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RESUMO

O condicionamento fisiologico é uma alternativa para a melhoria do desempenho de sementes
que apresentam problemas de germinagdo, como é o caso das sementes de Urochloa spp. O
objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento fisiolégico em sementes de
Urochloa spp. submetidas a diferentes solu¢Ges condicionantes e periodos de condicionamento,
através de avaliacbes de caracteristicas fisiologicas e expressdo enzimatica. Também foi
avaliada a resposta de sementes pds condicionamento submetidas as condicGes de déficit
hidrico e estresse salino. Foram realizados dois experimentos, um com a espécie Urochloa
brizantha cv. Marandu e outro com a Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis, em delineamento
inteiramente casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial (5x3)+1, sendo cinco
solucBes condicionantes, trés periodos de condicionamento e um controle (sementes sem
condicionamento). As sementes foram submetidas ao condicionamento fisiologico pelos
periodos de 12, 42 e 72 horas em agua destilada, solucdo de nitrato de potéssio, espermidina,
giberelina e nitroprussiato de sodio. Determinou-se: teor de &gua; germinacdo; primeira
contagem da germinac&o; indice de velocidade de germinacdo; sementes viaveis remanescentes
do teste de germinacdo; condutividade elétrica; emergéncia de plantulas; indice de velocidade
de emergéncia; analise de atividade das enzimas piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase,
malato desidrogenase, esterase, superdxido dismutase, catalase, peroxidase e alfa-amilase. Para
as sementes condicionadas no tempo de 42 horas foram realizados mais dois experimentos com
as duas espécies, em que as sementes foram submetidas a condicdo de salinidade e déficit
hidrico em esquema fatorial (3x6), sendo trés condi¢cdes de germinacédo (agua, restri¢do hidrica
com PEG e salinidade com NaCl) e 6 tratamentos que constituiram as cinco solucdes
condicionantes (agua destilada, nitrato de potassio, espermidina, giberelina e nitroprussiato de
sodio) mais o controle (sementes ndo condicionadas). Para estes experimentos foram avaliados:
germinacdo ao sétimo e vigésimo primeiro dia apos a semeadura; indice de velocidade de
germinacdo; viabilidade pelo teste de tetrazdlio das sementes remanescentes do teste de
germinacdo; e comprimento de plantulas. O condicionamento fisiologico melhora o potencial
fisiol6gico das sementes e 0 uso de nitroprussiato de sodio como solugdo condicionante, no
tempo de 42 horas, proporciona melhor qualidade para as sementes de Urochloa brizhanta cv.
Marandu e Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis. O condicionamento fisioldgico é eficiente em
minimizar os efeitos negativos da restricdo hidrica e salinidade. Sob essas condi¢cdes, menor
porcentagem de sementes dormentes e maior germinacao, vigor e desenvolvimento de plantas,
para ambas as espécies, foram observados quando foi utilizado o nitroprussiato de sédio.

Palavras-chave: priming, envigoramento, qualidade de sementes, estresse abiotico.



ABSTRACT

Seed priming is an alternative to improve the performance of seeds that have germination
problems, such as Urochloa spp. This work aimed to evaluate the effect of priming on seeds of
Urochloa spp. submitted to different priming solutions and periods of priming, through
evaluations of physiological and enzymatic expression. Also, evaluate the response of primed
seeds after water deficit and saline stress. Two experiments were carried out, one with the specie
Urochloa brizantha cv. Marandu and another with Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis, in a
completely randomized design, with four replications, in a factorial scheme (5x3) +1, with five
priming solutions, three periods and one control (not primed seeds). The seeds were submitted
to priming for 12, 42 and 72 hours in distilled water, potassium nitrate solution, spermidine,
gibberellin and sodium nitroprusside. It was determined: seed moisture; germination; first
germination count; germination speed index; viable seeds remaining from the germination test;
electrical conductivity; seed emergency; emergency speed index; analysis of the enzymes
pyruvate decarboxylase, alcohol dehydrogenase, malate dehydrogenase, esterase, superoxide
dismutase, catalase, peroxidase and alpha-amylase. For seeds primed in the 42 hours time,
another experiment was carried out for each specie, in which the seeds were submitted to a
condition of salinity and water deficit, in a factorial scheme (3x6), with three conditions of
germination (water, water restriction with PEG and salinity with NaCl) and 6 treatments that
constituted the five priming solutions (distilled water, potassium nitrate, spermidine, gibberellin
and sodium nitroprusside) plus the control (not primed seed). For these experiments were
evaluated: germination test on the seventh and twentieth day after sowing; germination speed
index; viability through tetrazolium test of the remaining seeds from the germination test; and
seedling length. Priming improves the physiological potential of seeds and the use of sodium
nitroprusside as a priming solution, within 42 hours, provides greater quality for the seeds of
Urochloa brizhanta cv. Marandu and Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis. Priming is an
efficient technique that minimizes the negative effects of water restriction and salinity
environment. Under these conditions, a lower percentage of dormant seeds and greater
germination, vigor and plant development were observed when using sodium nitroprusside for
both species.

Keywords: priming, invigoration, seed quality, abiotic stress.
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CAPITULO 1

1 INTRODUCAO GERAL

A obtencdo de sementes de forrageiras com alta qualidade tem sido um desafio
principalmente pela desuniformidade na emisséo de inflorescéncias; florescimento irregular nas
paniculas; baixo numero de flores férteis; alta deiscéncia natural e dorméncia das sementes. A
dorméncia é um fendmeno fisioldgico que dificulta a distribuicdo uniforme das populagdes no
tempo e favorece o aparecimento de plantas invasoras na area, sendo considerada um dos
fatores mais limitantes para a alta produtividade do género (BATISTA etal., 2016b; BONOME
etal., 2017; RIBEIRO et al., 2019).

Uma alternativa promissora para os problemas relacionados a germinacédo de sementes
de forrageiras e, consequentemente, a formacdo de um estande uniforme, é o priming ou
condicionamento fisiologico de sementes (BATISTA et al., 2016a; BONOME et al., 2017,
BATISTA et al., 2018). Esta técnica consiste em sincronizar e reduzir o tempo de germinacéo
das sementes por hidratacao controlada, desencadeando o inicio de processos fisiologicos (fases
I e Il da germinacéo), sem protruséo radicular na fase 111 (BATISTA et al., 2018; PEREIRA et
al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

Assim, o condicionamento envolve o umedecimento parcial das sementes, 0 que ajuda
a desbloquear os processos metabolicos que ocorrem durante as fases iniciais de germinacéo,
prevencdo da protrusdo radicular e manutencao da tolerancia a dessecacdo (BONOME et al.,
2017; RIBEIRO et al., 2019). Como resultado, as sementes se preparam para germinagao por
reestruturacdo de membranas e reorganizacdo dos sistemas metabolicos, o que favorece uma
germinacdo uniforme quando as condicdes se tornam favoraveis ou até mesmo em ambientes
adversos (KAISER et al., 2016; BONOME et al., 2017; BARBIERI et al., 2019).

Em estudos encontrados na literatura tem sido observado que o condicionamento das
sementes de Urochloa sp. proporciona menor porcentagem de sementes dormentes e maior
porcentagem de germinacao e de emergéncia de plantulas em menor tempo (BONOME et al.,
2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

E valido ressaltar ainda que a germinagao de sementes € um processo critico no ciclo de
vida das plantas. Quantidades excessivas de sais e deficiéncia de 4gua no solo séo fatores
abidticos que podem interferir diretamente nesse processo € consequentemente no
desenvolvimento da cultura (KAISER et al., 2016; BARBIERI et al., 2019). Sendo que um dos

principais efeitos benéficos do condicionamento relatado em diferentes culturas é conferir
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resisténcia a deficiéncia hidrica e aumento da concentracdo salina (BATISTA et al., 2016a;
KAISER et al., 2016; ZHENG et al., 2016; LIU et al., 2018; BARBIERI et al., 2019). Portanto,
o condicionamento fisiologico pode ser uma ferramenta utilizada para melhorar a expressao do
vigor, principalmente em situacfes adversas.

Desta forma, h& a necessidade do desenvolvimento de pesquisas, com a finalidade de
verificar a eficiéncia do condicionamento fisioldgico de sementes de Urochloa sp. bem como
identificar o agente osmotico que possibilite as melhores respostas das sementes, e também a
resposta destas sementes pds condicionamento as condigdes de estresses abidticos. Diante disto,
0 objetivo no trabalho é avaliar o efeito do condicionamento fisiologico em sementes de
Urochloa spp. submetidas a diferentes solu¢Ges condicionantes e periodos de condicionamento,
por meio de avaliacGes de caracteristicas fisiologicas e expressdo enzimatica. Também avaliar

a resposta de sementes pos condicionamento sob estresse hidrico e salino.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultivo de espécies forrageiras no Brasil

Historicamente, o cultivo de espécies forrageiras ocorreu no Brasil de forma extensiva,
em grandes areas e com pouco ou nenhum investimento tecnologico. No entanto, o sucesso da
implantacéo e expansdo das areas de pastagens de braquiéria ocorreu principalmente por dois
motivos: a adaptacdo das plantas as condicGes edafoclimaticas do Brasil Central e Amazonia,
e a disponibilidade de sementes no mercado (ANDRADE, 1994).

A disponibilidade de sementes foi garantida inicialmente pelo elevado nimero de
importacOes de sementes da Australia e posteriormente pela producdo local, principalmente a
partir da década de 1970. Nesta década, o Brasil passou de maior importador a maior exportador
de sementes do género Urochloa spp. (ANDRADE, 1994).

Foi a partir de 1970 que ocorreu a mudanca na formacéo das pastagens brasileiras, com
a utilizagéo progressiva de sementes de melhor qualidade (NERY, 2012). Pesquisas ajudaram
na identificacdo e na adaptacdo de diversas espécies de braquiarias indicando inclusive os
melhores manejos. No entanto, quanto a producdo de sementes, houve poucas pesquisas, € 0
desenvolvimento da atividade ocorreu em grande parte pelo empenho da iniciativa privada,
principalmente no estado de S&o Paulo (ANDRADE, 1994).

Para a formacao e renovacao do cultivo de pastagens no Brasil, segundo Souza (2001),
adisponibilidade de sementes de plantas forrageiras tropicais ocorreu em trés fases. Na primeira
fase, ocorrida no periodo anterior a década de 1970, as poucas areas cultivadas com pastagens
tropicais eram com capim colonido (Panicum maximum), estrela (Cynodon plectostachyus),
gordura (Melinis minutiflora) e jaragua (Hyparrhenia rufa), todos de origem africana e de
introducdo acidental ocorridas possivelmente no século XVII1 via trafico negreiro.

A segunda fase ocorreu pela importacdo comercial de grandes quantidades de sementes
da Australia no inicio do ano de 1970, com grande impulso as areas cultivadas de pastagens
principalmente do género Urochloa spp., como U. decumbens, U. humidicola, U. ruziziensis,
cultivares de Panicum maximum, entre outras, incluindo leguminosas forrageiras. A terceira
fase correspondeu ao desenvolvimento de cultivares pelo sistema publico de pesquisa brasileira,
e com 0 marco importante na liberacao pela Embrapa em 1984 da U. brizantha cv. Marandu.

As areas de pastagens no Brasil ocupam grande parte do territério nacional, onde sdo
cultivados 161,7 milhdes de hectares com pastagens, sendo 150,5 milhdes de pastagens em uso

exclusivo e 11,8 milhdes de pastagens em uso integrado (ABIEC, 2018). Nessas areas se
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desenvolvem preferencialmente a criacdo de bovinos de corte e leiteiro, responsaveis por
produtos de consumo direto, produtos industrializados, e também para exportagdo de carnes.
No cenério mundial o rebanho bovino brasileiro € o maior, com cerca de 214,7 milhdes de
cabecas de gado sendo o pais responsavel pelas maiores exportacfes de carne, 0 que representa
14,4% da producdo mundial (ABIEC, 2018).

Embora seja uma das atividades mais exponenciais da economia do pais, grande parte
das areas de pastagens cultivadas sao de baixa tecnologia, com baixa lotacdo animal por hectare
(ABIEC, 2018). Para melhoria desta situacao, deve-se considerar que, entre os varios fatores
para implantacdo de novas areas ou renovacao de pastagens, o uso de sementes de alta qualidade
apresenta-se como fator primordial na obtenc¢ao do sucesso.

No mercado de sementes forrageiras, o Brasil ocupa a posicdo como o maior produtor,
consumidor e exportador destas sementes (ABRASEM, 2018). Isso se deve, principalmente,
pelo pais possuir condices edafoclimaticas favoraveis a produgdo de sementes de espécies
forrageiras. Possui também a presenca de empresas de sementes consolidadas e a
disponibilidade de cultivares adaptadas (ZANUZO; MULLER; MIRANDA, 2015).

Na safra 2017/2018, a producdo de sementes de forrageiras tropicais no Brasil foi de
aproximadamente 324 mil toneladas. Mato Grosso, Goias e Minas Gerais sdo responsaveis pela
maior parte desta producdo, sendo o primeiro, 0 segundo e 0 terceiro maior produtor,
respectivamente, com producdes de aproximadamente 77, 62 e 61 mil toneladas (ABRASEM,
2018).

Estima-se que no Brasil mais de 85% da area ocupada por forrageiras seja do género
Urochloa (BARBOSA, 2006). Esse género destaca-se nas regides de pecuaria por apresentar
espécies com alta producdo de matéria seca, palatabilidade, adaptagdo a diversos tipos de solo
e resisténcia a doencas. No entanto, mesmo o Brasil liderando o setor de sementes forrageiras,
0 mercado ainda tem muito a desenvolver, ha a necessidade de mais conhecimento sobre as
cultivares, devido ao grande nimero de cultivares a disposicdo do produtor, a extensdo
territorial do pais e a diversidade de climas. E ainda é importante conhecer melhor a fisiologia
das sementes para colher, beneficiar, tratar, armazenar e analisa-las de maneira adequada.

Além disso, 0s mercados interno e externo, estdo cada vez mais exigentes, com
consciéncia da importancia da qualidade das sementes no estabelecimento rapido e uniforme
do dossel de plantas no campo, pressionando a indudstria sementeira cada vez mais a buscar
produzir sementes de alta qualidade fisioldgica e de baixo custo. No campo, a utilizacdo de

sementes com alta qualidade fisioldgica, genética, fisica e sanitaria, é essencial, pois apresentam
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maior capacidade de suportar condi¢Ges adversas, além de evitar contaminagdo genética e fisica
(ZHENG et al., 2016; AMARO et al., 2019; DECARLI et al., 2019)

2.2 Qualidade de sementes

Para o estabelecimento de pastagens de boa qualidade, além de manejo adequado, é
muito importante o uso de sementes com alto poder germinativo e vigor (CARDOSO et al.,
2014; CARDOSO et al., 2015). A qualidade da semente é expressa pela interacdo de quatro
componentes: genético (caracteristicas intrinsecas da cultivar, no que diz respeito a
produtividade, resisténcia a pragas e doengas, etc.); fisiolégico (potencial de longevidade da
semente e sua capacidade para gerar uma planta perfeita e vigorosa); fisico (pureza fisica do
lote e condicdo fisica da semente) e sanitario (insetos e microrganismos prejudiciais as
sementes) (MARCOS FILHO, 2015).

De maneira objetiva, as normas e padrdes gerais de qualidade de sementes de espécies
forrageiras de clima tropical, de acordo com a Instru¢gdo Normativa n°® 30 de 21 de maio de
2008, estabelecem que sejam realizados os testes de: pureza fisica; germinacdo; viabilidade de
sementes pelo teste de tetrazolio; outras cultivares; sementes silvestres; sementes nocivas
toleradas; e sementes nocivas proibidas.

No entanto, mesmo o laboratério adotando os parametros técnicos recomendados,
permanece o problema de heterogeneidade entre e dentro de lotes (NERY et al., 2012). Essa
grande heterogeneidade nos lotes dessas sementes é devida, principalmente, a falta de
sincronismo nas etapas de florescimento e producdo de sementes e as formas de colheita e
manuseio da semente (LAURA et al., 2009; NERY et al., 2012).

A historia do melhoramento genético dessas espécies também lhes confere certas
caracteristicas selvagens, dificultando sua producdo comercial e a obtencdo de lotes mais
homogéneos (MASCHIETTO, 1994; MACEDO et al., 2005). Dentre as principais
caracteristicas estdo o periodo prolongado de emissao das inflorescéncias e da abertura de flores
entre e dentro de uma mesma inflorescéncia, queda natural (degrana) das sementes, por ocasido
da maturacdo, ou mesmo antes, e dorméncia das sementes (MASCHIETTO, 1994; LAURA et
al., 2009). A situacdo € ainda agravada pelo fato de o critério de selecdo destas espécies ser para
producéo de forragem e ndo para sementes (MACEDO et al., 2005).

Quanto a dificuldade de se obter alta qualidade relacionada aos habitos de producéo de
sementes pelas plantas de braquiarias, Maschietto (1994) relaciona como fatores:

desuniformidade na emergéncia ou emergéncia prolongada de inflorescéncias entre plantas;
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florescimento prolongado dentro das inflorescéncias; e baixa retencdo das sementes formadas.
Especificamente quanto ao sistema de colheita por varredura, que é o mais usual, Maschietto
(1994) argumenta que se 0 ano é seco durante o periodo de colheita, proporciona semente com
boa germinacdo, porém a pureza fisica € muito baixa.

Nery et al., (2012) citam a maturagdo como o parametro mais significativo no material
de boa qualidade, com consequéncia no melhor armazenamento. Também descrevem reducdes
na qualidade e na quantidade em colheitas antecipadas, e outras perdas em colheitas atrasadas
decorrentes do ataque de passaros, insetos, fungos e principalmente da interacdo da temperatura
com a umidade. Laura et al. (2009) incluem a dorméncia das sementes, fenémeno fisioldgico
que dificulta o estabelecimento uniforme das populagfes e consequentemente favorece o
surgimento de plantas invasoras na pastagem formada, como um dos principais problemas para
obtencdo de sementes de qualidade.

Segundo Lima et al. (2007), as sementes de Uroclhoa spp. possuem desuniformidade
de maturacdo decorrente da irregularidade de florescimento dentro e entre inflorescéncias e
dorméncia primaria, 0 que proporciona uma germinacao lenta, irregular e desuniforme. O que
dificulta o estabelecimento uniforme das populac6es de plantas, favorecendo o surgimento de
plantas invasoras em pastagem recém semeadas. Diante disso, a utilizacdo de técnicas que
possam auxiliar na uniformidade de germinacdo de sementes de braquiéria torna-se uma

alternativa promissora para garantir mais qualidade destas sementes.

2.3 Condicionamento fisioldgico de sementes

Desde os anos de 1970 pesquisadores tentam melhorar a germinacgéo das sementes com
tratamentos pré-semeadura, envolvendo a iniciacdo do metabolismo de germinacdo. Dentre 0s
procedimentos desenvolvidos, destaca-se o condicionamento fisioldgico, especialmente em
virtude dos beneficios sobre o desempenho das sementes (MARCOS FILHO, 2015; BONOME
etal., 2017; BATISTA et al., 2018).

O termo condicionamento fisiologico de sementes é 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/ou plantulas produzidas. O objetivo principal
da técnica € garantir a uniformidade de germinacdo 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 da

semente, o que melhora o vigor do lote sujeito ao tratamento (BONOME et al., 2017; BATISTA
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et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Por reduzir o tempo de germinagéo e padronizar este
processo, este tipo de método permite a germinacdo em variaveis condi¢cdes de temperatura,
luz, solo e disponibilidade de &gua, possibilitando ainda, elevado desenvolvimento da parte
aérea e aceleracdo no crescimento das plantas (MARCOS FILHO, 2015; PEREIRA et al.,
2018).

O vigor das sementes € o componente da qualidade fisiologica mais influenciado pelo
condicionamento fisiologico (MARCOS FILHO, 2015). Por essa razdo, o tratamento tem sido
designado na literatura como um envigoramento de sementes (SILVA et al., 2016). No entanto,
Marcos Filho (2015) explica que essa impressdo de “envigoramento” ocorre porque a
germinacdo é praticamente instantanea apds o condicionamento fisioldgico; o efeito principal
é a reducdo da diferenca da atividade metabdlica das sementes mais € menos vigorosas,
caracterizando a uniformidade de germinacéo.

Por envolver a absorcdo de agua pela semente, sob condi¢gdes controladas, o
condicionamento fisiolégico ativa 0 metabolismo das sementes durante as fases | e Il da
embebicdo, sem que ocorra a protrusdo da raiz primaria (fase I11) (BONOME et al., 2017;
BATISTAc etal., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Dessa maneira, ativam-se a digestao das reservas
e sua translocacgéo e assimilacdo, para que as sementes componentes do lote alcancem estado
metabolico relativamente uniforme quando o acesso a agua é interrompido. Conforme
destacaram Heydecker e Gibbins (1977) e Marcos Filho (2015), ap6s terem atingido mais
rapidamente o potencial hidrico desejado, as sementes mais vigorosas aguardam as menos
vigorosas atingirem o mesmo estado metabdlico. Desta forma, a germinacdo é praticamente
instantanea ap6s o condicionamento fisiolégico e o efeito principal é a reducdo da diferenca da
atividade metabdlica das sementes mais e menos vigorosas, caracterizando a uniformidade de
germinacao.

A técnica pode ser aplicada através de vérias formas, como imersdo direta em agua,
umedecimento de substratos para embebicdo e contato com substancias que realizam o
osmocondicionamento. Este ultimo, se baseia na hidratacdo da semente de maneira equilibrada,
utilizando solugBes de baixo potencial hidrico, onde o composto utilizado deve ser
guimicamente inerte, mas osmoticamente ativo, como o NaCl, KNO3z, MgSOQOas e polietileno
glicol (PEG), em temperaturas e periodos definidos (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016).

Para uma absorc¢éo de agua suficiente para ocorréncia dos processos fisiologicos iniciais
da germinacéo, é necessario que esta seja absorvida de forma equilibrada e que a absorcéo seja

interrompida quando ocorre o equilibrio entre o potencial osmotico da solugéo e das sementes
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(ALMEIDA et al., 2016; MARCOS FILHO, 2015). Em seguida, estas sementes podem ser
secadas até atingir a umidade antes do condicionamento, sem perder o processo adquirido pela
embebicdo posterior, 0 que possibilita que as sementes sejam armazenadas por um determinado
tempo até a semeadura (WOJTYLA et al., 2016).

Com a reestruturacdo do sistema de membranas durante o condicionamento ocorre a
manutengdo da permeabilidade seletiva, as membranas estruturadas 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 alteracbes no estado
energeético da 4gua, modificando sua distribuigdo entre os varios sitios de ligagdo de diferentes
tecidos. Essa redistribuicdo de dgua no interior das sementes pode ser uma das razdes para a
maior velocidade de germinacdo apds o tratamento, pois ha maior disponibilidade de agua e
aumento do nivel de hidratacdo das macromoléculas que participam do processo germinativo,
reduzindo também a disponibilidade da ocorréncia de injdrias durante a embebigdo (RIBEIRO
etal., 2019).

E importante ressaltar que, para que haja sucesso, alguns fatores devem ser manuseados
cuidadosamente como, temperatura, luz, concentracdo da solucdo, periodo de duracdo do
tratamento, o tipo de soluto a ser utilizado, o método e tempo de secagem apds 0
condicionamento. Tais fatores variam consideravelmente dependendo da espécie a qual ird
trabalhar, do lote, das condicGes edafoclimaticas, tamanho e tratamento que as sementes irdo
receber, desde a época de sua producdo e ao longo de sua vida (CARDOSO et al., 2015).

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

Segundo Powell (1998), durante o condicionamento de lotes de sementes envelhecidas
ou deterioradas, com médio e baixo vigor, o reparo metabdlico proporcionado pela lenta
embebicdo poderia auxiliar a reverter determinados mecanismos relacionados a deterioragéo.
Contudo, este processo de reversdo ainda ndo pode ser generalizado, pois depende das
condi¢des de condicionamento fisioldgico, espécie e propriedades intrinsecas da semente
(MARTINEZ, 2013).

Além disso, o tipo de soluto utilizado pode influenciar no sucesso do tratamento, sendo

que o melhor agente condicionante varia entre as espécies (OLIVEIRA, 2016). Varios agentes
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condicionantes podem ser utilizados no condicionamento fisioldgico das sementes, dentre eles
estdo a &gua (YAN, 2017), o nitrato de potéssio (RIBEIRO et al., 2019), a espermidina (LOPES
etal., 2018; WANG et al., 2018), a giberelina (BATISTA et al., 2015; MITCHELL et al., 2018;
LI; YANG; ZHANG, 2019) e o nitroprussiato de sodio (KAISER et al., 2016; PIRES et al,
2016).

Além da importdncia da agua para que ocorram todos os reparos nas células das
sementes e o restabelecimento dos mecanismos necessarios para a germinacao, seu uso como
agente condicionante é bastante relatado (FARAJOLHAHI, EISAND, 2016; YAN, 2017;
SINGH; GUPTA; DHINGRA, 2018). Outra vantagem da agua é a ndo utilizacdo de produtos
quimicos, evitando possivel interferéncia de substancias indesejaveis a semente durante a
absorcao.

Com relacdo ao nitrato de potassio, ha resultados promissores na melhoria da qualidade
fisiologica de vérias espécies, incluindo Urochloa brizantha (ENTESARI et al., 2013;
BINOTTI et al.; 2014; CARDOSO et al., 2015; BONOME et al. 2017; RIBEIRO et al., 2019).
Libdrio et al. (2017) observaram resultados positivos na superacdo da dorméncia de sementes
nos tratamentos com nitrato de potassio e justificam que o motivo da dorméncia das sementes
de Urochloa brizantha 'BRS Tupi' foi a restri¢do das trocas gasosas. Além disso, com o uso do
nitrato de potassio como agente condicionante, ions de K* ficam presentes no contetdo celular.
Estes ions atuam como cofatores em numerosos sistemas enzimaticos e a sua absorcao pela
semente pode favorecer a germinacdo e também atuar como fonte adicional de potassio e
nitrogénio durante a germinacao das sementes (LARA et al., 2014; OLIVEIRA, 2016; NAWAZ
etal., 2017).

No grupo das poliamidas, a espermidina tem se mostrado eficiente para melhorar a
germinacdo e o vigor das sementes de varias espécies e aumentar a tolerancia ao estresse
abidtico das plantas (PAUL, ROYCHOUDHURY, 2017; WANG et al., 2018; YALAMALLE
et al.,, 2019). As poliamidas sdo relatadas como catalizadores e ativadores das principais
enzimas antioxidantes (YALAMALLE et al.,, 2019). Varias evidéncias provam que as
poliamidas participam da regulacdo das respostas das plantas a varios estresses ambientais
como seca, calor, resfriamento ou estresse osmotico como a salinidade, por ligagdo direta dos
fosfolipidios de membrana, captando radicais livres, fazendo o ajuste osmotico, mantendo o
cation em equilibrio e ligando-os as enzimas antioxidantes para aumentar suas atividades (LI et
al., 2014; HUSSAIN et al., 2015; LOPES et al., 2018; YALAMALLE et al., 2019).

Com o intuito de favorecer o processo germinativo durante o condicionamento

osmotico, em algumas pesquisas tem sido utilizada giberelina associada a essa técnica. As
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giberelinas sdo substancias que exercem papel chave na germinacdo de sementes, estando
envolvidas tanto na superacdo da dorméncia como no controle da hidrolise de reservas (SILVA
etal., 2016; MITCHELL etal., 2018; LI; YANG; ZHANG, 2019). O acido giberelico estimula
a alfa-amilase e outras enzimas hidroliticas, promovendo hidrolise de reservas armazenadas na
semente. Além da alfa-amilase, existem outras enzimas hidroliticas (protease, hidrolises, N-
redutases), as quais sdo produzidas em resposta ao GA3 (MITCHELL et al., 2018; LI et al.,
2018; LI; YANG; ZHANG, 2019).

No caso do nitroprussiato de sédio (ON) héa escassez de trabalhos sobre a forma como
age nas sementes submetidas ao condicionamento fisiologico, porém o seu efeito sob o processo
germinativo de sementes ja foi comprovado em diversos trabalhos, demonstrando que é
eficiente na superacdo de dorméncia de varias espécies, entre elas a 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 sédio € um composto quimico de formula Naz[Fe(CN)sNO]-2H20 que serve
como fonte de 6xido nitrico (ON). A aplicacdo de doadores de ON também faz com que as
sementes germinem mais e mais rapido (ATAIDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et
al., 2016), e aumenta a atividade de enzimas do sistema antioxidante (SILVA et al., 2019).

O ON também ¢é capaz de diminuir os efeitos do envelhecimento das sementes
armazenadas (PEREIRA et al., 2010) assim como aumenta a tolerancia da semente a diversos
estresses abioticos, como estresse hidrico, salino e por metais pesados (SILVA et al., 2015;
KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). O estresse oxidativo, provocado pelo aumento da
concentracdo de superoxido, peroxido de hidrogénio e peroxidos de alquila, pode ser combatido
pelo éxido nitrico, uma vez que 0 mesmo possui propriedades antioxidantes (SILVA et al.,
2015; PIRES et al., 2016).

Além disso, o0 ON pode reagir com tirozinas pelo processo de nitracdo ou com 0S
residuos de tiol pela oxidacdo. Na presenca de metais de transi¢do, como ferro, cobre ou zinco,
0 ON pode interagir para formar complexos metal-nitrosil. Estes complexos podem estar
relacionados aos efeitos regulatorios dos fatores de transcricdo do ON e certas enzimas (SILVA
et al., 2015; PIRES et al., 2016). A tolerancia se da pelo estimulo a atividade de uma ou mais
enzimas do sistema antioxidativo como superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX), diminuindo a acao de espécies reativas de
oxigénio (EROs) (SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016).

Um dos principais efeitos benéficos do condicionamento relatado por diferentes autores

é conferir resisténcia a estresses abioticos como deficiéncia hidrica e aumento da concentracdo
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salina (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; BARBIERI et
al., 2019; RIBEIRO et al., 2019; SABERALI et al., 2019).

2.4 Germinacao de sementes sob condi¢fes de restricdo hidrica e salinidade

Salinidade e déficit hidrico sdo os principais estresses abidticos que afetam a
produtividade das culturas ao redor mundo, especialmente nas regides aridas e semi-aridas
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Esses fatores interferem diretamente na
germinacdo das sementes e com isso no desenvolvimento da cultura, limitando o desempenho
maximo da producdo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

A germinacdo € um estagio critico no ciclo de vida das plantas e 0 movimento da dgua
presente na solucdo através dos tecidos da semente é necessario para o acionamento adequado
do processo de germinacdo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; SANTOS et al., 2016).
Esse movimento depende da presenca de um gradiente de potencial hidrico, que é reduzido
quando h& presenca de sais e eventualmente restringe a absorcdo de agua das sementes
(PEREIRA et al., 2014). Essas condicGes de estresse diminuem a velocidade de emergéncia e
de desenvolvimento da plantula, afetam o numero de folhas, sementes por planta, tamanho e
massa de sementes (JOSE et al., 2016; LIU et al., 2018; BARBIERI et al., 2019).

Em regides com essas adversidades recorrentes, a absorcdo de agua pelas sementes
durante o processo de germinacdo é dificultada pela negatividade do potencial matricial do solo
(SANTOS et al., 2016). Além da restricdo de absorcao de dgua, podem ocorrer efeitos toxicos
nas sementes em processo de germinagdo que levam a alteragbes no metabolismo celular,
reducdo na porcentagem e velocidade de germinacdo e mudancas no desenvolvimento e
crescimento (PELEGRINI et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

Estudos da germinacdo das sementes em substratos salinizados e com restricao hidrica
é um possivel método promissor para se determinar a tolerancia das plantas ao 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 germinagdo com o uso de polietileno glicol (PEG) (MASETTO et al., 2013),
composto inorganico que reduz o potencial osmdtico da solugdo e realiza uma restricéo
controlada na embebicado sem causar toxicidade.

Para a sinalizacao do estresse hidrico também sdo utilizadas solucdes salinas, ja que as
respostas das plantas a seca e a salinidade estdo intimamente relacionadas e 0s mecanismos se

sobrepdem, sugerindo que em ambos o estresse é percebido pelas células como um evento de
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privacdo de dgua (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Porém, a salinidade ndo atua
apenas por restringir a absor¢do de &gua e causar estresse hidrico, mas também causa
toxicidade, devido aos ions Na* e CI" (LIANG et al., 2018). A presenca desses ions cria um
desequilibrio iénico no citoplasma celular, que pode levar a formacéo de espécies reativas de
oxigénio; as quais causam peroxidacao lipidica da membrana, danos ao DNA, desnaturagdo de
proteinas, oxidacdo de carboidratos e diminui¢do da atividade enzimatica (LIANG et al., 2018).

Para incrementar a germinacdo e melhorar a uniformidade e velocidade de emergéncia
em campo as sementes podem ser submetidas aos tratamentos pré-germinativos, como o
condicionamento fisiolégico (MASETTO et al., 2013; BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016; JOSE et al., 2016). Esse permite que os procedimentos de reparo sejam ativados e reduza
0s danos presentes nas membranas das células da semente, com isso melhora o vigor do lote
sujeito ao tratamento (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

Por reduzir o tempo de germinagdo e padronizar este processo, o condicionamento
propicia mais tolerancia sob condic6es desfavoraveis no campo. Além disso, diminui os efeitos
das variacdes ambientais, 0 que permite a germinacdo em variaveis condi¢des de temperatura,
luz, solo e disponibilidade de agua, e possibilita ainda, elevado desenvolvimento da parte aérea
e aceleragdo no 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 germinacdo sdo ativados ainda em condicGes 6timas, a técnica fornece uma vantagem

as sementes quando estas forem expostas as condi¢des adversas de salinidade e déficit hidrico.
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CAPITULO 2

Condicionamento fisioldgico € uma técnica promissora para aumentar o desempenho de

sementes de Urochloa brizantha

RESUMO

O condicionamento fisiologico de sementes € utilizado para melhorar a qualidade ou beneficiar
0 desempenho de lotes de sementes com o objetivo de garantir a uniformidade de germinacéo
e 0 estabelecimento das plantulas. Diante disso, o0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do
condicionamento fisiologico em sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu submetidas a
diferentes solucBes condicionantes e periodos de condicionamento, através de avaliacGes de
caracteristicas fisiologicas e atividade de enzimas. O delineamento foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial (5x3)+1, sendo cinco solucdes
condicionantes, trés periodos de condicionamento e um controle (sementes sem
condicionamento). As sementes foram submetidas ao condicionamento fisiolégico pelos
tempos de 12, 42 e 72 horas em agua destilada, solucdo de nitrato de potassio, espermidina,
giberelina e nitroprussiato de sodio. Determinou-se: teor de &gua; germinacdo; primeira
contagem da germinacao; indice de velocidade de germinacdo; sementes viaveis remanescentes
do teste de germinagdo; condutividade elétrica; emergéncia de plantulas; indice de velocidade
de emergéncia; analise da atividade das enzimas piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase,
malato desidrogenase, esterase, superdxido dismutase, catalase, peroxidase e alfa amilase. Com
o condicionamento fisioldgico de sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu houve melhora
do potencial fisiolégico com o uso de nitroprussiato de sédio na solucdo condicionante, por 42
horas. Sementes condicionadas em nitroprussiato de sédio tem seu sistema de defesa contra
espécies reativas de oxigénio com maior expressdo, sendo estas, superoxido dismutase, catalase
e peroxidase e maior expressdo da enzima alfa amilase.

Palavras chave: nitrato de potassio, espermidina, giberelina, nitroprussiato de sédio, enzimas
antioxidantes, piruvato descarboxilase.
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ABSTRACT

Seed priming is applied to benefit the quality or improve the performance of seed lots in order
to ensure uniformity of germination and the establishment of seedlings. Therefore, this work
aimed to evaluate the effect of priming in Urochloa brizantha cv Marandu seeds submitted to
different priming solutions and periods of priming, through evaluations of physiological
characteristics and enzyme activity. A completely randomized design, with four replications, in
a factorial scheme (5x3) +1 was used, with five priming solutions, three periods and one control
(not primed seeds). The seeds were submitted to priming for 12, 42 and 72 hours in distilled
water, potassium nitrate solution, spermidine, gibberellin and sodium nitroprusside. It was
determined: seed moisture; germination; first germination count; germination speed index;
viable seeds remaining from the germination test; electrical conductivity; seed emergency;
emergency speed index; analysis of pyruvate decarboxylase, alcohol dehydrogenase, malate
dehydrogenase, esterase, superoxide dismutase, catalase, peroxidase and alpha amylase enzyme
activity. For seed priming of Urochloa brizantha cv. Marandu there was an improvement in the
physiological potential using sodium nitroprusside as a priming solution, for 42 hours. Seeds
primed with sodium nitroprusside solution presents a greater expression of their defense system
against reactive oxygen species, such as superoxide dismutase, catalase and peroxidase and
greater expression of the enzyme alpha amylase.

Keywords: potassium nitrate, spermidine, gibberellin, sodium nitroprusside, antioxidant
enzymes, pyruvate decarboxylase.
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1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca como o maior produtor, consumidor e exportador de sementes
forrageiras tropicais do mundo com a geracéo de milhares de empregos no pais e faturamento
de milhGes de dolares por ano (ABRASEM, 2019; ABIEC, 2019). Entre as espécies forrageiras
tropicais cultivadas no Brasil, a Urochloa brizantha cv. Marandu é a mais plantada e
comercializada no mercado e a principal cultivar exportada (ABRASEM, 2019). O interesse
nessa espécie se deve a sua rusticidade, competitividade e capacidade de se desenvolver em
diversos ambientes, com caracteristicas importantes como alta producéo de massa seca e rapido
crescimento ap0s o pastejo (ALVES et al., 2017).

Como a maioria das espécies forrageiras tropicais, Urochloa brizantha também possui
fatores que dificultam a producdo de sementes de alta qualidade, tais como: falta de
uniformidade na emissdo de inflorescéncia; florescimento irregular nas paniculas; baixo
ndmero de flores férteis; alta deiscéncia natural e dorméncia das sementes. A dorméncia
dificulta a distribuicdo uniforme das populacgdes e favorece o aparecimento de plantas invasoras
na area (CATUCHI et al., 2019).

O condicionamento fisioldgico de sementes é utilizado para melhorar a qualidade e
beneficiar o desempenho de lotes de sementes (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018).
O objetivo principal da técnica é garantir a uniformidade de germinacéo e o estabelecimento
das plantulas (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Por
reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este processo, este tipo de método permite a
germinacdo em variaveis condi¢bes de temperatura, luz, solo e disponibilidade de agua,
possibilitando ainda, elevado desenvolvimento da parte aérea e aceleracdo no crescimento das
plantas (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

A germinacéo é praticamente instantanea apds o condicionamento fisiologico e o efeito
principal é a reducdo da diferenca da atividade metabdlica das sementes mais e menos
vigorosas, caracterizando a uniformidade de germinacdo (BONOME et al., 2017; BATISTA et
al., 2018; PEREIRA et al., 2018). Porém, a germinacdo &€ um processo critico e, sob condicGes
adversas, pode ocorrer o0 estresse oxidativo que resulta no aumento de espécies reativas de
oxigénio (ERO), as quais iniciam a peroxidacdo lipidica nas membranas celulares (LIU et al.,
2018; YALAMALLE et al., 2019).

Com a intensificacdo da producdo de ERO, o metabolismo enzimético deve atuar para
reduzir e/ou eliminar os danos. Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do

condicionamento fisiologico em sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu submetidas a
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diferentes solucdes condicionantes e periodos de condicionamento, por meio de avaliagfes de
caracteristicas fisioldgicas e atividade de enzimas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG. Foram utilizadas sementes de Urochloa
brizantha cv. Marandu, fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda. produzidas na safra
2017/2018.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisioldgico. Este foi
realizado em BOD regulada a 25°C (PEREIRA et al, 2018), sem luz e adaptada com um
compressor de ar, responsavel por manter as solucGes aeradas, pelos tempos de 12, 42 e 72
horas (BONOME et al., 2006). Como solucdes condicionantes utilizou-se agua destilada,
solucdo de nitrato de potassio 0,2% (CARDOSO et al., 2014, CARDOSO et al., 2015), solucéo
de espermidina 0,5 mmol L™ (HUSSAIN et al., 2015; LOPES et al., 2018a), solucdo de
giberelina 50 mg L' (BATISTA et al., 2015, CARDOSO et al., 2015) e solugdo de
nitroprussiato de sédio 0,10 mmol L™ (ATAIDE et al., 2015; SILVA et al., 2015; FARAII;
SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018). Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de
solucdo. As sementes utilizadas como controle ndo foram condicionadas.

Apobs o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25°C e ap0s esse periodo secadas a 35°C com
circulacdo de ar por 72 horas. O teor de agua foi determinado logo ap6s o condicionamento
(antes da secagem) e apds a secagem das sementes. Para tal foram retiradas quatro repeticdes
de 200 sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105°C por 24 horas (BRASIL,
2009).

O teste de germinacao foi feito com quatro repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi
realizada sobre duas folhas de papel mata borrdo em caixas tipo gerbox, os papéis foram
umedecidos com volume de agua equivalente a 2,5 vezes 0 peso seco do papel. Permaneceram
em camaras tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas
(BRASIL, 2009). Concomitante ao teste de germinacdo foi realizado o indice de velocidade de
germinacdo (MAGUIRE, 1962).

Os resultados de germinacdo foram expressos em porcentagem de plantulas normais
com avaliacéo aos sete dias apos a instalacéo do teste para a obtencdo da primeira contagem de
germinacao, e aos vinte e um dias para germinacao final (BRASIL, 2009). Foram computadas
como plantulas normais aquelas que havia rompido o coledptilo e que o comprimento da
plimula (acima do coledptilo) apresentava o0 mesmo tamanho do coleoptilo, ou seja, quando

50% da parte aérea estava envolvida pelo coleoptilo e 50% ja havia crescido acima deste.
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Apos a conducdo do teste, as sementes remanescentes (que ndo germinaram e nao
estavam mortas) foram submetidas ao teste de tetraz6lio (BRASIL, 2009). As sementes foram
cortadas longitudinalmente com auxilio de pinca e bisturi. Apos o corte foram colocadas em
solucéo de 0,1% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio em recipiente escuro e mantidos em camara
de germinacdo tipo BOD com temperatura constante de 40°C por 3 horas. As sementes foram
avaliadas considerando-se a localizagéo e a intensidade da coloragéo de suas partes, permitindo
identificar sementes viaveis (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para o teste de condutividade elétrica, quatro repeticdes de 50 sementes foram imersas
em 50 ml de agua deionizada e mantidas em BOD a 25°C, no escuro, por 24 horas, de acordo
com metodologia descrita por Pinto et al. (2016). A leitura da condutividade foi realizada com
0 uso do condutivimetro MS TECNOPON®. Os resultados foram expressos em uS cm™ gL,

O teste de emergéncia de plantulas foi realizado em substrato terra e areia na proporc¢ao
volumétrica de 1:2 em bandejas plasticas e mantidas em ambiente controlado (25°C e
fotoperiodo de 12-12 horas). Foram utilizadas quatro repeti¢6es de 50 sementes por tratamento.
Concomitantemente ao teste de emergéncia foi realizado o indice de velocidade de emergéncia
(MAGUIRE, 1962). Os resultados de emergéncia foram expressos em porcentagem de
plantulas normais com avaliacdo aos vinte e um dias apos a instalacéo do teste (BRASIL, 2009).
As plantulas emergidas foram computadas assim que o coledptilo rompia o solo.

As sementes po6s condicionamento e secadas foram trituradas na presenca de
polivinilpirrolidona - PVP e nitrogénio liquido em cadinho de porcelana sobre gelo e
armazenadas a temperatura de -86°C para posterior analise enzimatica.

Diante dos resultados obtidos nos testes anteriores, selecionou-se o tempo de 42 horas
de condicionamento para analise enzimatica. Foi realizada a analise das enzimas piruvato
descarboxilase (EC 4.1.1.1), alcool desidrogenase (EC 1.1.1.1), malato desidrogenase (EC
1.1.1.37), esterase (EC 3.1), superoxido dismutase (EC 1.15.1.1), catalase (E.C. 1.11.1.6),
peroxidase (EC. 1.11.1.7) e alfa amilase (EC 3.2.1.1) por meio da técnica de eletroforese.

A extracdo das enzimas foi realizada com o tampéo Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1%
de mercaptoetanol), na propor¢do de 250uL por 100mg de sementes. O material foi
homogeneizado em vortex e mantido por 12 horas, em geladeira, seguido de centrifugacéo a
14. 000 rpm por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforeética foi realizada em sistema de geéis de
poliacrilamida descontinuo a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 60 pL do sobrenadante das
amostras no gel e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V por 5 horas sob refrigeracéo

(4°C). Terminada a corrida, os géis foram revelados conforme Alfenas et al. (2006), com
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modificacOes. Para cada enzima foram analisados trés géis, representando as trés repeticdes
biologicas. Cada repeticdo bioldgica foi utilizada para a avaliacdo visual da intensidade das
bandas e também a quantificagdo com o auxilio do software ImageJ®, na unidade de mm?.
Para as analises fisiologicas das sementes foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial (5x3)+1, sendo cinco solucdes
condicionantes, trés periodos de condicionamento e um controle (sementes sem
condicionamento). As medias foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas,
aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade e para a comparacdo do controle com o0s

tratamentos resultantes do fatorial foi realizado o teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

N&o houve interacdo entre solucdes condicionantes e periodos de condicionamento para
teor de agua das sementes (Figura 1). Apds o condicionamento fisiolégico houve aumento do
teor de &gua, em média, trés vezes mais em relacdo ao controle e quanto maior o tempo de
exposi¢do ao condicionamento maior foi a absor¢do de 4gua. Entre os tratamentos, em sementes
condicionadas com nitroprussiato de sodio (SNP) foram observados 0s maiores teores de agua
(Figura 1).

Figura 1 — Teor de 4gua de sementes de Urochloa brizantha, antes e apds a secagem, sem serem
submetidas ao condicionamento fisiolégico (Controle) e submetidas ao
condicionamento pelos periodos de 12, 42 e 72 horas nas solucbes de agua,
espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNO3), giberelina (GA) e nitroprussiato de

sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra minuscula (entre solugdes condicionantes) e mailscula
(entre tempos) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. * Diferem do controle pelo teste
de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).

A embebicdo possibilita a semente ativar seu metabolismo e quanto maior
disponibilidade de agua mais processos pré-germinativos poderdo ser ativados
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; MITCHELL et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).
Para absorcdo de &gua suficiente para a ocorréncia dos processos fisioldgicos iniciais, €

necessario que esta seja absorvida de forma equilibrada e que a embebicéo seja interrompida
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quando ocorre o equilibrio entre o potencial osmotico da solucéo e das sementes (ALMEIDA
et al., 2016a). Durante o processo de condicionamento a embebicdo permite que sementes
menos vigorosas disponham de tempo suficiente para alcancarem o nivel de atividade
metabolica semelhante ao das mais vigorosas, quando ¢ atingido o equilibrio com o potencial
hidrico estabelecido para o agente condicionante (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016;
BONOME et al., 2017).

Apls a secagem, o grau de umidade das sementes foi estabilizado nos niveis
recomendados para o armazenamento e comercializacdo (Figura 1) (RIBEIRO et al., 2019). Ao
final do condicionamento é possivel secar as sementes até atingirem a umidade existente antes
do processo, sem perder a ativagdo do metabolismo adquirida pela embebicéo, o que possibilita
gue essas sejam armazenadas por um determinado tempo até a semeadura (WOJTYLA et al.,
2016).

Para a porcentagem de germinagdo final observou-se valores distintos a depender da
solucgéo condicionante e do tempo (Figura 2A). Com a utilizacdo do condicionante giberelina
(GA) para os tempos de 12 e 42 horas obteve-se maiores porcentagens de germinacdo. Para o
condicionante SNP observou-se maior germinacdo com 42 e 72 horas. Ja a germinacdo das
sementes condicionadas em &gua nao diferiu entre os tempos. Quando condicionadas em
solucgéo de espermidina (ESP) maior porcentagem de germinacdo foi observada com 42 horas
e em nitrato de potéssio (KNOz) com 12 horas.
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Figura 2 — Germinagao (A), indice de Velocidade de Germinagéo (B), Primeira Contagem (C)
e Sementes Viaveis (remanescentes do teste de germinacéo) (D) de sementes de
Urochloa brizantha, sem serem submetidas ao condicionamento fisiologico
(Controle) e submetidas ao condicionamento pelos tempos de 12, 42 e 72 horas nas
solucBes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potéssio (KNO3), giberelina (GA)
e nitroprussiato de sédio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maidscula entre solu¢fes condicionantes (dentro de
cada tempo) e mindscula entre tempos, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
* Diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).

Ao analisar o fator solucBes condicionantes, ndo houve diferenca na porcentagem de
germinacdo entre estas para o tempo de 12 horas (Figura 2A). Para o tempo de 42 horas, a
germinacdo final nos condicionamentos com ESP e SNP foram superiores aos demais. Além
do tempo de 42 horas, o condicionamento com SNP também propiciou germinag&o superior no
tempo de 72 horas.

O SNP é um doador de 6xido nitrico que faz com que as sementes germinem mais e
mais rapido (ATAIDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). Além disso o
oxido nitrico também é capaz de aumentar a germinacéo e o vigor das sementes de baixo vigor

(ATAIDE et al., 2016), assim como aumentar a tolerancia da semente a diversos estresses
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abioticos, como estresse hidrico, salino e por metais pesados (SILVA et al., 2015; KAISER et
al., 2016; PIRES et al., 2016). No grupo das poliamidas, a ESP tem se mostrado eficiente para
melhorar a germinacéo e o vigor das sementes de varias espécies e aumentar a tolerancia ao
estresse abidtico das plantas (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; WANG et al., 2018;
YALAMALLE etal., 2019).

Ao comparar a germinacdo final das sementes submetidas aos diferentes tratamentos
com o tratamento controle, foi possivel observar que o condicionamento com GA e 4gua foram
as unicas solucdes cujos resultados néo diferiram do controle independentemente do periodo de
exposicao (Figura 2A). Ao considerar apenas essa variavel em comparagdo com o controle, 0s
tratamentos mais promissores para a técnica do condicionamento foram KNO3z em 12 horas,
ESP e SNP em 42 horas e SNP em 72 horas.

No entanto, o teste de germinacdo apresenta apenas o0 potencial das sementes sob
condigBes 6timas, por isso, fazem-se necessarios testes que avaliem o vigor para comprovar a
eficiéncia da técnica do condicionamento sob condi¢cdes adversas. Em muitos estudos
consideram o vigor das sementes como o componente da qualidade fisiologica mais
influenciado pelo condicionamento fisiolégico (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2019).

Nessa abordagem, ao analisar o indice de velocidade de germinacdo (Figura 2B) todos
os tratamentos submetidos ao condicionamento foram superiores ao controle e, entre 0s tempos,
no de 42 horas obteve-se 0s maiores indices para todos os condicionantes. Para o tempo de 72
horas o indice de velocidade de germinacgéo foi maior quando foi utilizado SNP (Figura 2B).

De acordo com Nascimento et al. (2009), o condicionamento pode provocar alteragdes
no estado energético da agua, modificando sua distribuicdo entre os varios sitios de ligacdo de
diferentes tecidos. Essa redistribuicdo de dgua no interior das sementes pode ser uma das razdes
para a maior velocidade de germinacdo apds o tratamento, pois ha maior disponibilidade de
agua e aumento do nivel de hidratacdo das macromoléculas que participam do processo
germinativo, reduzindo tambeém a disponibilidade de ocorréncia de injurias durante a
embebicdo (BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

Para a germinacdo na primeira contagem, o KNOs, entre todas as solugdes
condicionantes no tempo de 12 horas, foi a que proporcionou maior germinacgao, porém com
um decréscimo acentuado com o aumento do periodo de exposicao (Figura 2C). No tempo de
42 horas 0 SNP e a ESP foram superiores as demais solucbes, e em 72 horas de
condicionamento SNP e agua. A maioria dos tratamentos diferiram positivamente do

tratamento controle para a variavel primeira contagem, com destaque para 0 SNP.
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Foi observada ainda reducdo da dorméncia das sementes (Sementes viaveis
remanescentes do teste de germinagdo) quando as mesmas foram submetidas ao
condicionamento (Figura 2D). O condicionamento por 12 horas nédo diferiu entre as solucdes
condicionantes. Quando da utilizacdo de SNP foram observadas as menores porcentagens de
sementes vidveis remanescentes nos tempos de 42 e 72 horas.

O KNOs3, mesmo sendo considerado um importante agente na quebra de dorméncia para
diversas culturas (LIBORIO et al., 2017; MAROSTEGA et al., 2017; NAWAZ et al., 2017),
no presente trabalho, observou-se alta porcentagem de sementes dormentes nos trés tempos de
condicionamento com esse condicionante. Estes resultados contrapdem os de Batista et al.
(2016) e os de Liborio et al. (2017), que observaram resultados positivos na superacdo da
dorméncia de sementes nos tratamentos com KNOs e Liborio et al. (2017) ainda justificam que
0 motivo da dorméncia de Urochloa brizantha da cultivar 'BRS Tupi' foi a restricdo das trocas
gasosas.

Em relacdo a avaliagcdo da emergéncia de plantulas, ndo houve diferenca na porcentagem
de emergéncia entre os tratamentos condicionados nos tempos de 12 e 42 horas (Figura 3A).
No tempo de 72 horas houve diferenca entre as solu¢des. O menor valor foi observado quando
da utilizacdo do KNOs. Quando comparados ao controle, 0 KNO3z e o SNP se destacaram nos

tempos de 12 e 42 horas, respectivamente.
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Figura 3 — Emergéncia (%) e indice de Velocidade de Emergéncia e condutividade elétrica (uS
cm? g?!) de sementes de Urochloa brizantha, sem serem submetidas ao
condicionamento fisiolégico (Controle) e submetidas ao condicionamento pelos
tempos de 12, 42 e 72 horas nas solucdes de agua, espermidina (ESP), nitrato de
potéssio (KNO3), giberelina (GA), e nitroprussiato de sodio (SNP).
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* Diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).



44

Para o indice de velocidade de emergéncia, com excecdo das sementes condicionadas
com GA, os demais tratamentos diferiram do controle em pelo menos periodo de
condicionamento, com destaque para 0 SNP que foi superior ao controle em todos os periodos
(Figura 3B). Nao houve diferenca entre as solucdes condicionantes nos tempos de 12 e 42 horas,
no tempo de 72 horas na presenca de KNO3 foram inferiores as demais.

A germinacdo e emergéncia das plantulas, em menor tempo, é extremamente benéfica
apos a semeadura em campo. Nessa situacdo, as sementes permanecem expostas a possiveis
condicbes desfavoraveis de ambiente, durante periodo reduzido, favorecendo o
desenvolvimento mais rapido das plantulas, com vantagens na competicdo com as plantas
invasoras (DECARLI et al., 2019).

Para os dados de condutividade elétrica, em sementes sem condicionamento (controle)
foi observado valor superior a todos os tratamentos (Figura 3C). A possibilidade da
reestruturacdo do sistema de membranas durante o condicionamento condiciona & manutencdo
da permeabilidade seletiva, sendo assim as membranas organizadas ndo permitem a entrada
rapida de dgua nem a liberacdo excessiva de exsudados (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016; RIBEIRO et al., 2019).

Para todas as solugdes condicionantes, 0 aumento do tempo proporcionou um aumento
na condutividade elétrica (Figura 3C). Entre as solucBes, 0 KNOz obteve 0s maiores valores de
condutividade para os 3 tempos, seguido do SNP nos tempos de 12 e 42 horas (Figura 3C). No
entanto, mesmo as sementes condicionadas com SNP tendo altos valores de condutividade, este
reagente proporcionou, de forma geral, o maior incremento de qualidade as sementes (Figuras
2e3).

Nas Figuras 4 e 5, estdo os padrdes eletroforéticos das atividades enzimaticas. Com
relacdo a atividade da enzima piruvato descarboxilase houve diferenca entre os tratamentos,
com maiores expressdes em sementes condicionados com KNOs, seguido por SNP, agua, ESP,
GA e por ultimo o controle (Figura 4). A piruvato descarboxilase é uma enzima fermentativa,
que catalisa no citoplasma a descarboxilagdo do &cido piravico a acetaldeido e didxido de

carbono. Essa reagdo ndo depende da presenca de oxigénio (LONG et al., 2015).
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Figura 4 — Expressdo das enzimas piruvato descarboxilase, &lcool desidrogenase (ADH), malato
desidrogenase (MDH) e esterase em sementes de Uroclhoa brizantha, sem serem
submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao
condicionamento nas solucBes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio
(KNO3), giberelina (GA) e nitroprussiato de sédio (SNP).
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Fonte: da autora (2020).

Em relacdo a atividade da enzima alcool desidrogenase (ADH), houve maior expressao
nas sementes condicionadas com GA, KNOsz e SNP (Figura 4). O aumento da expressao da
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ADH sugere uma respiragdo anaerobica. Essa enzima é relevante, pois converte o acetaldeido,
produzido a partir da atividade da piruvato descarboxilase, em etanol, um composto com menor
toxicidade, e reduz a velocidade do processo de deterioracdo (LEMES et al., 2018;
CHAENGSAKUL et al., 2019). Portanto, com a maior expressdo da ADH, as sementes ficam
menos susceptiveis a acdo deletéria do acetaldeido. Além disso, o processo de acimulo de
etanol envolve a oxidacdo de NADH e resulta na producdo de pequenas quantidades de ATP,
fundamental para a sobrevivéncia de varias espécies sob condi¢bes de falta de oxigénio
(CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019).

Em todos os tratamentos foi observada a expressédo da enzima malato desidrogenase
(MDH), sendo que as sementes condicionadas com SNP houve a menor expressao (Figura 4).
Ressalta-se que a MDH é uma enzima ativada principalmente durante o processo de respiracao
celular, regenerando uma molécula de oxalacetato a partir da oxidacdo de uma molécula de
malato, mantendo ativo o fluxo oxidativo durante o ciclo do acido citrico (ciclo de Krebs),
caracteristico de uma das etapas do processo respiratorio aerobico. Durante a germinacédo de
sementes, essa enzima também atua no processo de gliconeogénese, responsavel pela geracao
de sacarose a partir de triacilglicerois presentes no interior dos oleossomos, nos tecidos de
reserva da semente (LU et al., 2018).

Por se tratar de uma enzima importante na respiracdo, 0 aumento na expressdo desta
enzima em sementes pode ser em fungdo do aumento da respiracdo, 0 que ocorre em sementes
gue se encontram em processo de deterioracdo avancado, uma vez que enzimas envolvidas na
respiracdo podem ser ativadas em sementes de qualidade reduzida (ALMEIDA et al., 2016b;
OLSEN et al., 2016; CASTRO et al., 2017).

Para a enzima esterase, ao avaliar o padrdo de bandas, verifica-se diferenga na expressao
da enzima em que a maior expressao foi observada em sementes condicionadas com KNOs
(Figura 4). Ao avaliar a intensidade das bandas em sementes submetidas ao condicionamento
houve maior intensidade do que o controle. A esterase esta envolvida em reac6es de hidrolise
de ésteres e estreitamente relacionada ao metabolismo de lipidios (MARQUES et al., 2019; YE
et al., 2019). Ao analisar os resultados de condutividade elétrica, variavel relacionada
diretamente a estruturagdo do sistema de membranas, em sementes condicionadas observa-se
menor condutividade que no tratamento controle (Figura 3C). Logo, a maior expressao desta
enzima pode ser associada a uma maior organizagdo da permeabilidade seletiva das membranas.

Houve diferenga na expressdo da superoxido dismutase (SOD) entre os tratamentos,
sendo que em sementes submetidas ao SNP observa a maior expressao e 0 KNOs com menor

expresséo da enzima (Figura 5). Essa enzima atua como catalizadora no processo de conversao
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dos radicais superdxido (O2) em perdxido de hidrogénio (H-02) (PAUL; ROYCHOUDHURY,
2017; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019). Os radicais O, sdo produzidos
pelo bloqueio da cadeia de transporte de elétrons conjuntamente a geracéao de elétrons livres ou,
pela reacdo de transferéncia de elétrons da ferredoxina ao oxigénio molecular, e sdo compostos
potencialmente causadores de dano celular por atuar negativamente sobre a membrana celular
(CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN,
2019).
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Figura 5 — Expressfes das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(APX) e alfa amilase em sementes de Uroclhoa brizantha, sem serem submetidas ao
condicionamento fisioldgico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solucdes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNO3), giberelina (GA) e
nitroprussiato de sodio (SNP).
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Fonte: da autora (2020).

Em relagdo a anélise da enzima catalase (CAT), observou-se que, assim como observado

para a SOD, a maior expressdo foi verificada para as sementes condicionadas com SNP (Figura
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5). Para essa enzima, as sementes condicionadas com KNO3z, houve maior expressdo enzimatica
em comparacdo aos demais tratamentos. A catalase € uma enzima intracelular, encontrada nos
glioxissomos das células vegetais. Ela atua na desintoxicacéo celular, transformando EROs em
substancias ndo reativas e na decomposi¢cdo do H2O. por reacdo de dismutagdo (PAUL;
ROYCHOUDHURY 2017; MARQUES et al., 2019).

A peroxidase (POX) teve maior expressdo nas sementes condicionadas com SNP
(Figura 5). Assim como a catalase, a peroxidase tem sua atividade relacionada a reducdo do
nivel de H20,. O H20,, 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;
KUMAR; KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; MARQUES et
al., 2019).

O perfil eletroforético da enzima alfa amilase reforca a alta atividade enzimatica
observada nas sementes condicionadas com SNP, que também proporcionou a maior expressao
para essa enzima (Figura 5). Este padrdo de alta atividade corrobora com dados fisiologicos
obtidos para esse condicionante (Figuras 2 e 3). A alfa amilase € uma enzima associada a
hidrélise do amido presente no endosperma, o qual fornece energia para o crescimento da
plantula (LOPES et al., 2018b; DINIZ et al., 2018; LIU et al., 2018). Desse modo, ela €
considerada uma enzima importante para o processo de germinacdo, além de estar relacionada
com a qualidade fisiolégica das sementes (ALMEIDA et al., 2016b; DINIZ et al 2018).
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4 CONCLUSOES

Com o condicionamento fisiologico de sementes de Urochloa brizantha cv. Marandu
houve melhora do potencial fisiologico com o uso de nitroprussiato de sddio na solucéo
condicionante, por 42 horas.

Sementes condicionadas em nitroprussiato de sodio tem seu sistema de defesa contra
espécies reativas de oxigénio com maior expressao, sendo estas, superdxido dismutase, catalase

e peroxidase e maior expressdo da enzima alfa amilase.
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CAPITULO 3

Qualidade de sementes de Urochloa ruziziensis p6s condicionamento fisioldgico

RESUMO

O condicionamento fisioldgico ativa 0 metabolismo das sementes responsavel pela reparacao
de danos presentes nas membranas das células e com isso melhora o vigor do lote sujeito ao
tratamento. Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento
fisiolégico em sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis submetidas a diferentes
solucdes condicionantes e periodos de condicionamento, por meio de avaliacBes de
caracteristicas fisiologicas e atividade de enzimas. O delineamento foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial (5x3)+1, sendo cinco solucdes
condicionantes, trés periodos de condicionamento e um controle (sementes sem
condicionamento). As sementes foram submetidas ao condicionamento fisiologico pelos
tempos de 12, 42 e 72 horas em &gua destilada, solugcdo de nitrato de potéssio, espermidina,
giberelina e nitroprussiato de sodio. Determinou-se: teor de &gua; germinacdo; primeira
contagem da germinac&o; indice de velocidade de germinacéo; sementes viaveis remanescentes
do teste de germinacédo; condutividade elétrica; emergéncia em bandeja; analise das enzimas
piruvato descarboxilase, alcool desidrogenase, malato desidrogenase, esterase, superéxido
dismutase, catalase, peroxidase e alfa amilase. O condicionamento fisioldgico se apresenta
como uma boa técnica para melhorar a qualidade de sementes do género Urochloa ruziziensis.
O nitroprussiato de sédio é o condicionante com melhores resultados dentre os cinco utilizados
e o periodo de condicionamento de 42 horas é o que proporciona maior eficiéncia. Sementes
condicionadas em nitroprussiato de sédio tem maior expressdao da peroxidase, enzima
responsavel pela retirada de EROs em condicdes de estresse.

Palavras chave: sementes forrageiras, estresse oxidativo, potencial germinativo.
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ABSTRACT

Seed priming activates the seed metabolism responsible for repairing of the damages presented
in the cells membranes, therefore, improves the vigor of the seed lot submitted to the treatment.
Therefore, this work aimed to evaluate the effect of priming on seeds of Urochloa Ruziziensis
cv Ruziziensis submitted to different priming solutions and periods of priming, through
evaluations of physiological characteristics and enzyme activity. The design was completely
randomized, with four replications, in a factorial scheme (5x3) +1, with five priming solutions,
three periods and one control (not primed seeds). The seeds were submitted to priming for 12,
42 and 72 hours in distilled water, potassium nitrate solution, spermidine, gibberellin and
sodium nitroprusside. It was determined: seed moisture; germination; first germination count;
germination speed index; viable seeds remaining from the germination test; electrical
conductivity; emergency; analysis of the enzymes pyruvate decarboxylase, alcohol
dehydrogenase, malate dehydrogenase, esterase, superoxide dismutase, catalase, peroxidase
and alpha amylase. Priming is a good technique to improve seed quality of the specie Urochloa
ruziziensis. The sodium nitroprusside is the solution who presented better results among all five
priming solutions, and the period of 42 hours is the one that provides the best efficiency. Seeds
primed with sodium nitroprusside have greater expression of peroxidase, an enzyme
responsible for the removal of ROSs under stress conditions.

Keywords: forage seeds, oxidative stress, germination potential.
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1 INTRODUCAO

Produzir sementes de forrageiras € um processo complexo, pois as espécies cultivadas
para este fim ainda estdo sendo melhoradas, e o0s estudos sobre a producéo e suas peculiaridades
ainda sdo recentes quando comparadas com culturas como soja e milho (ALVES et al., 2017;
MATIAS et al., 2019; CATUCHI et al., 2019). Dentre as forrageiras, o género Urochloa vem
ganhando espaco, principalmente por ser uma planta rustica, permitindo adaptagdo as mais
variadas condicdes, tanto de clima quanto de solo (ALVES etal., 2017; CATUCHI et al., 2019).
Entre as principais dificuldades que o género apresenta na producdo de sementes estdo a
dorméncia e a desuniformidade de maturacdo, fatores que influenciam diretamente na
germinacao (ALVES et al., 2017).

Mesmo com essas dificuldades, a expansdo das areas de pastagens cultivadas com
espécies do género Urochloa tem aumentado no Brasil (ABIEC, 2018). Dentre as espécies
desse género, a Urochloa ruziziensis, € muito utilizada em plantios consorciados,
principalmente com milho, devido a sua composi¢do bromatoldgica em situacdes de maior
sombreamento (QUEIROZ et al., 2016). E originaria da Africa, se desenvolve em varios tipos
de solos, desde os mais arenosos até os mais argilosos, requer solos com boa drenagem e
condicBes de média fertilidade e, com a adubacdo nitrogenada, supera em producdo as
principais gramineas (SOUZA SOBRINHO et al., 2016).

Estudos sobre a préatica do condicionamento fisiolégico em sementes tém se mostrado
promissores em varias culturas, inclusive para as forrageiras (BATISTA et al., 2018; PEREIRA
et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). O termo condicionamento fisioldgico de sementes é
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/ou plantulas
produzidas (JOSE et al., 2016; BONOME et al., 2017).

O objetivo principal da técnica é garantir a uniformidade de germinacdo e o
estabelecimento das plantulas (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Assim, diversos
eventos fisiologicos da germinacdo acontecem durante o condicionamento e sdo conservados
em um nivel adiantado, mesmo apds a secagem das sementes, para que a germinacao
subsequente aconteca de forma mais rapida e uniforme (JOSE et al., 2016; BONOME et al.,
2017; RIBEIRO et al., 2019).

O condicionamento permite que os procedimentos de reparo do metabolismo sejam
ativados reparando os danos presentes nas membranas das células da semente, o que melhora o
vigor do lote sujeito ao tratamento (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Um dos
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beneficios do condicionamento fisioldgico citado na literatura é o aumento na eficiéncia do
sistema antioxidante de defesa das sementes (ZHENG et al., 2016; YAN, 2017; WANG et al.,
2018;). Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do condicionamento
fisiolégico em sementes de Urochloa ruziziensis submetidas a diferentes solucgdes
condicionantes e periodos de condicionamento, através de avaliacGes de caracteristicas

fisiologicas e atividade enzimatica.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratdrio Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG. Foram utilizadas sementes de Urochloa
ruziziensis cv. Ruziziensis, fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda. produzidas na
safra 2017/2018.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisioldgico. Este foi
realizado em BOD regulada a 25°C (PEREIRA et al, 2018), sem luz e adaptada com um
compressor de ar, responsavel por manter as solucdes aeradas, pelos tempos de 12, 42 e 72
horas (BONOME et al., 2006). Como solucdes condicionantes utilizou-se agua destilada,
solucdo de nitrato de potassio 0,2% (CARDOSO et al., 2014, CARDOSO et al., 2015), solucéo
de espermidina 0,5 mmol L™ (HUSSAIN et al., 2015; LOPES et al., 2018a), solucéo de
giberelina 50 mg L' (BATISTA et al., 2015, CARDOSO et al., 2015) e solugdo de
nitroprussiato de sédio 0,10 mmol L™ (ATAIDE et al., 2015; SILVA et al., 2015; FARAII;
SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018). Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de
solucdo. As sementes utilizadas como controle ndo foram condicionadas.

Apobs o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25°C e apds esse periodo secadas a 35°C com
circulacdo de ar por 72 horas. O teor de agua foi determinado logo apds o condicionamento
(antes da secagem) e apds a secagem das sementes. Para tal foram retiradas quatro repeticdes
de 200 sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105°C por 24 horas (BRASIL,
2009).

O teste de germinacao foi feito com quatro repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi
realizada sobre duas folhas de papel mata borrdo em caixas tipo gerbox, os papéis foram
umedecidos com volume de agua equivalente a 2,5 vezes 0 peso seco do papel. Permaneceram
em camaras tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas
(BRASIL, 2009). Concomitante ao teste de germinacdo foi realizado o indice de velocidade de
germinacdo (MAGUIRE, 1962).

Os resultados de germinacdo foram expressos em porcentagem de plantulas normais
com avaliacéo aos sete dias apos a instalacéo do teste para a obtencdo da primeira contagem de
germinacao, e aos vinte e um dias para germinacéo final (BRASIL, 2009). Foram computadas
como plantulas normais aquelas que havia rompido o coledptilo e que o comprimento da
plimula (acima do coledptilo) apresentava o0 mesmo tamanho do coleoptilo, ou seja, quando

50% da parte aérea estava envolvida pelo coleoptilo e 50% ja havia crescido acima deste.
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Apos a conducdo do teste, as sementes remanescentes (que ndo germinaram e nao
estavam mortas) foram submetidas ao teste de tetraz6lio (BRASIL, 2009). As sementes foram
cortadas longitudinalmente com auxilio de pinc¢a e bisturi. Apds o corte foram colocadas em
solucéo de 0,1% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio em recipiente escuro e mantidos em camara
de germinacdo tipo BOD com temperatura constante de 40°C por 3 horas. As sementes foram
avaliadas considerando-se a localizagéo e a intensidade da coloragéo de suas partes, permitindo
identificar sementes viaveis (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para o teste de condutividade elétrica, quatro repeticdes de 50 sementes foram imersas
em 50 ml de agua deionizada e mantidas em BOD a 25°C, no escuro, por 24 horas, de acordo
com metodologia descrita por Pinto et al. (2016). A leitura da condutividade foi realizada com
0 uso do condutivimetro MS TECNOPON®. Os resultados foram expressos em uS cm™* g2,

O teste de emergéncia de plantulas foi realizado em substrato terra e areia na proporcao
volumétrica de 1:2 em bandejas plasticas e mantidas em ambiente controlado (25°C e
fotoperiodo de 12-12 horas). Foram utilizadas quatro repeti¢ces de 50 sementes por tratamento.
Concomitantemente ao teste de emergéncia foi realizado o indice de velocidade de emergéncia
(MAGUIRE, 1962). Os resultados de emergéncia foram expressos em porcentagem de
plantulas normais com avaliacdo aos vinte e um dias apos a instalacéo do teste (BRASIL, 2009).
As plantulas emergidas foram computadas assim que o coledptilo rompia o solo.

As sementes po6s condicionamento e secadas foram trituradas na presenca de
polivinilpirrolidona - PVP e nitrogénio liquido em cadinho de porcelana sobre gelo e
armazenadas a temperatura de -86°C para posterior analise enzimatica.

Diante dos resultados obtidos nos testes anteriores, selecionou-se o tempo de 42 horas
de condicionamento para analise enzimatica. Foi realizada a andlise das enzimas piruvato
descarboxilase (EC 4.1.1.1), alcool desidrogenase (EC 1.1.1.1), malato desidrogenase (EC
1.1.1.37), esterase (EC 3.1), superoxido dismutase (EC 1.15.1.1), catalase (E.C. 1.11.1.6),
peroxidase (EC. 1.11.1.7) e alfa amilase (EC 3.2.1.1) por meio da técnica de eletroforese.

A extracdo das enzimas foi realizada com o tampéo Tris HCL 0,2M pH 8,0 + (0,1%
de mercaptoetanol), na propor¢do de 250uL por 100mg de sementes. O material foi
homogeneizado em vortex e mantido por 12 horas, em geladeira, seguido de centrifugagéo a
14. 000 rpm por 30 minutos, a 4°C. A corrida eletroforeética foi realizada em sistema de géis de
poliacrilamida descontinuo a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema
gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 60 pL do sobrenadante das
amostras no gel e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V por 5 horas sob refrigeracéo

(4°C). Terminada a corrida, os géis foram revelados conforme Alfenas et al. (2006), com
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modificacOes. Para cada enzima foram analisados trés géis, representando as trés repeticdes
biologicas. Cada repeticdo bioldgica foi utilizada para a avaliacdo visual da intensidade das
bandas e também a quantificagdo com o auxilio do software ImageJ®, na unidade de mm?.
Para as andlises fisiologicas das sementes foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeticdes, em esquema fatorial (5x3)+1, sendo cinco solucdes
condicionantes, trés periodos de condicionamento e um controle (sementes sem
condicionamento). As médias foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas,
aplicou-se o teste de Tukey a 5% de probabilidade e para a comparacdo do controle com o0s

tratamentos resultantes do fatorial foi realizado o teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
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A embebicédo das sementes durante o condicionamento foi influenciada pelas solucgdes

condicionantes e pelos tempos (Figura 1A). Antes da secagem, nos tempos de 12 e 42 horas,

foi possivel observar maior teor de dgua nas sementes condicionadas com nitroprussiato de

sodio (SNP) e, no tempo de 72 horas, as sementes que mais embeberam foram as condicionadas

em agua, giberelina (GA) e SNP.

Figura 1 — Teor de agua de sementes de Uroclhoa ruziziensis, antes e ap0s a secagem, sem
serem submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao
condicionamento pelos periodos de 12, 42 e 72 horas nas solucGes de agua,

espermidina (ESP), nitrato de
sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maitscula entre solu¢fes condicionantes (dentro de
cada tempo) e mindscula entre tempos, nao diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
* Diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).
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Modificagbes nas propriedades dos sitios de hidratacdo de macromoléculas e a
reorganizacdo da dgua no interior da semente durante a embebicéo, também tém sido atribuido
ao melhor desempenho de sementes condicionadas, pois a hidratacdo controlada das
macromoléculas é essencial para vérias atividades metabdlicas que governam o processo de
germinacdo (NASCIMENTO et al., 2009; BATISTA et al., 2018).

N&o houve interacdo significativa entre condicionantes e tempos para germinacao final
e emergéncia de plantulas (Figura 2). Para estas variaveis o0 melhor tempo foi o de 42 horas e
os melhores condicionantes 0 SNP e a GA. Na germinacdo (Figura 2A), a0 comparar as
sementes ndo condicionadas (controle) com os demais tratamentos, o SNP e a GA
proporcionaram resultados superiores, com germinacdo de 84% e 78%, respectivamente,
enquanto que para o controle foi de 69%. Para emergéncia (Figura 2A) foi observado

superioridade desta variavel para todas as sementes condicionadas em relacdo ao controle.
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Figura 2 — Germinacdo (%) e Emergéncia (%) de sementes de Uroclhoa ruziziensis, sem serem
submetidas ao condicionamento fisiolégico (Controle) e submetidas ao
condicionamento pelos tempos de 12, 42 e 72 horas nas solucBes de agua,
espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNO3), giberelina (GA) e nitroprussiato de

sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra minuscula (entre solugdes condicionantes) e mailscula
(entre tempos) ndo diferem pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade. * Diferem do controle pelo teste
de Dunnett a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).

As giberelinas sdo substancias que exercem papel chave na germinacéo de sementes,
estando envolvidas tanto na superacdo da dorméncia como no controle da hidrdlise de reservas
(SILVA; LANDGRAF; MACHADO, 2013; MITCHELL et al., 2018; LI; YANG; ZHANG,
2019). Silva et al. (2013) encontraram um aumento na germinacgéo de U. brizantha cv. Marandu
e MG-5. Esse papel esté associado ao fato de o 4cido giberélico estimular a alfa amilase e outras
enzimas hidroliticas, promovendo hidrolise de reservas armazenadas na semente (MITCHELL
etal., 2018; Ll et al., 2018; LI; YANG; ZHANG, 2019).
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Até 0 momento sdo escassos 0s trabalhos com SNP em condicionamento fisiologico de
sementes de forrageiras, mas ha grande quantidade de trabalhos com este produto como doador
de 6xido nitrico aplicado de forma exdgena em outras espeécies, e que tiveram beneficios como
aumento da germinacdo e da velocidade de germinacao, além da quebra de dorméncia e maior
tolerancia a situacBes de estresses (ATAIDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al.,
2016; SILVA et al., 2019). Como também o0 aumento da atividade de enzimas do sistema
antioxidante (SILVA et al., 2019).

Para o teste de condutividade elétrica (Figura 3A) as sementes condicionadas tiveram
liberacdo de exsudatos inferior a das ndo condicionadas, isso pode ser explicado pela acdo de
mecanismos de reparo que sdo ativados durante o condicionamento os quais contribuem para a
reestruturacdo do sistema de membranas (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; RIBEIRO
etal., 2019). Com a reestruturacdo do sistema de membranas durante o condicionamento ocorre
a manutencédo da permeabilidade seletiva, as membranas estruturadas ndo permitem a entrada
rapida de agua e nem a liberacdo excessiva de exsudados (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016; RIBEIRO et al., 2019).



66

Figura 3 — Condutividade elétrica (uS cm™ g?), indice de Velocidade de Emergéncia, Indice de
Velocidade de Germinacdo, Primeira Contagem (%) e Sementes Viaveis (%)
(remanescentes do teste de germinacdo) de sementes de Uroclhoa ruziziensis, sem
serem submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao
condicionamento pelos tempos de 12, 42 e 72 horas nas solucBes de agua,
espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNO3), giberelina (GA) e nitroprussiato de
sodio (SNP).
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Com relagdo ao Indice de Velocidade de Emergéncia todos os tratamentos
condicionados apresentaram resultados superiores ao controle (Figura 3B). No tempo de 12
horas nao houve diferenca entre as solugdes condicionantes. No tempo de 42 horas 0 SNP foi
superior aos demais e com 72 horas de condicionamento a 4gua, a GA e o SNP foram superiores.

Os tratamentos tiveram um maior indice de Velocidade de Germinag&o no tempo de 42
e 72 horas, com excecdo do nitrato de potassio (KNO3) que no condicionamento por 72 horas
proporcionou 0 menor indice (Figura 3C). No entanto, no tempo de 12 horas as sementes
condicionadas com KNO3z obtiveram o maior indice. Ao comparar com o controle, a agua em
72 horas, 0 KNOs em 42 horas, a GA nos trés tempos e 0 SNP em 42 e 72 horas proporcionaram
maior indice de Velocidade de Germinagao.

Ao comparar com o controle todas as solu¢bes proporcionaram, em pelo menos um
tempo, maior germinacdo aos 7 dias, com destaque para 0 SNP que proporcionou o dobro de
germinacao (77%) que o controle (38%) (Figura 3D). Para a primeira contagem de germinacéo,
no tempo de 12 horas, observou-se maior porcentagem para as sementes condicionadas com
GA, seguido por SNP, agua, espermidina (ESP) e por tltimo KNO3z. Com 42 horas o SNP e a
GA foram superiores. No tempo de 72 horas a solucdo condicionante que proporcionou maior
germinacdo aos 7 dias foi o SNP e a menor germinagdo o KNOa.

Esses resultados encontrados com KNO3z séo reforcados pelos de Kissman et al. (2010),
que trabalhando com sementes de Stryphnodendron adstringens, S. obovatum e S. polyphyllum
observaram que o tratamento com KNOs causou uma reducdo linear da porcentagem de
germinacdo com o aumento do tempo de condicionamento. Em U. brizantha cv. MG-5 ndo
houve diferenca do controle com as sementes submetidas ao condicionamento com KNOs e
Ca(NO3)2 (BATISTA et al. 2015).

Cardoso et al., (2015) trabalhando com sementes de Urochloa brizantha observaram
que a utilizacdo de KNOz 0,2% no condicionamento osmatico proporcionou maior valor na
avaliacdo de primeira contagem de germinacdo aos 7 dias em compara¢do com o Ca(NO3).
0,2%, KNOs + giberelina, KNO3z + bioestimulante e Ca(NO3)2 + giberelina; porem néo diferiu
dos tratamentos com bioestimulante, auxina, giberelina, citocinina e controle (sem
condicionamento).

Com relagéo as sementes viaveis remanescentes do teste de germinagdo (Figura 3E),
que sdo aquelas que ndo germinaram durante os 21 dias de teste e ndo estavam mortas, para
todos os tratamentos, inclusive o controle, foi observado baixa porcentagem de sementes
remanescentes e entre estas poucas estavam viaveis. 1sso sugere baixa dorméncia das sementes
do lote utilizado (BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018).
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Ao analisar os aspectos fisiologicos da qualidade de U. brizantha cv. Xaraés, Pereira et
al. (2018) concluem que o condicionamento a 25°C funcionou como um tratamento para
superar a dorméncia das sementes. Destacam também que o desempenho do condicionamento
€ mais expressivo no vigor das sementes do que na germinacao. Assim, a manifestacdo do efeito
do condicionamento no vigor das sementes seria decisiva para o estabelecimento de plantas em
campo, resultando em uma emergéncia mais rapida e uniforme.

Ao analisar a enzima piruvato descarboxilase, € possivel observar que as sementes
condicionadas com SNP, juntamente com as condicionadas com GA, obtiveram as maiores
expressdes (Figura 4). Essa enzima € importante por atuar na glicolise e ativar o processo de
producéo de energia (LONG et al., 2015). Vale ressaltar a presenca de uma banda na expresséo
das sementes condicionadas com SNP e que ndo esta presente nos demais tratamentos. Com
isso, é possivel inferir um grau de sensibilidade na expressdo dessa enzima em sementes de

Urochloa ruziziensis quando condicionadas com SNP.
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Figura 4 — Expressdo das enzimas piruvato descarboxilase, &lcool desidrogenase (ADH), malato
desidrogenase (MDH) e esterase em sementes de Uroclhoa brizantha, sem serem
submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao
condicionamento nas solucBes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio
(KNO3), giberelina (GA) e nitroprussiato de sédio (SNP).
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Fonte: da autora (2020).
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Para as enzimas &lcool desidrogenase (ADH) e a malato desidrogenase (MDH) néo
houve diferenca na expressdo entre os tratamentos (Figura 4). A ADH atua no processo
respiratorio, reduzindo substancias toxicas as sementes, como acetaldeido a etanol, que séo
produzidos quando as células passam a realizar respiracdo anaerébica (LEMES et al., 2018;
CHAENGSAKUL et al., 2019). Com relacdo a MDH (Figura 4), esta desempenha funcéo
importante na sintese de aminoacidos e na gliconeogénese, na manutencao dos potenciais redox
e no intercambio de metabdlitos entre o citosol e organelas, e principalmente na respiracao
aerdbica (LU et al., 2018). A inexisténcia de diferenca entre os tratamentos é um indicativo de
que o condicionamento ndo aumentou a atividade respiratoria.

Para a enzima esterase, as sementes condicionadas com GA obtiveram maior expressao
enzimatica, além de maior intensidade das bandas (Figura 4). A GA ativa a producdo de
enzimas hidroliticas o que causa o enfraquecimento da camada do endosperma que envolve o
embrido (LI; YANG; ZHANG, 2019). Assim, uma maior atividade da esterase pode estar
relacionada a maiores valores de germinacdo, uma vez que a esterase esta envolvida no
desdobramento de lipideos e esse processo € relevante para a retomada do eixo embrionario
(MARQUES et al., 2019; YE et al., 2019). As sementes condicionadas com GA obtiveram uma
das maiores porcentagens de germinagdo entre os tratamentos (76%) (Figura 2A).

Em resposta a producdo excessiva de espécies reativas de oxigénio (EROs), as plantas
desenvolveram um mecanismo para efetuar sua remog¢ado, ou mesmo para minimizar seus efeitos
toxicos. Assim, as plantas possuem um sistema enzimatico, formado pelas enzimas superdxido
dismutase (SOD), peroxidase (POX) e a catalase (CAT) (CHOUDHARY; KUMAR; KAUR,
2019).

Para a atividade da SOD néo foi observada diferenca na expressdo da enzima entre 0s
tratamentos (Figura 5). Considerada a primeira linha de defesa contra EROs, a SOD realiza a
dismutacdo dos ions superdxido (O27), com a formacgdo de perdxido de hidrogénio (H205),
catalisando a remogéo do O2". O H>O> formado pela reagdo da SOD é dismutado em agua (H20)
e Oz, por meio das enzimas CAT e POX (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; CHOUDHARY;
KUMAR; KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019).
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Figura 5 — Express@es das enzimas superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase
(APX) e alfa amilase em sementes de Uroclhoa brizantha, sem serem submetidas
ao condicionamento fisiologico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas
solucgdes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNOs3), giberelina (GA)
e nitroprussiato de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra mindscula ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5
% de probabilidade. (Coluna a esquerda séo as imagens dos géis e a coluna a direita sdo as quantificacoes
das expressdes enzimaticas).

Fonte: da autora (2020).

Ao considerar a expressdao da CAT foi possivel observar maior expressdo para as
sementes condicionadas com ESP, GA e SNP (Figura 5). No entanto, ao considerar a
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intensidade das bandas, 0 KNOs proporcionou maior expressao juntamente com ESP, GA e
SNP. A POX também promove a remocéo do H20z2, no entanto, ela atua diretamente na remogao
deste composto dos cloroplastos e citosol, enquanto a catalase atua principalmente nos
peroxissomos (PAUL; ROYCHOUDHURY et al., 2017; CHOUDHARY; KUMAR; KAUR,
2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; MARQUES et al., 2019). Maior
atividade da POX foi observada nas sementes condicionadas com SNP e a menor atividade no
controle (Figura 5).

Durante a germinacdo das sementes, as reservas insollveis com alto peso molecular,
como o0 amido no caso das poéceas, sdo degradadas e convertidas em formas soltveis, que sdo
rapidamente transportadas para o tecido para crescimento e uso em reacfes de sintese ou
producdo de energia (DINIZ et al., 2018; LOPES et al., 2018b). A enzima alfa amilase é
importante na hidrolise do amido (DINIZ et al., 2018; LIU et al., 2018; LOPES et al., 2018b).
Com relagdo a esta enzima, as sementes condicionadas obtiveram a maior expressdo no
condicionamento com ESP e a menor expressdo no condicionamento com GA (Figura 5).

O processo de ativacdo da alfa amilase comeca quando a giberelina presente no embrido
entra em uma célula da camada de aleurona e induz essas células a sintetizar e a secretar a alfa
amilase (LIU et al., 2018; LI; YANG; ZHANG, 2019). No entanto, os resultados observados
mostram que o condicionamento com GA néo foi eficiente para uma alta atividade da enzima
(Figura 5). Esse comportamento pode ser justificado pelo fato da biossintese da giberelina ser
regulada, além de fatores exdgenos como fotoperiodo e temperatura, por fatores endégenos
como a retroalimentacdo, ou seja, uma alta concentracdo interna de giberelina pode inibir sua

sintese.
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4 CONCLUSOES

O condicionamento fisiologico se apresenta como uma boa técnica para melhorar a
qualidade de sementes do género Urochloa ruziziensis.

O Nitroprussiato de sédio € o condicionante com melhores resultados dentre os cinco
utilizados e o periodo de condicionamento de 42 horas é o que proporciona maior eficiéncia.

Sementes condicionadas em nitroprussiato de sodio tem maior expressdo da peroxidase,

enzima responsavel pela retirada de EROs em condi¢es de estresse.
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CAPITULO 4

Restricéo hidrica e salinidade em sementes de Urochloa brizantha submetidas ao
condicionamento fisioldgico

RESUMO

A resposta germinativa de sementes submetidas a condicdo de estresses artificiais sé@o
ferramentas para um melhor entendimento da capacidade de sobrevivéncia e adaptacédo
das espécies em condicOes de estresses naturais. Diante disso, o objetivo neste trabalho foi
avaliar o efeito do condicionamento fisioldgico na germinagdo de sementes e comprimento de
plantulas de Urochloa brizantha cv. Marandu sob condi¢des de restricdo hidrica e estresse
salino. O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢cdes, em
esquema fatorial (3x6), sendo trés condi¢cdes de germinacdo (agua, restricdo hidrica com PEG
e salinidade com NaCl) e 6 tratamentos que constituiram as cinco solugdes condicionantes
(dgua destilada, nitrato de potassio, espermidina, giberelina e nitroprussiato de sédio) mais um
controle (semente ndo condicionada). Determinou-se: teor de &gua apds condicionamento
(antes da secagem) e apds a secagem das sementes; germinacdo aos sete e aos vinte um dias
apos a semeadura; indice de velocidade de germinacdo; viabilidade pelo teste de tetrazolio das
sementes remanescentes do teste de germinacdo; e comprimento de plantulas. O
condicionamento fisioldgico é eficiente em minimizar os efeitos negativos da restri¢do hidrica
e salinidade. Com a utilizacdo de nitroprussiato de sédio no condicionamento ocorre menor
porcentagem de sementes dormentes e maior germinacao, vigor e desenvolvimento de plantas.

Palavras chave: braquiaria, nitroprussiato de sédio, espermidina, polietileno glicol, cloreto
de sodio.
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ABSTRACT

The germinative response of seeds submitted to artificial stress condition are tools for a better
understanding of the survival and adaptation capacity of species under natural stressed
conditions. Therefore, this work aimed to evaluate the effect of priming on seed germination
and seedling length of Urochloa brizantha cv. Marandu under conditions of water restriction
and salinity stress. A completely randomized design, with four replications, in a factorial
scheme (3x6) was used, with three germination conditions (water, water restriction with PEG
and salinity with NaCl) and 6 treatments that constituted the five priming solutions (distilled
water, nitrate potassium, spermidine, gibberellin and sodium nitroprusside) plus a control (not
primed seeds). It was determined: seed moisture after priming (before drying) and after drying
the seeds; germination test on the seventh and twentieth day after sowing; germination speed
index; viability through tetrazolium test of the remaining seeds from the germination test and
seedling length. Priming is an efficient technique that minimizes the negative effects of water
restriction and salinity. Using sodium nitroprusside as a priming solution occurs a lower
percentage of dormant seeds and a greater germination, vigor and plant development.

Keywords: brachiaria, sodium nitroprusside, spermidine, polyethylene glycol, sodium
chloride.
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1 INTRODUCAO

A producdo de sementes de forrageiras, em especial as do género Urochloa, vém
ganhando mercado e se expandido para diversas regides do pais e do mundo (ABRASEM et
al., 2018), porém as pesquisas ainda sdo escassas e nem sempre a implantacdo da cultura
apresenta resultados satisfatorios (CATUCHI et al., 2019; RIBEIRO et al., 2019).

Muitas das vezes, o problema da mé formacéao das pastagens se inicia por ndo utilizar
sementes vigorosas que apresentem bom desempenho as situacGes de estresse que essas
sementes sdo expostas nas fases iniciais de germinacdo (CARDOSO et al., 2014; BONOME et
al., 2017). Entre as principais situacdes de estresse que afetam a germinacdo e emergéncia das
plantulas em campo, especialmente nas regides aridas e semiéridas, estdo a salinidade e o déficit
hidrico (GUPTA et al., 2014; SABERALI; MORADI, 2019). As respostas a restricdo hidrica e
a salinidade estdo intimamente relacionadas e os mecanismos se sobrepdem, sugerindo que em
ambos o estresse é percebido pelas células como um evento de privacdo de &gua
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

No entanto, a salinidade com NaCl ndo atua apenas por restringir a absorcao de agua e
causar estresse hidrico, mas também causa toxicidade, devido aos ions Na* e CI". Isso cria um
desequilibrio i6nico no citoplasma celular, o que pode levar a formacéo de espécies reativas de
oxigénio (ERO) que causam peroxidacéo lipidica da membrana, danos ao DNA, desnaturacéo
de proteinas, oxidacdo de carboidratos e diminuicdo da atividade enzimatica (LI et al., 2018;
LIU etal., 2019).

Um dos métodos usados para determinar a tolerancia de uma planta ao estresse hidrico
é avaliar a capacidade de germinacéo das sementes sob restricao hidrica com polietileno glicol
(PEG), que é uma técnica eficiente, uma vez que esse composto inorganico reduz o potencial
osmotico da solucdo e realiza uma restricdo controlada na embebicdo sem causar toxicidade
(PEREIRA et al., 2012; BARBIERI et al., 2019).

Estudos relacionados com a resposta germinativa de sementes submetidas a condigéo
de estresses artificiais auxiliam no entendimento da capacidade de sobrevivéncia e adaptacao
das espécies em condigdes de estresses naturais, comuns em regides agricolas e florestais
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; BARBIERI et al., 2019; SABERALI; MORADI,
2019). Além disso, técnicas que visam reduzir 0s riscos aos quais as sementes serdo expostas
em campo vém sendo cada vez mais estudadas. Dentre elas o condicionamento fisiologico é

uma técnica em que ocorre a absorcdo de agua pela semente, sob condigdes controladas, que
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ativa 0 metabolismo das sementes durante as fases | e 11 da embebicdo, mas impede que ocorra
a protruso radicular (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; JOSE et al., 2016).

Essa técnica permite maior tempo para a reparacdo ou reorganizacdo das membranas,
dando possibilidade aos tecidos de se desenvolverem de maneira mais ordenada, o que reduz
0s riscos de danos ao eixo embrionario (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018;
PEREIRA etal., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar
o efeito do condicionamento fisioldgico na germinacéo de sementes e comprimento de plantulas

de Urochloa brizantha cv. Marandu sob condicgdes de restricao hidrica e estresse salino.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG. Foram utilizadas sementes de Urochloa
brizantha cv. Marandu, fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda. produzidas na safra
2017/2018.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisiologico. Este foi
realizado em BOD regulada a 25°C (PEREIRA et al, 2018), sem luz e adaptada com um
compressor de ar, responsavel por manter as solucdes aeradas, pelo tempo de 42 horas. Como
solucBes condicionantes utilizou-se &gua destilada, solucdo de nitrato de potéssio 0,2%
(CARDOSO et al., 2014, CARDOSO et al., 2015), solugdo de espermidina 0,5 mmol L
(HUSSAIN et al., 2015; LOPES et al., 2018), solugdo de giberelina 50 mg L™ (BATISTA et
al., 2015; CARDOSO et al., 2015) e solucdo de nitroprussiato de sodio 0,10 mmol L™
(ATAIDE et al., 2015; SILVA et al., 2015; FARAIJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018).
Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de solucdo. As sementes utilizadas como
controle ndo foram condicionadas.

Apds o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25 °C e ap6s esse periodo secadas a 35°C com
circulacdo de ar por 72 horas. O teor de agua foi determinado logo apds o condicionamento
(antes da secagem) e apés a secagem das sementes, para tal foram retiradas quatro repeticdes
de 200 sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105°C por 24 horas (BRASIL,
2009).

As sementes condicionadas e ndo condicionadas foram submetidas a diferentes
condicdes de germinacdo: condicdo controle (agua destilada), condicdo de estresse salino
(solucdo de NaCl) e condicdo de restricdo hidrica (polietileno glicol 6000 - PEG). A
concentracdo utilizada para preparar as solugdes de PEG e NaCl foram de -0,4 MPa (PEREIRA
etal., 2012).

No teste de germinacao, para todas as condi¢fes de germinacao, foram utilizadas quatro
repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi realizada sobre duas folhas de papel mata borréo
em caixas tipo gerbox, os papéis foram umedecidos com volume de solu¢do contendo as
referidas solugdes, equivalente a 2,5 vezes 0 peso seco do papel. Permaneceram em camaras
tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas e a primeira
contagem foi realizada aos sete dias e a contagem final aos 21 dias ap6s a semeadura (BRASIL,

2009). Concomitante ao teste de germinag&o foi realizado o indice de velocidade de germinacéao
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(MAGUIRE, 1962). Foram computadas como plantulas normais aquelas que havia rompido o
coledptilo e que o comprimento da folha primaria (acima do coledptilo) apresentava 0 mesmo
tamanho do coledptilo, ou seja, quando 50% da parte aérea estava envolvida pelo coleoptilo e
50% cresceu acima deste.

Apos a conducdo do teste, as sementes remanescentes (que ndo germinaram e nao
estavam mortas) foram submetidas ao teste de tetraz6lio (BRASIL, 2009). As sementes foram
cortadas longitudinalmente com auxilio de pinca e bisturi. Apos o corte foram colocadas em
solucéo de 0,1% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio em recipiente escuro e mantidos em camara
de germinacdo tipo BOD com temperatura constante de 40°C por 3 horas. As sementes foram
avaliadas considerando-se a localizagéo e a intensidade da coloragéo de suas partes, permitindo
identificar sementes viaveis (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para a andlise de imagens de plantulas, foram utilizadas quatro 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 de solucdo contendo as solugdes
citadas anteriormente, equivalente a 2,5 vezes o peso seco do papel. Permaneceram em camaras
tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas. Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos para evitar perda de umidade. As imagens das plantulas
foram obtidas aos 7 dias apds a montagem do teste, equivalente ao periodo de primeira
contagem de germinacao (BRASIL, 2009).

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 cdmera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuracdo da analise foi utilizada a calibragdo da cor de fundo CIELab indice de
luminosidade de 0 a 100, dimensao “a” -17,5 a 42,5 e dimensédo “b” de -57,0 a -28,9. Depois
da calibragdo da cor do fundo realizou-se a analise das imagens e extraiu-se valores de
comprimento da raiz e comprimento de parte aerea.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repetigdes, em
esquema fatorial (3x6), sendo trés condigdes de germinacdo e 6 tratamentos que constituiram
as cinco solucBes condicionantes mais um controle (semente ndo condicionada). As médias
foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas, aplicou-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

As sementes condicionadas embeberam maior quantidade de &gua quando
condicionadas com nitroprussiato de sddio (SNP), seguidas pelas que foram condicionadas com
nitrato de potassio (KNO3) e espermidina (ESP) (Figura 1). Apos a secagem todo os tratamentos

retornaram ao teor de 4gua proximo ao das sementes que ndo foram condicionadas.

Figura 1 — Teor de 4gua de sementes de Urochloa brizantha, antes e apds a secagem, sem serem
submetidas ao condicionamento fisiologico (controle) e submetidas ao
condicionamento nas solucBes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio
(KNO:3), giberelina (GA), e nitroprussiato de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade de erro.
Fonte: da autora (2020).

A hidratacdo é importante para iniciar o metabolismo das sementes, que é reduzido sob
baixo teor de 4gua (BATISTA et al., 2016). BATISTA et al. (2016), ao avaliarem o teor de
carboidratos de Urochloa brizantha, verificaram que o periodo de hidratagdo proporcionou, de
forma acentuada, maior quantidade de agucares livres, os quais seriam usados como fontes de
energia durante o processo de germinagdo. Os autores explicam tal fato pelo maior tempo
disponivel para hidrdlise do tecido de reserva das sementes proporcionado pelo
condicionamento.

Em 4gua e estresse salino, a cultivar Marandu obteve maior porcentagem de germinacéo
quando as sementes foram condicionadas com ESP e SNP. Para a restri¢do hidrica com PEG,

0 SNP proporcionou uma germinacao superior entre todas as solugdes condicionantes (Figura
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2A). Para as solucdes condicionantes, ndo houve diferenca de germinagéo entre as condigc0es
de restri¢do hidrica e de estresse salino. Com relacéo as sementes ndo condicionadas (controle),

foi verificada menor germinacao no estresse salino do que na restri¢do hidrica.

Figura 2 — Germinacio (A), Primeira Contagem (B), indice de Velocidade de Germinagéo e
Sementes Viaveis (D) remanescentes do Teste de Germinacdo de sementes
Urochloa brizantha, germinadas em &gua, estresse salino (NaCl) e restri¢do hidrica
(PEG), sem serem submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e
submetidas ao condicionamento nas solugdes de agua, espermidina (ESP), nitrato
de potassio (KNOg), giberelina (GA), e nitroprussiato de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maidscula entre solugdes condicionantes (dentro de
cada condicdo) e minuscula entre condices para germinacdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.
Fonte: da autora (2020).

Vaérios autores verificaram que os efeitos positivos da ESP tém sido associados a
manutencdo da integridade da membrana, a regulacdo da expressdao génica, a quebra de
dorméncia e germinagdo de sementes, desenvolvimento de flores e frutos e senescéncia

(GUPTA et al., 2014; LOPES et al., 2018; YALAMALLE et al., 2019). Além disso, a ESP
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também desempenha um papel crucial na toleréncia a estresses abidticos (YALAMALLE et al.,
2019).

Além da ESP, a aplicacdo exogena de SNP, um doador de 6xido nitrico, também tem
desempenhado importantes papéis na tolerancia as situacoes de estresse (KAISER et al., 2016;
PIRES et al.,, 2016; SILVA et al., 2019). Para Senna macranthera, o SNP favoreceu a
germinagdo de sementes sob estresse salino submetidas a potenciais osmoticos de -0,4 e -0,5
MPa de NaCl, em uma concentracao de 100 uM de SNP (SILVA et al., 2019). Estudos com
Brassica sp. demonstraram que o estresse salino afeta a qualidade fisioldgica e o vigor das
sementes, mas que a aplicacdo de SNP reverte o estresse provocado pela salinidade (KAISER
et al., 2016).

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

Com relacdo a primeira contagem de germinacao, na condi¢cdo de germinacdo em agua,
0 condicionamento propiciou um aumento significativo do vigor comparado com o controle
(Figura 2B). Quando as sementes foram expostas a germinacdo em condi¢do de estresse salino
e restricdo hidrica, o SNP foi o condicionante que proporcionou valores superiores a todos 0s
tratamentos. Ndo houve diferenca para primeira contagem ao avaliar cada condicionante entre
as condicdes de estresse salino e restri¢do hidrica.

Para o Indice de Velocidade de Germinagao, observou-se resultados semelhantes aos da
primeira contagem, sendo o SNP e a ESP os condicionantes com maior indice para a condigdo
de germinacdo em agua (Figura 2C). Para esta variavel, nas condicdes de estresse, 0 SNP foi
superior as solucdes condicionantes e ao controle. As condicdes de estresse nao diferiram entre
si para todos os tratamentos, mas reduziram o indice de Velocidade de Germinagao ao comparar
com a agua.

Um dos fatores responsaveis pela reducdo da germinacdo pode ter sido o excesso de
fons Na* e CI", que causam toxicidade e diminuicdo 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 absorcdo de 4gua das sementes é reduzida (KAISER et al.,
2016; SILVA et al., 2019).

O condicionamento fisioldgico ao reduzir o tempo de germinacdo e uniformizar este

processo, reduz os efeitos das variagbes ambientais, 0 que permite a germinacao em diferentes
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condicGes de temperatura, luz, solo e disponibilidade de agua, o que possibilita ainda,
aceleracdo no crescimento das parte aérea e raiz (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016;
RIBEIRO et al., 2019).

Na condicao de germinacao em agua a porcentagem de sementes vidveis remanescentes
do teste de germinacdo foram menores nos tratamentos condicionados com ESP e SNP (Figura
2D). Para as condicGes de estresse salino e restricdo hidrica os tratamentos condicionados com
SNP obtiveram o menor nimero de sementes remanescentes viaveis. 1sso sugere que a ESP e o
SNP atuam na quebra de dorméncia dessa cultivar em situacdes 6timas, enquanto que o SNP
atua na quebra de dorméncia tanto em situagGes 6timas como em situagdes de estresse.

Para as sementes submetidas ao condicionamento foi observado menor quantidade de
sementes remanescentes viaveis em relacdo ao controle (Figura 2D). Pesquisas demonstraram
gue o condicionamento das sementes de Urochloa sp. proporcionou menor porcentagem de
sementes dormentes e maior porcentagem de germinagdo e de emergéncia de plantulas em
menor tempo (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO
etal., 2019).

Para o comprimento de parte aérea ndo houve diferenca para o controle nas condigdes
de crescimento em agua, salinidade e restri¢do hidrica (Figura 3A). No entanto, ao comparar o
controle com as sementes condicionadas na condicdo de crescimento em agua, este foi inferior
ao SNP, GA e ESP. Na condicao de estresse salino e de restri¢do hidrica, para essa variavel, o

controle foi inferior apenas ao SNP.



88

Figura 3 — Comprimento (cm) de parte aérea (A) e raiz (B) obtidos pela anélise de imagens de
plantulas de Urochloa brizantha, com 7 dias de germinacdo em &gua, estresse
salino (NaCl) e restricdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisioldgico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de agua,
espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNOs3), giberelina (GA), e nitroprussiato
de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maiuscula entre solu¢des condicionantes
(dentro de cada condi¢do) e minuscula entre condi¢des para germinacao, ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.

Fonte: da autora (2020).

Com relacdo ao tamanho de raiz, o observou-se nas sementes germinadas em solucao
salina maior reducdo no comprimento radicular do que em restri¢cdo hidrica (Figura 3B). No
crescimento em agua e solucédo salina o condicionamento com SNP foi 0 Gnico condicionante
gue proporcionou maior comprimento que o controle. Porém, quando o controle foi submetido
a restricdo hidrica o comprimento radicular ndo diferenciou dos demais tratamentos, foi

superior a condicdo salina e ndo diferenciou do comprimento em agua. De forma geral, o
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crescimento desta forrageira, foi mais sensivel ao estresse salino do que a restricdo hidrica
(Figura 3).

Em resposta ao estresse de salinidade, a producdo de espécies reativas de oxigénio
(ERO), como oxigénio singleto, superoxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio, é
aprimorada (GUPTA et al., 2014; DU et al., 2015; KAISER et al., 2016; SILVA et al., 2019).
A formacdo de EROs induzida pela salinidade pode levar a danos oxidativos em Vvarios
componentes celulares, como proteinas, lipidios e DNA, interrompendo as fungdes celulares
vitais das plantas (GUPTA et al., 2014; LIANG et al., 2018; LIU et al., 2019). Além disso, a
alta concentracdo de Na* inibe a captacdo de ions K*, que é um elemento essencial para o
crescimento e que resulta em menor produtividade e pode até levar a morte (GUPTA et al.,
2014; LIANG et al., 2018).

Em plantulas oriundas de sementes de Brassica oleracea L. submetidas a salinidade (-
0,6 MPa), Kaiser et al. (2016) verificaram reducédo de 4,14 cm para 1,74 cm no comprimento
radicular. Os autores justificam que o desenvolvimento anormal das plantulas provocado pela
salinidade pode estar associado com a acao dos sais por ocasionar um déficit hidrico devido ao
elevado potencial osmotico da solucdo e, ainda, apresentam efeito toxico dos ions, o que pode
culminar com danos metabolicos e fisioldgicos (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 (H202), em plantas de Spinacia
oleracea.

O aumento da salinidade acarreta mudancas na capacidade da planta em absorver,
transportar e utilizar 0s ions necessarios ao seu desenvolvimento e reduz a atividade de enzimas
responsaveis pela respiracao e fotossintese (GUPTA et al., 2014; DU et al., 2015; SILVA et al.,
2019). Desta forma, a obtencao de energia para o desenvolvimento e diferenciacdo das células
em tecidos € restringida (KAISER et al., 2016; BARBIERI et al., 2019; SILVA et al., 2019).
Por isso, conhecer o comportamento das sementes de forrageiras nessas condigdes € importante,
principalmente pela forte expansdo dessa cultura por diversas regides do pais e do mundo, a
gual além da pecuaria tem sido muito utilizada no consorcio com outras culturas e no
fornecimento de palhada para o plantio direto (ABIEC, 2018; ABRASEM, 2018).
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4 CONCLUSOES

O condicionamento fisiologico € eficiente em minimizar os efeitos negativos da
restricdo hidrica e salinidade.
Com a utilizacdo de nitroprussiato de sodio no condicionamento ocorre menor

porcentagem de sementes dormentes e maior germinacao, vigor e desenvolvimento de plantas.
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CAPITULO 5

Condicionamento fisiologico promove a germinacéo de sementes de Urochloa ruziziensis
sob estresse salino e restricdo hidrica

RESUMO

A ativacdo inicial do metabolismo das sementes submetidas a técnica do condicionamento
fisiologico pode aumentar a tolerancia das sementes as condi¢des de estresse como restrigao
hidrica e salinidade. Diante disso, o objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do
condicionamento fisiolégico na germinagdo de sementes e comprimento de plantulas de
Urochloa ruziziensis sob condic¢des de restricao hidrica e salinidade. O delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, em esquema fatorial (3x6), sendo trés
condicdes de germinacdo (&gua, restricdo hidrica com PEG e salinidade com NaCl) e 6
tratamentos que constituiram as cinco solucbes condicionantes (dgua destilada, nitrato de
potéssio, espermidina, giberelina e nitroprussiato de sédio) mais um controle (sementes ndo
condicionadas). Determinou-se: teor de dgua apds condicionamento (antes da secagem) e apds
a secagem das sementes; germinacdo aos sete e vinte e um dias apds a semeadura; indice de
velocidade de germinacdo; viabilidade pelo teste de tetrazolio das sementes remanescentes do
teste de germinacdo; e comprimento de plantulas. H4 melhor desempenho fisiol6gico em
sementes submetidas ao condicionamento sob condi¢des de restricdo hidrica e salinidade.
Nitroprussiato de s6dio mostra um potencial significativo para uso no condicionamento
fisioldgico de sementes de Urochloa ruziziensis.

Palavras chave: braquiaria, déficit hidrico, condicionamento osmético, NaCl, PEG.
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ABSTRACT

The initial activation seed metabolism submitted to the priming technique can increase the
tolerance of seeds to stressed conditions such as water restriction and salinity. Therefore, this
work aimed to evaluate the effect of priming on seed germination and seedling length of
Urochloa ruziziensis under conditions of water restriction and salinity. It was used a completely
randomized design, with four replications, in a factorial scheme (3x6), with three germination
conditions (water, water restriction with PEG and salinity with NaCl) and 6 treatments that
constituted the five priming solutions (distilled water, nitrate potassium, spermidine, gibberellin
and sodium nitroprusside) plus a control (not primed seeds). It was determined: seed moisture
after priming (before drying) and after drying the seeds; germination test on the seventh and
twentieth day after sowing; germination speed index; viability through tetrazolium test of the
remaining seeds from the germination test and seedling length. There is a better physiological
development of seeds submitted to priming, under water restriction and salinity conditions.
Sodium nitroprusside shows significant potential for use as a priming on Urochloa ruziziensis
seeds.

Keywords: brachiaria, water deficit, osmotic priming, NaCl, PEG.
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1 INTRODUCAO

O estresse salino e o déficit hidrico sdo considerados o0s estresses abioticos que mais
limitam a producdo de culturas agronémicas no mundo, por promoverem drasticas alteracdes
morfologicas, fisiologicas e bioquimicas nas plantas (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016). Essas condicGes de estresse diminuem a velocidade de emergéncia e de desenvolvimento
de plantulas, afetam o nimero de folhas, sementes por planta, tamanho e massa de sementes
(SABERALLI; MORADI, 2019). Nesses casos, tratamentos pré-germinativos das sementes vém
sendo usados para incrementar a germinacdo e aumentar a uniformidade de emergéncia
(CARDOSO et al. 2015; PIRES et al., 2016; FARAJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018;
SILVA et al., 2019).

Entre os tipos de tratamento pré-germinativos, o condicionamento fisiolégico é uma
técnica que permite o controle da hidratacdo das sementes suficiente para ativar eventos
metabdlicos, porém insuficiente para a emissdo da radicula (BHANUPRAKASH;
YOGEESHA, 2016; SILVA et al., 2019). Como resultado, as sementes iniciam o processo de
germinacao por reestruturacdo de membranas e reorganizacao dos sistemas metabolicos, o que
favorece uma germinacao uniforme quando as condicGes se tornam favoraveis ou até mesmo
em ambientes adversos (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016, BATISTA et al. 2018).

Para diversas culturas, um dos principais efeitos benéficos do condicionamento é
conferir tolerancia a deficiéncia hidrica e aumento da concentracéo salina (JOSE et al., 2016;
BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; KAISER et al., 2016; ZHENG et al., 2016;
RIBEIRO et al., 2019;). No entanto, ha caréncia de informac6es sobre os efeitos da salinidade
e déficit hidrico em forrageiras. As forrageiras tém se expandido para diversas regifes do pais
e do mundo e, atualmente, o Brasil se destaca por ser o maior produtor, consumidor e exportador
de sementes de forrageiras em nivel mundial (ABRASEM, 2018).

No cenario de producdo de sementes de forrageiras, em especial o género Urochloa
(syn. Brachiaria), as pesquisas ainda sdo escassas e nem sempre a implantacdo da cultura
apresenta resultados satisfatorios. Muitas das vezes, o problema da mé formacdo das pastagens
se inicia na escolha da espécie forrageira (ABRASEM, 2018; RIBEIRO et al., 2019).

Além disso, a escassez de informagdes sobre os efeitos da salinidade e déficit hidrico
nessa cultura torna fundamental desenvolver pesquisar que avaliem o processo de germinacéao
sob estresses abioticos. Diante disso, 0 objetivo neste trabalho foi avaliar o efeito do
condicionamento fisiologico na germinacdo de sementes e comprimento de pléantulas de

Urochloa ruziziensis sob condi¢6es de restricdo hidrica e salinidade.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi realizado no Laboratorio Central de Sementes do Departamento de
Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG. Foram utilizadas sementes de Urochloa
ruziziensis cv. Ruziziensis, fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda. produzidas na
safra 2017/2018.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisiologico. Este foi
realizado em BOD regulada a 25°C (PEREIRA et al, 2018), sem luz e adaptada com um
compressor de ar, responsavel por manter as solucdes aeradas, pelo tempo de 42 horas. Como
solucBes condicionantes utilizou-se &gua destilada, solucdo de nitrato de potéssio 0,2%
(CARDOSO et al., 2014, CARDOSO et al., 2015), solugdo de espermidina 0,5 mmol L
(HUSSAIN et al., 2015; LOPES et al., 2018), solugdo de giberelina 50 mg L™ (BATISTA et
al., 2015; CARDOSO et al., 2015) e solucdo de nitroprussiato de sodio 0,10 mmol L™
(ATAIDE et al., 2015; SILVA et al., 2015; FARAJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018).
Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de solucdo. As sementes utilizadas como
controle ndo foram condicionadas.

Apds o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25°C e ap0s esse periodo secadas a 35°C com
circulacdo de ar por 72 horas. O teor de agua foi determinado logo apds o condicionamento
(antes da secagem) e apds a secagem das sementes, para tal foram retiradas quatro repeticdes
de 200 sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105°C por 24 horas (BRASIL,
2009).

As sementes condicionadas e ndo condicionadas foram submetidas a diferentes
condicdes de germinacdo: condicdo controle (agua destilada), condicdo de estresse salino
(solucdo de NaCl) e condicdo de restricdo hidrica (polietileno glicol 6000 - PEG). A
concentracdo utilizada para preparar as solugdes de PEG e NaCl foram de -0,4 MPa (PEREIRA
etal., 2012).

No teste de germinacao, para todas as condi¢Ges de germinacao, foram utilizadas quatro
repeticdes de 50 sementes. A semeadura foi realizada sobre duas folhas de papel mata borréo
em caixas tipo gerbox, os papéis foram umedecidos com volume de solu¢do contendo as
referidas solugdes, equivalente a 2,5 vezes 0 peso seco do papel. Permaneceram em camaras
tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas e a primeira
contagem foi realizada aos sete dias e a contagem final aos 21 dias ap6s a semeadura (BRASIL,

2009). Concomitante ao teste de germinag&o foi realizado o indice de velocidade de germinacéo
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(MAGUIRE, 1962). Foram computadas como plantulas normais aquelas que havia rompido o
coledptilo e que o comprimento da folha primaria (acima do coledptilo) apresentava 0 mesmo
tamanho do coledptilo, ou seja, quando 50% da parte aérea estava envolvida pelo coleoptilo e
50% cresceu acima deste.

Apos a conducdo do teste, as sementes remanescentes (que ndo germinaram e nao
estavam mortas) foram submetidas ao teste de tetraz6lio (BRASIL, 2009). As sementes foram
cortadas longitudinalmente com auxilio de pinca e bisturi. Apos o corte foram colocadas em
solucéo de 0,1% de cloreto 2-3-5 trifenil tetrazélio em recipiente escuro e mantidos em camara
de germinacdo tipo BOD com temperatura constante de 40°C por 3 horas. As sementes foram
avaliadas considerando-se a localizagéo e a intensidade da coloragéo de suas partes, permitindo
identificar sementes viaveis (BRASIL, 2009). Os resultados foram expressos em porcentagem.

Para a andlise de imagens de plantulas, foram utilizadas quatro 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 de solucdo contendo as solugdes
citadas anteriormente, equivalente a 2,5 vezes o peso seco do papel. Permaneceram em camaras
tipo BOD com temperatura alternada 20-35°C e fotoperiodo de 8-16 horas. Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos para evitar perda de umidade. As imagens das plantulas
foram obtidas aos 7 dias ap6s a montagem do teste, equivalente ao periodo de primeira
contagem de germinacao (BRASIL, 2009).

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 cdmera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuracdo da analise foi utilizada a calibracdo da cor de fundo CIELab indice de
luminosidade de 0 a 100, dimensdo “a” -17,5 a 42,5 e dimensao “b” de -57,0 a -28,9. Depois
da calibragdo da cor do fundo realizou-se a analise das imagens e extraiu-se valores de
comprimento da raiz e comprimento de parte aerea.

O delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado, com quatro repeti¢des, em
esquema fatorial (3x6), sendo trés condigdes de germinacdo e 6 tratamentos que constituiram
as cinco solucBes condicionantes mais um controle (semente ndo condicionada). As médias
foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas, aplicou-se o teste de Tukey a
5% de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Quando comparadas com as sementes que ndo foram condicionadas (controle), foi
possivel observar que nas sementes submetidas ao condicionamento o teor de dgua foi cerca de
trés vezes maior (Figura 1). Durante o condicionamento, € vital que as sementes atinjam niveis
de umidade capazes de iniciar as primeiras fases da germinagdo, mas por tempo suficiente que
ndo permita a protruséo radicular (RIBEIRO et al., 2019). Com isso, reparos no sistema de
membranas, ativacao da digestdo inicial de reservas e a translocacdo para o eixo embrionario
sdo alguns dos processos ocorridos durante esse periodo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016; LIU et al., 2018; MITCHELL et al., 2018).

Figura 1 — Teor de agua de sementes de Urochloa ruziziensis, antes e ap0s a secagem, sem
serem submetidas ao condicionamento fisiolégico (controle) e submetidas ao
condicionamento nas solucbes de agua, espermidina (ESP), nitrato de potassio
(KNO:3), giberelina (GA), e nitroprussiato de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade de erro.
Fonte: da autora (2020).

As sementes tiveram diferenca de embebicéo entre as solucGes utilizadas no processo
de condicionamento (Figura 1). A absorcdo de &gua é limitada pelo potencial osmético da
solucéo, e dessa forma o vigor do lote pode ser homogeneizado permitindo que sementes menos

vigorosas alcancem as mais vigorosas durante a fase 2, tornando a germinagdo mais rapida e
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mais uniforme quando as condi¢6es se tornam favoraveis (BHANUPRAKASH; YOGEESHA,
2016; RIBEIRO et al., 2019).

Os condicionamentos com nitroprussiato de sodio (SNP) e espermidina (ESP)
proporcionaram os maiores teores de agua (Figura 1). O teor de agua obtido com o SNP foi 7
pontos percentuais a mais que o nitrato de potassio (KNOs), menor teor obtido entre os
tratamentos condicionados. Tanto o SNP como 0 KNO3 sdo compostos salinos doadores de
oxido nitrico, essa diferenca na embebicdo pode ser explicada pela diferenca de potencial
osmotico entre as solugdes.

ApOs a secagem as sementes retornaram ao seu teor inicial de umidade e ndo houve
diferenga entre os tratamentos (Figura 1). Assim, a dgua absorvida durante o processo foi
extraida e ndo influenciou os resultados de testes subsequentes, deixando apenas os efeitos de
tratamentos, além de alcancar niveis de umidade considerados apropriados para armazenamento
e comercializagdo (RIBEIRO et al., 2019).

Houve interagdo estatistica significativa entre os fatores solucbes condicionantes e
condicdes para germinacdo para as variaveis germinacdo, primeira contagem, indice de

velocidade de germinacgdo e sementes viaveis remanescentes do teste de germinacéo (Figura 2).
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Figura 2 — Germinacio (A), Primeira Contagem (B), indice de Velocidade de Germinagéo e
Sementes Viaveis (D) remanescentes do Teste de Germinacdo de sementes
Urochloa ruziziensis, germinadas em &gua, estresse salino (NaCl) e restricdo
hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento fisiologico (Controle) e
submetidas ao condicionamento nas solugdes de agua, espermidina (ESP), nitrato
de potassio (KNOg), giberelina (GA), e nitroprussiato de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maidscula entre solugdes condicionantes (dentro de

cada condicdo) e minuscula entre condi¢Bes para germinacgdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.
Fonte: da autora (2020).

Na germinacdo em &gua as sementes condicionadas com SNP apresentaram maior
germinacdo que o tratamento controle e KNOs, mas ndo diferiram da Agua, ESP e giberelina
(GA) (Figura 2A). Bonome et al. (2006) citam que o KNOs, devido ao baixo peso molecular,
pode penetrar nos tecidos das sementes causando fitotoxidez, a qual tende a ser mais severa
quanto maior exposicdo das sementes a solucdo. Ataide et al. (2016) observaram reducéo do
poder germinativo das sementes de Dalbergia nigra, pré-condicionadas em KNOz, com o
aumento da concentragéo de 0,1 para 1 e 10 mmol L.

Kaiser et al. (2016) ao avaliarem sementes de repolho condicionadas com diferentes

concentrages de KNOs, observaram que ao serem submetidas a condicdo de salinidade, as
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sementes de repolho apresentaram valores de germinagdo (36%) significativamente menores
em relacdo as sementes ndo condicionadas (66%). Os autores associam isso a reducdo do
potencial hidrico, onde consequentemente ocorre menor absorcdo de agua pela semente,
interferindo na capacidade germinativa e no comprimento das plantulas.

Os tratamentos com condicionamento fisiologico ao serem submetidos ao estresse
salino (NaCl) tiveram porcentagens de germinacdo superiores ao controle e, entre as solucées
condicionantes, o SNP proporcionou maior porcentagem de germinacdo (Figura 2A). No
entanto, quando os tratamentos foram submetidos a condicdo de restricdo hidrica (PEG) o
controle obteve germinacao superior a Agua, ESP, KNOs e GA. O Unico condicionante superior
ao controle, nesta situacao, foi o SNP.

Esses resultados de maior porcentagem de germinacédo obtidos com o SNP em situagdes
de estresse salino e restricdo hidrica podem ser explicados pelo SNP ser um doador de 6xido
nitrico. O Oxido nitrico promove a toleréncia das plantas a salinidade por meio da reducdo do
transporte de Na* e CI- para folhas e também pela capacidade de compartimentar esses ions em
vacuolos para evitar seu acumulo no citoplasma ou paredes celulares e, assim, evitar toxicidade
pelo sal (KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016; FARAJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES,
2018; SILVA et al., 2019).

Na avaliagdo da primeira contagem as sementes submetidas ao condicionamento
fisiol6gico apresentaram maior porcentagem de germinacdo do que o controle em todas as
condicdes de germinacdo (Figura 2B). A condicdo de estresse salino foi a que apresentou
maiores diferencas entre o controle e as sementes condicionadas. Para todos os tratamentos
submetidos ao condicionamento, a condicdo de déficit hidrico reduziu mais a germinacdo que
0 estresse salino. As sementes condicionadas com SNP apresentaram maior germinagao na
primeira contagem que todos 0s outros tratamentos nas condicGes de estresse.

Ao avaliar os efeitos dos estresses hidrico e salino na germinacdo de sementes de
Urochloa ruziziensis, Pereira et al. (2012), concluiram que o estresse hidrico acarreta maior
reducdo no vigor, velocidade de germinacdo e germinacdo final que o salino. Estes autores
observaram que para a germinagao final houve redugéo em 74% e 61% no tratamento com PEG
e NaCl, respectivamente, no potencial de -0,4 MPa em relacdo a testemunha.

Para as sementes submetidas ao condicionamento, ao serem comparadas com o controle,
observou-se maior indice de velocidade de germinacdo nas condi¢fes de agua e em estresse
salino (Figura 2C). Para a condicdo de estresse salino o condicionamento com SNP
proporcionou os maiores indices de velocidade de germinacgdo. Na condicdo de germinacdo em

agua, juntamente ao SNP, a GA também foi superior aos demais tratamentos.
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A GA aumenta os niveis de transcricdo do gene codificador para a producdo de alfa-
amilase (LI; YANG; ZHANG, 2019). Em sementes de poaceas a GA produzida pelo embrido
acelera a digestdo de reservas nutritivas contidas no endosperma pois estimula a producéo de
enzimas hidroliticas, as quais degradam o amido e outras macromoléculas a moléculas menores
que poderdo ser absorvidas pelo embrido (BATISTA et al., 2015; LI et al., 2018; LI; YANG;
ZHANG, 2019).

As sementes remanescentes do teste de germinagdo e que ndo estavam mortas foram
submetidas ao teste de tetrazolio para avaliar sua viabilidade dentro de cada tratamento (Figura
2D). Com base nesses resultados, as sementes submetidas ao condicionamento apresentaram
menor porcentagem de sementes remanescentes viaveis. Resultados semelhantes foram
apresentados por Batista et al. (2016) e Ribeiro et al. (2019).

As situaces de estresse salino e déficit hidrico aumentaram a porcentagem de sementes
viaveis remanescentes, principalmente o déficit hidrico, em todos os tratamentos com excec¢ao
do condicionamento com SNP (Figura 2D). Este, além de ndo diferir entre as condi¢Ges para
germinacdo, também apresentou os menores valores para esta variavel entre as solucfes
condicionantes. Alguns estudos relatam que o uso de SNP supera a dorméncia e aumenta a
germinagdo porque o Oxido nitrico age como oxidante, acelera o fluxo metabdlico atravées da
via das pentoses fosfatadas, aumentando indiretamente a oxidacdo de NADPH (CARDOSO et
al. 2015; PIRES et al., 2016; FARAJI; SEPEHRI; SALCEDO-REYES, 2018; SILVA et al.,
2019).

O SNP tem potencial para promover a recuperacdo da germinacdo de sementes sob
estresse salino (SILVA et al., 2015), proporcionando aumento na germinacdo, vigor e
crescimento de plantulas (PIRES et al., 2016). Além disso, os liberadores de 6xido nitrico
aumentam a atividade de enzimas antioxidantes (peroxidase, superéxido dismutase, catalase)
gue minimizam o estresse oxidativo provocado pela salinidade. O 6xido nitrico € uma molécula
mensageira e, assim, na maioria dos casos, a resposta ao estresse é produto da sua interacdo
com fito-hormonios (DU et al., 2015; SANZ et al., 2015).

A restricdo hidrica quando comparada com a germinacdo em 4&gua reduziu o
comprimento de parte aérea (Figura 3A). Porém, nessa situacdo de estresse, as plantulas
investiram em comprimento radicular, como é possivel observar em todos os tratamentos. As
sementes condicionadas com SNP e &gua e ndo-condicionadas (controle) apresentaram maior
comprimento de raiz de plantulas na condi¢do de germinagdo com restrig&o hidrica (Figura 3B).
O comprimento de plantulas submetidas a germinacdo em condig&o de estresse foi mais afetado

pelo estresse salino do que em restrigéo hidrica (Figura 3).
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Figura 3 — Comprimento (cm) de parte aérea (A) e raiz (B) obtidos pela anélise de imagens de
plantulas de Urochloa ruziziensis com 7 dias de germinacdo em agua, estresse
salino (NaCl) e restricdo hidrica (PEG), sem serem submetidas ao condicionamento
fisioldgico (Controle) e submetidas ao condicionamento nas solugdes de agua,
espermidina (ESP), nitrato de potassio (KNOs3), giberelina (GA), e nitroprussiato
de sodio (SNP).
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Legenda: Médias seguidas por uma mesma letra, maiuscula entre solugdes condicionantes (dentro de
cada condicdo) e minudscula entre condi¢Bes para germinacgdo, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey
a 5 % de probabilidade.
Fonte: da autora (2020).

Du et al. (2015) observaram, em plantas de Spinacea Oleracea, que a salinidade (200
mM de NaCl) resultou em niveis elevados de substancias toxicas, como o malodialdeido e
peroxido de hidrogénio. Na germinagdo de sementes de Senna macranthera, submetidas ao

estresse salino de -0,3 e -0,4 MPa de NaCl, houve reducdo da protrusdo radicular, indice de
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velocidade de projecéo radicular, porcentagem de plantulas normais, comprimento da parte
aérea e sistema radicular, massa seca da parte aérea e sistema radicular (SILVA et al., 2015).
A salinidade alem de dificultar a absorcdo de agua devido a reducdo do potencial
osmético do meio, propicia a entrada de quantidades toxicas de ions Na* e CI nas sementes
durante a embebicdo (GUPTA; HUANG, 2014; SILVA et al., 2019). Essa toxicidade pelo
excesso de ions causa um aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), que
podem levar a danos oxidativos em varios componentes celulares, como proteinas, lipidios e
DNA, interrompendo as funcbes celulares vitais das plantas (GUPTA; HUANG, 2014).
Importante ressaltar que além de reduzir o comprimento de raizes, foi observado, durante as
avaliacdes, que as raizes sob estresse salino se apresentavam mais grossas do que quando

submetidas as outras condi¢des.



106

4 CONCLUSOES

H& melhor desempenho fisioldgico em sementes submetidas ao condicionamento sob
condicdes de restricao hidrica e salinidade.
Nitroprussiato de sédio mostra um potencial significativo para uso no condicionamento

fisiologico de sementes de Urochloa ruziziensis.
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