizado pode influenciar no efeito do
condicionamento, sendo que o melhor agente condicionante varia entre as espécies
(OLIVEIRA, 2016). Varios agentes condicionantes podem ser utilizados no condicionamento
fisiologico das sementes, dentre eles a melatonina, acido indol acético (AIA), 6xido nitrico,
peroxido de hidrogénio e quitosana (KAISER et al., 2016; PIRES et al, 2016). Estes solutos
podem induzir tolerancia aos estresses abidticos quando do condicionamento. Nessa linha tem
sido relatado por diferentes pesquisadores que um dos principais efeitos benéficos do
condicionamento, ¢ conferir tolerdncia aos estresses abiodticos a exemplos de deficiéncia
hidrica, aumento da concentracdo salina, altas temperaturas e tolerancia a metais pesados
(BONOME et al.,2017; BATISTA etal., 2018; PEREIRA et al., 2018; BARBIERI et al., 2019;
RIBEIRO et al., 2019; SABERALI et al., 2019).
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Sabe-se que a maioria dos estresses abioticos, incluindo seca, salinidade, temperatura
extrema, luz alta e poluentes, como metais pesados ou pesticidas, resulta em estresse oxidativo
o que pode causar o aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs).

Espécies tolerantes a estresses abidticos utilizam varios mecanismos bioquimicos e
fisioldgicos a fim de tentarem sobreviver sob estas condi¢des (ZHU, 2001; GUPTA; HUANG,
2014). Os mecanismos incluem a ativagdo de enzimas antioxidantes que promovem
desintoxicag¢ao celular (ZHU, 2001). Em diversos estudos t€ém sido observadas correlagdo entre
a tolerancia aos estresses € a presenca de um eficiente sistema antioxidante de defesa.

Ainda que existam diversos trabalhos que utilizaram essas moléculas como mecanismo
para inducdo de tolerancia a estresses abidticos em plantas, pouco se sabe sobre a aplicacao
delas de forma exdgena, via condicionamento fisiologico, em sementes de algodao.

Diante disto, objetivou-se analisar a eficiéncia do condicionamento fisioldgico na
presenga de moléculas sinalizadoras para a indu¢do de tolerancia a salinidade e restri¢ao hidrica
durante os processos de germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de algodao,
além de avaliar aspectos fisioldgicos e bioquimicos relacionados a salinidade e restri¢ao

hidrica, o condicionamento fisiologico € o uso de moléculas sinalizadoras.

2. MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratério Central de Pesquisa em Sementes (LCPS),
do Departamento de Agricultura (DAG), da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em
Lavras, MG. Foram utilizadas sementes de algodao (Gossypium hirsutum), cultivar DP 1536
B2RF, produzidas na safra 2020/2021, fornecidas pela Cooperativa de Produtores Rurais de
Catuti, localizada na cidade de Catuti, regido norte do estado de Minas Gerais.

Inicialmente, foi determinada a qualidade inicial das sementes, por meio da avaliagio do
teor de dgua e testes de germinacao e vigor.

O teor de agua das sementes foi determinado conforme metodologia descrita nas RAS -
Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009), pelo método de estufa a 105°C. Para o peso
de mil sementes, foram contadas 100 sementes aleatoriamente, as quais foram pesadas em
balanga com sensibilidade de 0,001g, segundo a RAS (BRASIL, 2009). Foram utilizadas oito
repetigoes e os resultados expressos em gramas. Além disso, foi instalado teste de germinagao
e vigor, como descrito posteriormente.

Apods a determinagdo da qualidade inicial das sementes, estas foram submetidas ao

condicionamento fisioldégico em solugdes aeradas de acido indol acético - AIA (100 uM),
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perdxido de hidrogénio (100 uM), quitosana (0,75 mM), melatonina (0,2mM), solu¢do doadora
de ON nitroprussiato de sdédio (100uM) e condicionamento em d4gua, ou hidro
condicionamento, a temperatura de 20°C, por periodo de 20h (MENEZES, 1996). Sementes
nao condicionadas foram utilizadas como controle.

Ap6s o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente e o excesso de
agua foi removido. O teor de 4gua das sementes foi determinado em seguida conforme descrito
acima.

As sementes foram secadas, em estufa com circulagao for¢ada de ar regulada para 25
°C, por 24h. Ressalta-se que as sementes sem condicionamento (tempo 0) também foram
acondicionadas na estufa, a fim de uniformizar o teor de dgua das sementes de todos os
tratamentos. Apos esse procedimento o teor de dgua das sementes submetidas aos diferentes
tratamentos foi determinado conforme método descrito acima.

As sementes condicionadas ¢ ndo condicionadas (controle), foram submetidas as
diferentes condi¢des de germinagdo: condi¢do controle (dgua destilada), condi¢do de estresse
salino via solu¢do de NaCl, 10 dS m™! (LOPES e SILVA, 2010) e condi¢io de restri¢io hidrica
induzida por polietileno glicol 6000 — PEG, -0,6MPa (OLIVEIRA et al, 2017).

Teste de germinacgao: foram utilizadas oito repeticdes de 25 sementes. A semeadura
foi realizada sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha, as quais
foram umedecidas com volume das solu¢cdes mencionadas acima, equivalente a 2,5 vezes o
peso seco do papel. Permaneceram em germinador tipo Mangelsdorf regulado a temperatura
de 25°C, com luz constante. A primeira contagem da germinacao foi realizada aos 4 dias e
a avaliacdo final ao sétimo dia apds a semeadura. Ressalta-se ainda que foi computada a
germinagdo, ou seja, as sementes com protrusdo radicular.

Para a analise de imagens de plantulas, foram utilizadas dez repeti¢des de uma plantula
cada. A semeadura foi realizada sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais
uma folha, as quais foram umedecidas com volume de solucdo contendo as solugdes citadas
anteriormente, equivalente a 2,5 vezes o peso seco do papel. Permaneceram em germinador
tipo Mangelsdorf regulado a temperatura de 25°C. As imagens das plantulas foram obtidas aos
quatro dias apds a instalagdo do teste, equivalente ao periodo de primeira contagem de
germinagdo. Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versdo S800,
composta por um modulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta
resolugdo ¢ um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel
germitest e inseridas na bandeja do médulo de captagdo para a obtengao das imagens. Na etapa

de configuracdo da andlise foi utilizada a calibracdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
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dimensdo “a” e dimensdo “b”. Depois da calibracdo da cor do fundo foi feita a andalise das
imagens e foram extraidos os valores de comprimento da raiz e comprimento de parte aérea,
em centimetros.

Para as andlises das sementes de algodao foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com oito repeticdes, em esquema fatorial (3x7), sendo trés condigdes de
germinagdo e sete tratamentos que constituiram as seis substancias condicionantes € mais um
controle (semente ndo condicionada). Os resultados foram submetidos a analise de variancia e,
quando significativas, aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Para as analises bioquimicas, sementes de algodao foram amostradas apds o processo
de condicionamento e também plantulas no quarto dia apds a instalagdo do teste de germinagao.
Estas sementes e plantulas foram armazenadas em deep-frezzer (-80°C), até o momento da
realizacao das analises, cujas metodologias estdo descritas a seguir:

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada mediante a quantificacio do
malondialdeido (MDA), que ¢ produzido pela reagdo de acido tiobarbitirico (TBA) com
pequena modificagdo do método de Dhindsa et al. (1981). Uma amostra de 200 mg foi triturada
e homogeneizada em 1,25 ml de 4cido tricloroacético (TCA) (0,1%) e duodecil sulfato de sodio
(SDS) (1%). O homogeneizado foi centrifugado a 12.000g durante 15 min. Para uma aliquota
300 puL do sobrenadante foi adicionado 1 mL de acido tricloroacético 20% (TCA) a um
recipiente contendo 0,5% de acido tiobarbiturico TBA. A mistura foi aquecida a 95 °C durante
30 minutos e depois rapidamente esfriada em um banho de gelo. Posteriormente foi feita a
leitura de absorbancia a 532 nm e a concentracdo do MDA calculada utilizando o coeficiente
de extingdo de 155 mM-1 cm-1 (BARYLA et al., 2000).

Para a extra¢do das enzimas antioxidantes, 200 mg de massa fresca foram macerados
em nitrogénio liquido e homogeneizados em 1,5 mL do tampao de extragdo. Os
homogeneizados foram centrifugados a 12.000 r.p.m., por 30 minutos, a 4°C, coletando-se os
sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme apresentado por Biemelt; Keetman;
Albrecht (1998).

A atividade da superodxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade de a
enzima inibir a reducdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT), proposta por
Giannopolitis e Ries (1977). Os tubos contendo o tampdo juntamente com a amostra, € 0
controle (meio de incubacdo sem a amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de
20 W por 7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm. Uma unidade de SOD ¢ definida pela
quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de redu¢do do NBT. A leitura foi feita a 560 nm

em espectrofotdmetro.
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A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo decréscimo na absorbancia a 240
nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio
(HAVIR; MICHALE, 1987). A reacgao foi iniciada pela adi¢cdo do H2O2(¢ =36 mM-1 cm-1).
Uma unidade de CAT ¢ definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1 umol
min-1 de H20o.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminuicdo da
absorbancia do ascorbato (¢ =2,8 mM-1 cm-1) a 290 nm a cada 15 segundos durante 3 minutos,
segundo (NAKANO; ASADA, 1981). Uma unidade de APX ¢ definida pela quantidade de
enzima que oxida Ipumol min-1 de 4cido ascérbico.

Para a determinacdo do teor de prolina, amostras de 0,2 g de matéria fresca foram
homogeneizadas com 10 mL de &cido sulfossalicilico 3%, agitadas vigorosamente por 1 hora,
filtradas e centrifugadas a 15.000 rpm, por 10 minutos. Apos a centrifugagao, 2 mL do
sobrenadante foram adicionados a 2 mL de ninidrina 4cida e 2 mL de &cido acético.
Posteriormente, foram aquecidos a 100°C por 1 hora e resfriadas em banho de gelo. A
intensidade da cor foi medida a 520 nm e as absorbancias obtidas foram comparadas com a
curva padrao de prolina. Para a determinagao do teor de prolina foi utilizado o método descrito
por Torello & Rice (1986) com modificagdes. As absorbancias obtidas foram comparadas com
a curva padrao de prolina e os resultados expressos em micromol de prolina/g de matéria fresca.

Para as andlises bioquimicas, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado.
Ressalta-se que cada repeticao foi feita em triplicata, com quatro repetigdes, esquema fatorial
(3x7), sendo trés condi¢des de germinacao e sete tratamentos que constituiram as seis solugdes
condicionantes € mais um controle (semente ndo condicionada). Os resultados foram
submetidos a andlise de variancia e, quando significativas, aplicou-se o teste de Tukey a 5% de

probabilidade.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes apds o condicionamento fisiologico foram embebidas, aproximadamente,
duas vezes mais que a umidade inicial (FIGURA 1). A embebicao possibilita a semente ativar
seu metabolismo ¢ quanto maior disponibilidade de dgua mais processos pré germinativos
poderdo ser ativados (BHANUPRAKASH e YOGEESHA, 2016; MITCHELL et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2019). Entre os tratamentos, observou-se maiores teores de 4gua em sementes
condicionadas com quitosana, agua e nitroprussiato de sédio (SNP), respectivamente

(FIGURA 1).
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Figura 1 — Teor de 4gua de sementes de algodao, antes e apds a secagem, sem serem submetidas
ao condicionamento fisioldgico (controle) e submetidas ao condicionamento nas
solugdes de 4acido indol acético (AIA), nitroprussiato de sédio (SNP), agua,
quitosana, peroxido de hidrogénio (H20:2) e melatonina.
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Fonte: Da autora (2021).

Para que a absor¢do de dgua seja suficiente para ocorréncia dos processos fisiologicos
iniciais, € necessario que esta seja absorvida de forma equilibrada, e que a embebigdo seja
interrompida quando ocorrer o equilibrio entre o potencial osmoético da solugdo e das sementes
(ALMEIDA et al., 2016a). Durante o processo de condicionamento, a embebicao permite que
sementes menos vigorosas disponham de tempo suficiente para tentar alcangar o nivel de
atividade metabolica semelhante ao das mais vigorosas, quando ¢ atingido o equilibrio com o
potencial hidrico estabelecido para o agente condicionante (BHANUPRAKASH e
YOGEESHA, 2016; BONOME et al., 2017).

Apbés a secagem, as sementes retornaram ao grau de umidade desejavel para
armazenamento e comercializacdo, ou seja, em torno de 9% (FIGURA 1) (RIBEIRO et al.,
2019). Ao final do condicionamento ¢ possivel secar as sementes até atingirem a umidade
existente antes do processo, sem perder a ativagdo do metabolismo adquirida pela embebigao,
0 que possibilita que sejam armazenadas por um determinado tempo até a semeadura
(WOJTYLA et al., 2016).

Para as caracteristicas associadas a qualidade fisiologica, menores valores de vigor
(FIGURA 2) e germinacdo (FIGURA 3) foram observados quando as sementes foram
submetidas ao estresse salino, sem moléculas sinalizadoras (controle). Nesta condi¢ao valores

de primeira contagem de germinagdo (FIGURA 2), germina¢ao (FIGURA 3) e comprimento
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de raiz (FIGURA 5) foram maiores em sementes condicionadas com nitroprussiato de sodio.
Em estudos com Brassica sp. foi observado que o estresse salino afeta a qualidade fisioldgica
e o desempenho das sementes, mas que a aplicacdo de SNP reverte o estresse provocado pela
salinidade (KAISER et al., 2016).

O oxido nitrico, por ser uma pequena molécula gasosa volatil, reage com os radicais
livres, impedindo a oxidacdo lipidica, com isso exerce um efeito protetor ao eliminar o radical
superoxido e a formagdo de peroxinitrito que pode ser neutralizado por outros processos
celulares, além de atuar na ativacao de enzimas antioxidantes (GUPTA et al., 2014; KAISER
etal., 2016; PIRES et al., 2016; SILVA et al., 2019).

Um dos fatores responsaveis pela redu¢do da germinacdo pode ter sido o excesso de
ions Na" e CI', que causam toxicidade e diminuigdo do edema protoplasmatico (GUPTA et al.,
2014). Outro fator pode ter sido o excesso de sais soluveis, resultando em menor potencial
hidrico, ou seja, a capacidade de absor¢do de 4gua das sementes ¢ reduzida (KAISER et al.,
2016; SILVA et al., 2019).

O aumento da salinidade acarreta mudangas na capacidade da planta em absorver,
transportar e utilizar os ions necessarios ao seu desenvolvimento e reduz a atividade de enzimas
responsaveis pela respira¢do e fotossintese (GUPTA et al., 2014; DU et al., 2015; SILVA et
al., 2019). Desta forma, a obtencdo de energia para o desenvolvimento e diferenciacdo das
células em tecidos € restrita (KAISER etal.,2016; BARBIERI etal.,2019; SILVA etal., 2019).

O numero de plantulas consideradas normais no teste de primeira contagem de
germinagdo (FIGURA 2) também foi influenciado pelas condigdes de condicionamento. Sob
restricdo hidrica, os maiores valores foram observados em sementes pds condicionadas em
solugdes de melatonina, peroxido de hidrogénio, SNP e quitosana, e os menores valores foram
observados no tratamento controle ¢ em sementes hidro condicionadas. Quando as sementes
foram germinadas em condi¢des ideais, menores valores também foram observados no

tratamento controle e na presenca de AIA.

Figura 2 — Primeira Contagem do teste de germinagdo de sementes de algodao, em agua, sob
estresse salino (NaCl) e restrigdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao
condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solucdes de acido indol acético (AIA), dgua, melatonina, peroxido de hidrogénio
(H202), nitroprussiato de soédio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e mintscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Quando da comparagdo entre as condi¢des de germinagdo para cada condicionante
utilizado, o uso do AIA e do nitroprussiato de sodio ndo alterou os valores obtidos na primeira
contagem de germinacgdo. Para as demais moléculas sinalizadoras, foram observados maiores
valores na condicao de restricdo hidrica do que na condicdo de estresse salino.

Em condi¢do de restricdo hidrica, a germinacdo das sementes (FIGURA 3) foi
favorecida quando estas foram condicionadas em solugdo de peroxido de hidrogénio e também
no tratamento controle. No entanto, a utilizacdo de acido indolacético como condicionante
reduziu a germinacdo das sementes nesta condicdo de estresse. Em condigdes ideais de
germinacdo, ou seja, sem submissdo a estresses, ndo houve diferenca dos resultados entre as
moléculas utilizadas.

Ao avaliar os efeitos dos estresses hidrico e salino na germinacao de sementes de
Urochloa brizantha, Oliveira et al. (2021), concluiram que o estresse salino acarreta maior
reducdo no vigor, velocidade de germinacao e germinagao final que o hidrico. Comportamento

semelhante ao observado neste trabalho.

Figura 3 — Porcentagem média de germinacdo de sementes de algoddo, em agua, sob estresse
salino (NaCl) e restri¢ao hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisioldgico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de acido indol
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acético (AIA), 4gua, melatonina, perdxido de hidrogénio (H20:), nitroprussiato de
sodio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢do) e mintscula entre condi¢des para germinagao, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Quando comparado o uso das solu¢des condicionantes em cada situagdo de estresse,
maiores valores foram observados em condicao de salinidade apenas quando as sementes foram
condicionadas com nitroprussiato de sodio.

Sob estresse salino, o condicionamento em solugdo com melatonina favoreceu o
desenvolvimento da parte aérea (FIGURA 4), bem como em condig¢des ideais de germinagao.
Isso também foi observado na condicdo de restricdo hidrica em sementes condicionadas em
solug¢do com nitroprussiato de sodio.

O condicionamento fisiologico ao reduzir o tempo de germinagdo e uniformizar este
processo, reduz os efeitos das variagdes ambientais, o que permite a germinagdo em diferentes
condi¢des de temperatura, luz, solo e disponibilidade de 4gua, o que possibilita ainda a
aceleragdo do crescimento das parte aérea e raiz (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016;
RIBEIRO et al., 2019).

Maiores valores de comprimento de parte aérea (FIGURA 4) e de raiz (FIGURA 5)
foram observados em condi¢des de restri¢do hidrica, quando comparado aos estresses aos quais

as sementes foram submetidas, independentemente do condicionante utilizado.
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Figura 4 — Comprimento da parte aérea de plantulas de algodao, em 4gua, sob estresse salino
(NaCl) e restricao hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisioldgico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de acido indol
acético (AIA), agua, melatonina, peroxido de hidrogénio (H203), nitroprussiato de
sodio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e minuscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Maior desenvolvimento de raizes (FIGURA 5), em plantulas submetidas a restricao
hidrica, foi observado em sementes submetidas ao condicionamento com quitosana € menores
no tratamento controle, AIA e 4gua. J& em condi¢Oes ideais de germinacdo as raizes se
desenvolveram mais na presenga de peréxido de hidrogénio e o menor valor foi observado no
tratamento controle.

Em plantulas oriundas de sementes de Brassica oleracea L. submetidas a salinidade (-
0,6 MPa), Kaiser et al. (2016) verificaram redu¢do de 4,14 cm para 1,74 cm no comprimento
radicular. Os autores justificaram que o desenvolvimento anormal das plantulas provocado pela
salinidade pode estar associado a acdo dos sais por ocasionar um déficit hidrico devido ao
elevado potencial osmotico da solugdo e, ainda, apresentam efeito toxico dos ions, o que pode
culminar em danos metabodlicos e fisiologicos (KAISER et al., 2016). Du et al. (2015)
observaram que a salinidade (200 mM de NaCl) resultou em niveis elevados de substancias
toxicas, como o malodialdeido (MDA) e peréxido de hidrogénio (H20:2), em plantas de

Spinacia oleracea.
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Figura 5 — Comprimento da raiz de plantulas de algoddo, em agua, sob estresse salino (NaCl)
e restricdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento fisioldgico
(Controle) e submetidas ao condicionamento nas solu¢des de acido indol acético
(AIA), 4gua, melatonina, peroxido de hidrogénio (H2032), nitroprussiato de sédio

(SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e minuscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Quanto a quantificagdo de MDA (FIGURA 6), peroxido de hidrogénio (FIGURA 7),
SOD (FIGURA 8), catalase (FIGURA 9), APX (FIGURA 10) e prolina (FIGURA 11), de
forma geral, menores valores foram observados em sementes germinadas em condi¢des ideais.
No entanto, houve variagdes em seus valores em fun¢ao das moléculas sinalizadoras utilizadas.
Assim, em condi¢do ideal, menores valores de MDA (FIGURA 6) foram observados em
sementes germinadas na presenga de AIA e peroxido de hidrogénio, as quais ndo diferiram dos
observados no tratamento controle. Em restricao hidrica, menores valores foram observados

quando as sementes foram condicionadas em solu¢do com quitosana.

Figura 6 — Quantificacdo de malondialdeido (MDA) em plantulas de algoddo, em dgua, sob
estresse salino (NaCl) e restricdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao
condicionamento fisioldégico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solugdes de acido indol acético (AIA), agua, melatonina, perdxido de hidrogénio
(H202), nitroprussiato de s6dio (SNP) e quitosana.



42

Gm,ooo- Aa .
a
E 12,000 - Aa Aa Aa Aa Aa
— Aa B
08 Bb Bp Bb Bb 4
é 10,000 - e Ch
= 8,000 A Be Bb
Té c Bb
| Cc c
£ 6000 Ce
3 4,000 |
5
=
S 2,000
3
g
% 0,000 -
< < < < < < [a~] < <
= 2 <X 2 £ 8 &2 E€|2 % 8 88 & gl < 8 88 & g
DD . — m DD . p— m DD o p— m
5 < < S N W »| B < < S N W > | & < < S N %
5 § =7 £|E § =7 £|E g7 ¢
O g C:>‘ O g C:>‘ O g 8
Agua NaCl PEG
g

Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitiscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e mintscula entre condi¢des para germinagao, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Da comparacgao das condi¢des de germinacao, independente do condicionante utilizado,
maiores valores de MDA foram observados em restri¢ao hidrica.

E importante ressaltar que o0 MDA ¢ o produto final da peroxidacio lipidica e a sua
quantifica¢do pode ser usada como uma medida da peroxidacdo. O MDA pode ser prejudicial
para o desenvolvimento das plantulas e planta e, geralmente, a quantidade muda em resposta
aos estresses abidticos, principalmente em relagdo a estresse salino ( MC DONALD, 1999).

Neste estudo, tanto o estresse por salinidade como por restricdo hidrica, causaram um
aumento significativo da molécula de H202, sugerindo assim que essas condigdes de estresse
causam danos oxidativos.

Para a quantificagdo de perdxido de hidrogénio (FIGURA 7), menores valores foram
observados em sementes germinadas em condigdes ideais condicionadas em solugdo de
perdxido de hidrogénio. Em restri¢do hidrica, foram observados maiores valores no tratamento
controle e menores valores no hidro condicionamento, bem como no condicionamento com

peroxido de hidrogénio.

Figura 7 — Quantificagdo de perdxido de hidrogénio (H202) em plantulas de algoddo, em agua,
sob estresse salino (NaCl) e restricao hidrica (PEG), sem serem submetidas ao
condicionamento fisioldégico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solugdes de acido indol acético (AIA), agua, melatonina, peréxido de hidrogénio
(H202), nitroprussiato de s6dio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitiscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e mintiscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Quando comparadas as condigdes de estresse em que as sementes foram colocadas para
germinar, independentemente do condicionante utilizado, os maiores valores foram observados
em estresse salino.

Menor quantidade de SOD (FIGURA 8) foi observada em sementes germinadas em
condi¢des ideais associadas as moléculas sinalizadoras melatonina, peréxido de hidrogénio e
AIA, cujo os resultados nao diferenciaram do tratamento controle. Em estresse salino, menores
valores de SOD foram observados em sementes condicionadas em solucao com melatonina. Ja
na condicdo de restrigdo hidrica, os menores valores foram observados quando do
condicionamento em solu¢do com perdxido de hidrogénio. Para os demais condicionantes,
independentemente da condigdo de estresse, ndo foram observadas diferencas nas
quantificagdes de SOD.

Essa enzima atua como catalizadora no processo de conversao dos radicais superoxido
(O.) em peroxido de hidrogénio (H20:) (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; LIU;
SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019). Os radicais O, sdo produzidos pelo bloqueio
da cadeia de transporte de elétrons conjuntamente a geragao de elétrons livres ou, pela reagao
de transferéncia de elétrons da ferredoxina ao oxigénio molecular, e sdo compostos

potencialmente causadores de dano celular por atuar negativamente sobre a membrana celular
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(CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN,
2019).

Figura 8 — Quantificagdo de superdxido dismutase (SOD) em plantulas de algoddo, em agua,
sob estresse salino (NaCl) e restricdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao
condicionamento fisioldégico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solugdes de acido indol acético (AIA), agua, melatonina, perdxido de hidrogénio
(H202), nitroprussiato de s6dio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e mintscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Plantas com maior atividade de SOD possuem maior protegdo celular (MULLINEAUX
E RAUSCH, 2005), pois, esta enzima ¢ a primeira via de combate aosefeitos danosos do
acumulo de radicais livres nas células. Possui a funcdo de iniciaro processo de desintoxicagao
por meio da redu¢do do radical superoxido em perdxido de hidrogénio (DAS E
ROYCHOUDHURY, 2014).

Com isso, a atividade aumentada da SOD em plantas em condi¢des de deficit hidrico
mostra-se um sinal positivo quanto a capacidade da planta em tolerar adversidades ambientais,
pois, baixos niveis de radical superoxido causam menos danosoxidativos as células, devido a
menor toxidez comparada ao peréxido de hidrogénio (LI et al., 2013).

Assim, sob condigdes de estresse, ¢ esperado que enzimas do sistema antioxidante se
expressem mais, uma vez que nestas condi¢des ha aumento de ERO’s. Nesta mesma linha,
podem ser explicados os valores observados para quantificacdo de catalase (FIGURA 9) e

ascorbato peroxidase (FIGURA 10). Em condicdes ideais, foram observados valores iguais
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para a quantificacdo de CAT (FIGURA 9), tanto para sementes condicionadas quanto para
sementes ndo condicionadas (controle). Ja sob condi¢des de estresse salino os valores de
catalase foram reduzidos quando as sementes foram condicionadas em agua, melatonina e
quitosana, o que foi observado também sob condi¢des de déficit hidrico quando na presenga de
perdxido de hidrogénio, nitroprussiato de s6dio e quitosana. Ainda para esta condicdo, os

maiores valores foram observados no tratamento controle.

Figura 9 — Quantificacdo de catalase (CAT) em plantulas de algodao, em agua, sob estresse
salino (NaCl) e restri¢do hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisiologico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de acido
indol acético (AIA), agua, melatonina, peréxido de hidrogénio (H20z),
nitroprussiato de sodio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solugdes condicionantes (dentro de
cada condi¢@o) e minuscula entre condigdes para germinagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey

a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2021).

Quando comparadas as condi¢des de estresse em que as sementes foram colocadas para
germinar, assim como na quantificacdo de perdxido de hidrogénio, independente do
condicionante utilizado, os maiores valores foram observados em estresse salino.

Para a quantificagio de APX (FIGURA 10), em condigdes ideais de germinagdo, o
mesmo comportamento da quantificagdo de CAT foi observado, bem como para a
quantifica¢do de prolina (FIGURA 11), em que o condicionamento com o uso de moléculas

sinalizadoras ndo alterou os valores observados. Em estresse salino, os maiores valores foram
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observados no hidro condicionamento e os menores valores foram observados quando o
perdxido de hidrogénio foi utilizado como condicionante, igualando-se ao tratamento controle.
Em restricdo hidrica, os menores valores foram observados no condicionamento com AIA e

peroxido de hidrogénio.

Figura 10 — Quantificacdo de ascorbato peroxidase (APX) em plantulas de algodao, em 4gua,
sob estresse salino (NaCl) e restri¢ao hidrica (PEG), sem serem submetidas ao
condicionamento fisioldégico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solucdes de acido indol acético (AIA), agua, melatonina, peréxido de hidrogénio
(H202), nitroprussiato de sédio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢@o) e minuscula entre condigdes para germinagdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

Quando comparadas as condi¢des de estresse, apenas no condicionamento com AIA os
maiores valores foram observados em estresse salino.

A catalase ¢ uma enzima intracelular, encontrada nos glioxissomos das células vegetais.
Ela atua na desintoxicagdo celular, transformando EROs em substincias nao reativas e¢ na
decomposicdo do H20:2 por reacdo de dismutacio (PAUL; ROYCHOUDHURY 2017,
MARQUES et al., 2019).

Assim como a catalase, a peroxidase tem a atividade relacionada a reducdo do nivel de
H202. O H202, junto as demais espécies reativas de oxigénio, sdo responsaveis pela
peroxidacdo de lipideos e consequentemente pela perda da capacidade seletiva e fluidez do

sistema de membranas celulares (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017, CHOUDHARY;
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KUMAR; KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; MARQUES et
al., 2019).

Os valores de prolina (FIGURA 11) foram superiores sob condi¢des de estresse salino
quando da utilizacdo de peroxido de hidrogénio como condicionante e para condicdo de
restricdo hidrica resultados superiores foram observados quando da utilizagdo de nitroprussiato
de s6dio como condicionante.

Da comparagao das condigdes de estresse em que as sementes foram colocadas para
germinar, apenas nas solugdes de melatonina, nitroprussiato de sdédio e quitosana, os maiores

valores foram observados em restri¢ao hidrica.

Figura 11 — Quantificacao de prolina em plantulas de algodao, em agua, sob estresse salino
(NaCl) e restricao hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisiologico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de acido
indol acético (AIA), agua, melatonina, peréxido de hidrogénio (H20z),
nitroprussiato de sodio (SNP) e quitosana.
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitiscula entre solu¢des condicionantes (dentro de
cada condi¢ao) e mintiscula entre condigdes para germinagdo, nao diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.

Fonte: Da autora (2021).

O acumulo de prolina em plantas representa uma importante resposta adaptativa a
estresses abioticos, principalmente devido a sua propriedade osmoprotetora. Durante situagdes
de seca e alta salinidade, o acimulo deste reduz a osmolaridade da célula, promovendo o
influxo de 4gua, que por sua vez promove a manuten¢ao do turgor necessario para a expansao

celular e aumento da rigidez mecanica de células e tecidos (KAVI KISHOR et al., 2005). Em
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diversos trabalhos foi associado o aciumulo de niveis elevados de prolina e a tolerancia a
estresses osmoticos, como seca ¢ salinidade (HONG et al., 2000).

A prolina atua, principalmente, na estabilizacdo de proteinas e na protecdo das
membranas contra os efeitos deletérios das espécies reativas de oxigénio (SHARMA &
DUBEY, 2005). Considerado osmolito-chave para o ajuste osmotico de plantas em condi¢des
de estresse (NAYYAR, 2003), a prolina também atua como soluto compativel em plantas sob
o efeito interativo da deficiéncia hidrica e da toxicidade de sal no solo (MARIN et al., 2006;
MARIN & SANTOS, 2008).

Em algumas espécies, o acimulo de aminoécidos livres, principalmente prolina,
aumenta devido a presenca de NaCl em compara¢do com as plantas crescidas em meio nao
salino (LANGDALE et al., 1973; CAMARA et al., 1998). O actmulo de prolina é rapido e
parece ser uma adaptagao ao estresse salino (BERTELI et al., 1995), defendendo os tecidos
vegetais contra estresse osmatico e/ou atuando como protetor enzimatico (SOLOMON et al.,
1994; LIU e ZHU, 1997).

Quando o estresse salino é mais severo, o ajustamento osmotico envolve maior gasto
de energia devido a sintese de solutos organicos (RODRIGUEZ et al., 1997). Os solutos
organicos no citossol contribuem para o equilibrio osmético intracelular, quando a
concentragdo de fons organicos ¢ alta no vacuolo, podendo também proteger enzimas
citossolicas quando a concentragdo de ions aumenta (GREENWAY e MUNNS, 1980).

Alguns autores afirmam que a prolina pode atuar também como uma molécula
sinalizadora, podendo induzir o aumento da atividade de enzimas antioxidantes em resposta a
diferentes tipos de estresses (HOQUE et al., 2007; YAN et al., 2011; CARVALHO et al., 2013;
REJEB et al., 2014).

4. CONCLUSOES

O condicionamento fisiologico ¢ eficiente em minimizar os efeitos negativos da
restrigdo hidrica e salinidade.

O uso de nitroprussiato de sodio ¢ eficiente para minimizar os efeitos da salinidade em
plantulas de algodao.

O uso de perdxido de hidrogénio, via condicionamento fisiologico, protege as sementes
e plantulas de algodao dos efeitos da restri¢dao hidrica.

O uso de nitroprussiato de sddio, via condicionamento fisioldgico, induz a formacao de

enzimas de prote¢do oxidativa, como APX, e SOD em condi¢des de estresse salino. O mesmo
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¢ observado quando da aplicacdo de peroxido de hidrogénio em sementes, quando estas sdo

expostas as condi¢des de restri¢do hidrica.
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