574

NOTA CIENTIFICA

INFLUENCIA DA SANIDADE E DEFICIT HIDRICO NA
GERMINACAO DE SEMENTES DE Carthamus tinctorius L.

CIBELLEY VANUCIA SANTANA DANTAS?; IVANICE BEZERRA SILVA?, GABRIELLE MACEDO PEREIRA%;
JOSEMIR MOURA MAIAS; JOAO PAULO MATOS SANTOS LIMAS; CRISTIANE ELIZABETH COSTA DE MACEDO’.

RESUMO - A salinidade e o déficit hidrico sdo os fatores abidticos que tém afetado
acentuadamente a producdo de espécies vegetais de importancia socioecondomica nas regioes
aridas e semi-aridas. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi de avaliar os efeitos do cloreto
de sodio (NaCl) e do polietilenoglicol (PEG 6000), agentes estressores comumente utilizados
para simular os estresses salino e hidrico, respectivamente, na germinagdo de sementes de
cartamo (Carthamus tinctorius L.), uma oleaginosa da familia Asteraceae. A germinagao foi
conduzida em sistema de rolo, com delineamento experimental de sete tratamentos osmaticos
(controle; —0,450; —0,852; —1,271 MPa), sendo trés com concentragdes isosmoticas de NaCl
(100;200 e 300mM) e PEG (188,35;267,75 ¢ 357,24 g/L), e cada tratamento com seis repeti¢des.
Durante a germinagdo, foram avaliados pardmetros como a porcentagem de germinagao,
o indice de velocidade de germinacdo (IVQG), e trés dias ap6s o semeio, foram registrados o
indice de crescimento relativo da radicula (ICRR) e a massa fresca dos eixos das plantulas.
A porcentagem de germinacdo ¢ o IVG néo sofreram alteragdes significativas no tratamento
osmotico de —0,450 MPa induzido por NaCl quando comparado com o controle, enquanto
no mesmo tratamento, induzido pelo PEG, estes dois pardmetros apresentaram uma intensa
diminui¢do e um leve aumento, respectivamente. O ICRR e a massa das plantulas apresentaram
diminuigdes proporcionais a reducdo do potencial osmético ao utilizar ambos os compostos.
Com base nos resultados alcancados, pdde-se concluir que a germinagao de sementes de cartamo
¢ influenciada pelo tipo de estresse aplicado e sua respectiva dose. Adicionalmente, o estresse
osmotico induzido por PEG 6000 ¢ mais agressivo que o salino, e potenciais osmoticos mais
baixos (—0,851 e —1,271 MPa) s@o limitantes para a germinacdo desta espécie.

Termos para indexagdo: cartamo, salinidade, déficit hidrico, biocombustivel.

INFLUENCE OF SALINITY AND WATER DEFICIT ON THE GERMINATION
OF Carthamus tinctorius L. SEEDS

ABSTRACT - Salinity and water deficit are the main abiotic factors that adversely affect the
production of economically important crops, especially in the arid and semiarid regions. The
objective of the present study was to evaluate sodium chloride (NaCl) and poliethyleneglycol
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(PEG 6000), commonly used to mimic salt and water stress respectively, on the germination of
Carthamus tinctorius L. seeds, an oleaginous species from the Asteraceae. Germination occurred
on a paper towel roll system, with seven different osmotic treatments (0, —0.450, —0.852, —1.271
MPa), obtained from iso-osmotic NaCl (100; 200 and 300mM) and PEG (188.35; 267.75 and
357.24 g/L),concentrations. During germination and seedling establishment, the germination
rate (%), germination rate index (IVG), relative root growth index (ICRR) and seedling axis
fresh weight were measured. The NaCl induced —0.450 MPa osmotic treatment did not result
in significant changes in the germination rate and IVG compared to the controls, whereas these
parameters were reduced and slightly increased respectively, with the same osmotic pressure
induced by the PEG application. The ICRR and the seedling fresh weight showed steep reductions
as osmotic pressure fell in both NaCl and PEG induced treatments. It can be concluded that the
germination of C. tinctorius seeds is influenced in a stress and dose-specific manner. Moreover,
the PEG induced osmotic stress is more aggressive than that induced by NaCl, and lower osmotic
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pressures (-0.851 and —1.271 MPa) limit germination of this species.

Index terms: safflower, salinity, water deficit, biofuels.

INTRODUCAO

Diversas culturas t€ém sido expostas a condi¢des de
multiplos estresses que limitam seu desenvolvimento
e conseqiientemente diminuem suas possibilidades de
sobrevivéncia (Fanti ¢ Perez, 2004). A salinidade ¢ o
déficit hidrico sdo os fatores abidticos que mais tém
afetado negativamente a producdo de espécies vegetais
de importancia socioecondmica nas regides aridas e semi-
aridas, devido a irregularidades pluviais que impedem a
lixiviagdo dos sais na superficie dos solos destas regides
(Ab’Saber, 1999). Esses fatores afetam negativamente a
germinacdo, o desenvolvimento vegetativo das culturas, a
produtividade e, nos casos mais graves, causam a morte das
plantulas (Oliveira e Gomes-Filho, 2009).

A germinagdo ¢ a protrusdo de uma das partes do
embrido associada a algum sinal de crescimento (Borghetti
e Ferreira, 2004). De acordo com Bewley e Black (1994), a
primeira etapa da germinag¢ao ocorre com absor¢ao de agua
pelas sementes, mediante embebi¢ao. Por isso, fatores como
a salinidade e o déficit hidrico tem influéncia significativa
sobre a germinagdo (Sousa et al., 2008). A observagao da
capacidade germinativa das sementes em condi¢des de
estresse ¢ uma das metodologias mais difundidas para se
determinar a tolerancia das plantas (Fanti e Perez, 2004),
pois a germinagdo corresponde a uma das fases mais criticas
do ciclo de vida dos vegetais (Moterle et al., 2008).

O estresse salino e o déficit hidrico inibem ou retardam
a germinagdo das sementes e o crescimento das plantulas

devido aos efeitos i6nico e osmotico (Munns, 2005). Em
situagdes de baixa disponibilidade de agua, a embebicao
¢ comprometida pela redu¢do dos potenciais hidricos e
o crescimento da plantula é afetado pela diminui¢do da
expansdo e do alongamento celular (Moterle et al., 2008).
O excesso de sal causa restricao da captacdo de agua devido
a diminui¢do do potencial osmoético do substrato (Chaves
et al., 2009), retardando a embebi¢do das sementes ou o
alongamento da raiz, além de provocar uma toxicidade nos
tecidos devido ao acimulo em excesso de ions Na* e CI
(Ye et al., 2005; Esteves e Suzuki, 2008; Gois et al., 2008).
Nas vias transpiratorias o excesso de ions provoca danos
nos tecidos foliares levando a uma inibi¢do mais acentuada
no crescimento da planta (Munns et al., 2006).

Concentragdes toxicas desses ions afetam outros
processos fisiologicos e metabolicos dos tecidos
embrionarios, incluindo a divisdo e a diferenciacao
celular, a atividade de enzimas e a captacdo e distribuicao
de nutrientes. A toxicidade idnica pode ainda ocasionar
o atraso da emergéncia das plantulas e da mobilizacao
das reservas ou até diminuir a viabilidade das sementes
(Misra ¢ Dwivedi, 2004; Joshi et al., 2005; Esteves e
Suzuki, 2008; Kumar et al., 2008; Munns e Tester, 2008;
Voigt et al., 2009).

Estudos relacionados a fisiologia de sementes de
oleaginosas sdo de fundamental importincia para a
introdugdo destas espécies no semi-arido e sua posterior
utilizagdo para a producdo de biodiesel em areas
degradadas, contribuindo assim para a expansdo de
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fronteiras agricolas (Jones e Corlett, 1992; Brasil-MMA,
2000). Carthamus tinctorius L., uma espécie oleaginosa
da familia Asteraceae, pode ser considerada como uma
opcao agricola para o semi-arido nordestino onde a seca
e a salinidade sdo os fatores de estresse predominantes
(Jones e Corlett, 1992). Esta espécie se destaca entre as
oleaginosas, devido ao elevado teor de 6leo (32 a 40%)
com 70 % de acido linoléico e 30% de acido oléico, ideais
para a producdo de biodiesel (Vivas, 2002; Oplinger et al.
2010). Somando-se a estes fatores, o alto potencial desta
espécie para o cultivo em regides semi-aridas esta ligado
a sua resisténcia a escassez de dgua, as altas temperaturas,
a baixa umidade relativa do ar e a sua capacidade de
adaptac@o a diferentes condigdes de solo.

Torna-se, deste modo, necessario o estudo da
germinacdo do cartamo para estimar o nivel de resisténcia
a seca e a salinidade gerando assim novos conhecimentos
sobre a fisiologia dessa cultura que contribuirdo para as
areas da agronomia, engenharia agricola e biotecnologia.
O objetivo do presente trabalho foi avaliar os efeitos do
cloreto de sodio (NaCl) e do polietilenoglicol (PEG 6000),
agentes estressores utilizados para a simular os estresse
salino e hidrico, respectivamente, na germinacdo de
sementes de cartamo.

MATERIAL E METODOS

Material Vegetal

As sementes de cartamo (Carthamus tinctorius L.)
utilizadas neste trabalho foram fornecidas pela Empresa Rural
Biodiesel, localizada na regido de Eldorado, Mato Grosso
do Sul. Os experimentos de germinagdo foram conduzidos
no Laboratério de Estudos em Biotecnologia Vegetal, no
Departamento de Biologia Celular e Genética, na Universidade
Federal do Rio Grande do Norte, Natal — RN.

Germinacio: o teste de germinagdo foi conduzido
em sistema de rolo, seguindo os procedimentos descritos
por Vieira e Carvalho (1994) com algumas modificacdes.
Para tanto, as sementes integras foram desinfestadas com
hipoclorito de s6dio 0,2% (m/v) por 5 minutos sob agitacao
eventual, lavadas por quatro vezes com agua destilada,
sendo um minuto para cada lavagem. Posteriormente, as
sementes foram distribuidas em folhas de papel toalha
(Germitest® - 280 x 380 mm) umedecidas na propor¢ao
1:5 vezes a massa do papel seco e organizadas em duas
fileiras (cada fileira contendo dez sementes), sendo a
primeira no terg¢o superior e a segunda no ter¢o mediano
de duas folhas sobrepostas. Os rolos contendo as sementes
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foram colocados em cdmera de germinagdo (BOD) na
auséncia total de luz por trés dias, com temperaturas
médias de 30°C +1 °C.

Tratamentos e parametros de avaliacdo

Durante a germinagao, as sementes de cartamo foram
submetidas a tratamentos com potenciais 0smoticos
equivalentes a —0,450; —0,852; —1,271 MPa, obtidos
a partir da aplicacdo de NaCl e polietilenoglicol (PEG
6000). Estes valores foram escolhidos para se determinar
o nivel de resisténcia desta espécie a condi¢des moderadas
e severas de estresse osmotico, durante a germinacao,
procurando assim simular as condi¢des da regido que
a referida espécie sera cultivada. As concentragdes
correspondentes de NaCl (0; 100; 200 e 300 Mm) utilizadas
neste estudo foram obtidas de acordo com a equacao de
Van’t Hoff, utilizando a temperatura de 30 °C (Braga et
al., 1999; Abebe et al., 2003). As concentracdes de PEG
6000 (0; 188,35; 267,75 e 357,24 g/L foram obtidas de
acordo com a tabela citada por Villela et al. (1991). O
PEG foi escolhido pelo grande nimero de estudos que tem
utilizado este composto para simulagdo de estresse hidrico
e por ser um polimero ndo ionico, de longa cadeia, inerte e
ndo absorvido pelas raizes (Tiirkan et al., 2005). Durante
a germinacgdo, foi calculado o indice de velocidade de
germinacdo (IVG) que foi obtido, diariamente, por meio
da férmula:

IVG =(N,G +N,G,+..+N G )/ (G +G+..+G,)

Onde: G,G,,...G, € o nimero de sementes germinadas
no dia da observacdo; N, N2,..., N € o numero de dias
de observagdo, segundo Edmond e Drapalla (1958).
A porcentagem de germinagdo, calculada por meio da
formula:

G=(n.N").100

Onde: }'n. € o nimero total de sementes germinadas em
relagdo ao niimero de sementes colocadas para germinar
(Borghetti & Ferreira, 2004) e trés dias apds o semeio foi
calculado o indice de crescimento radicular relativo (ICRR)
e computado a massa fresca dos eixos das plantulas. A
andlise do comprimento radicular foi realizada para cada
plantula em escala milimétrica nos trés dias de incubacao e
calculada através da formula:

ICRR = (X, dia - X, dia)/N

Onde ICRR ¢ o indice de crescimento relativo da
radicula; € 0 X,,,, € a média do comprimento radicular
por dia, e N cdrresponde ao numero total de dias de
observagao.

O experimento foi conduzido em delineamento
inteiramente casualizado consistindo de 7 (sete) tratamentos
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(0; S1; S2; S3; P1; P2; P3) e 6 (seis) repeti¢oes da unidade
experimental. Cada repetigdo consistia de seis rolos contendo
20 sementes. Os resultados obtidos foram submetidos a
andlise de variancia seguida de comparacio de médias pelo
teste de Tukey em nivel de significancia de 5%.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A redug¢do no potencial osmético, induzida tanto por
tratamento com NaCl, como por PEG-6000, provocou
alteragdes nos parametros germinativos de sementes
de cartamo, embora em diferentes intensidades. A
porcentagem de germinag@o diminuiu proporcionalmente
ao aumento do potencial osmotico exercido pelo NaCl
(Figura 1A). Na auséncia de sal (0 mM de NaCl —controle)
as porcentagens de germinacdo das sementes atingiram
niveis superiores a 70%, a partir do segundo dia apds

a semeadura. Sementes tratadas com 100 mM de NaCl
apresentaram porcentagem de germinagao igual ou superior
a 50% e, portanto, ndo diferiram significativamente do
controle. Contrariamente, as porcentagens de germinacao
de sementes tratadas com 200 e 300 mM de NaCl foram
menores que 50%, em relagdo ao controle. No estresse
osmotico induzido por PEG 6000 houve uma reducdo
mais acentuada na porcentagem de germinagdo do que os
tratamentos equivalentes com NaCl (Figura 1B). Neste
experimento, as porcentagens de germinagao do controle
foram de 40; 67 e 74%, enquanto que as sementes
submetidas ao potencial osmético de -0,450 MPa de PEG
6000 (isosmotica ao tratamento com 100 mM de NacCl)
apresentaram porcentagens de germinacdo de 0; 8 e 16%
para o primeiro, segundo e terceiro dias, respectivamente.
Além disso, as sementes submetidas aos potenciais de
-0,851 ¢ -1,27 MPa ndo germinaram.
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FIGURA 1. Porcentagem de germinacao de sementes de C. tinctorius, até 3 dias apés o semeio, submetidas a diferen-
tes concentracées de NaCl (A) e a diferentes tratamentos osmoticos (MPa) induzidos por PEG 6000
(B). Letras iguais, entre os tratamentos e avaliadas a cada dia, indicam diferencas nao-significativas
entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Diversos autores (Ulisses et al., 2000; Zhu, 2001;
Flexas et al., 2004; Ashraf e Foolad, 2007) relatam que
tanto o estresse hidrico quanto o salino induzem estresse
osmotico, provocando nas sementes uma seca fisioldgica,
causada pelo baixo potencial osmdtico. Isto dificulta a

absorcdo de agua pelas sementes e, consequentemente,
retarda os processos germinativos (Fantin e Perez, 2004).
Segundo O’Leary (1995), as sementes também sdo
sensiveis a salinidade e, quando semeadas empregando
solu¢des salinas, ocorre inicialmente uma reducio na taxa
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de absor¢do de agua e posteriormente uma diminuicdo
na velocidade dos processos fisioldgicos e bioquimicos
(Flowers, 2004).

A eficiéncia da germinagdo de sementes de cartamo,
sob tratamentos salino e osmoético, também foi avaliada
por meio do indice de velocidade de germinagdo (IVG)
(Figura 2A e 2B). A salinidade causou retardamento
na germinagdo das sementes, que foi proporcional
ao aumento da concentracdo de NaCl (Figura 2A).
Contudo, o tratamento com 100 mM de NaCl nédo diferiu
significativamente do controle, enquanto os tratamentos
com 200 ¢ 300 mM de NaCl causaram um atraso de
aproximadamente 24h na germinagdo, comparativamente

ao controle. J& o tratamento com PEG 6000 retardou o
IVG em aproximadamente 12 h, a partir do potencial
osmotico -0,450 MPa de PEG 6000 (Figura 2B).
Resultados semelhantes, usando PEG 6000 e/ou NaCl
foram observados em sementes de coentro (Filgueira,
1993), alface (Viana et al., 2001) e plantulas de meldo
(Ferreira et al., 2007). De fato, a primeira e mais sensivel
resposta a reducdo do potencial osmotico do meio de
embebicdo ¢ a redugdo da turgescéncia celular que leva,
conseqiientemente, a diminuig¢do do crescimento, uma vez
que a divisdo, o alongamento e diferenciag¢do celular sao
afetados nos diversos estadios fisiologicos (Fanti e Perez,
2004).
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FIGURA 2. Indice de velocidade de germinacdo (IVG) de sementes de C. tinctorius, submetidas a diferentes
concentragdes de NaCl (A) e a diferentes tratamentos osméticos (MPa) induzidos por PEG 6000 (B).
Letras iguais indicam diferencas nio-significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a

5% de probabilidade.

O indice de crescimento relativo da radicula (ICRR)
também decresceu com a diminui¢do do potencial osmoético
induzida pelas concentracdes mais elevadas de NaCl e PEG
6000 (Figura 3A e 3B). De acordo com Munns e Tester
(2008) o crescimento radicular pode ser restringido tanto
pelo déficit hidrico induzido pela osmolaridade elevada da
solucdo, quanto pela toxicidade ionica envolvendo danos
metabdlicos e fisiologicos. De fato, os tratamentos com 200
e 300 mM de NaCl, induziram uma diminui¢do do ICRR
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superior a 50%, comparativamente ao controle (Figura 3A).
Resultados similares foram observados em diversas espécies,
tais como, sorgo (Wahid et al., 1998), mamona (Pinheiro et
al., 2008) e pinhao manso (Silva et al., 2009). Similarmente,
nas sementes submetidas ao estresse osmotico induzido
por PEG 6000, o tratamento com —0,450 MPa ndo afetou o
crescimento radicular, enquanto os tratamentos com —0,851
e —1,271 MPa (isosmoticos aos tratamentos com 200 ¢ 300
mM de NaCl) causaram 100% de inibicdo do crescimento
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das raizes, quando avaliado pelo ICRR (Figura 3B).

Os resultados obtidos para o ganho de massa fresca dos
eixos das plantulas foram semelhantes aos do crescimento
radicular (Figura 4A e 4B). Aqueles tratados com NaCl
apresentaram 17; 39 e 44% de redug@o no teor de massa

fresca de embrido, para as doses de 100; 200 e 300 mM
de NaCl, respectivamente (Figura 4A). Contrariamente,
sementes submetidas aos tratamentos com PEG 6000 tiveram
suas massas reduzidas a aproximadamente 50% em todos os
tratamentos (Figura 4B).
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FIGURA 3. Indice de crescimento radicular relativo na germinacio de sementes C. tinctorius, submetidas a diferentes
concentragdes de NaCl (A) e a diferentes tratamentos osméticos (MPa) induzidos por PEG 6000 (B).
Letras iguais indicam diferencas nao-significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a

5% de probabilidade.
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FIGURA 4. Massa fresca dos eixos das plantulas de C. tinctorius, submetidas a diferentes concentracoes de NaCl
(A) e a diferentes tratamentos osmoéticos (MPa) induzidos por PEG 6000 (B). Letras iguais indicam
diferenc¢as nao-significativas entre as médias, de acordo com o teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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De acordo com os resultados avaliados e com base
nos parametros estudados as sementes de Carthamus
tinctorius mostraram-se mais resistentes ao tratamento
com NaCl do que com PEG 6000. No entanto, ambos
0s agentes estressores a porcentagem
de germinagdo proporcionalmente ao aumento das
concentragdes dos tratamentos, embora o efeito do
PEG 6000 tenha sido mais severo. Neste contexto, a
germinacdo das sementes, submetidas ao PEG 6000,
nas menores potenciais osmoticos (—0,851 e —1,271
MPa), foi totalmente inibida. Adicionalmente, verificou-
se que as sementes de cartamo sdo mais sensiveis aos
tratamentos com PEG 6000. Diferentemente do NaCl
que pode ser transportado através das membranas, este
soluto ndo se acumula nos tecidos vegetais. A absor¢ao
de dgua pelas sementes na presenca de NaCl é maior do
que na presen¢a de PEG, quando se comparam solugdes
de potenciais osmoticos similares, pois os ions podem ser
transportados e assim contribuir para um decréscimo do
potencial osmotico interno, levando a absor¢do de agua
e iniciacdo da germinagdo (Almansouri et al., 2001).
Ainda segundo estes autores, o efeito inibitério do PEG
pode ndo estar apenas relacionado a absorcao de dgua. De
fato, ndo houve diferenca significativa no peso fresco das
sementes submetidas ao PEG, nos diferentes potenciais
osmoticos, embora apenas as sementes submetidas ao
potencial osmético de -0,450 MPa tenham apresentado
germinacgao.

Vale destacar que, embora o cartamo seja considerado
uma planta resistente a ambientes e condi¢des extremas,
neste trabalho e nas condi¢des experimentais estabelecidas,
as sementes de cartamo nao foram capazes de resistir a
potenciais osmoéticos muito baixos. Assim, embora esta
espécie seja caracterizada como de clima semi-arido e,
mesmo sendo capaz de germinar em presenga de NaCl,
possivelmente os demais estadios fisioldgicos seriam
afetados.

reduziram

CONCLUSOES

A geminacdo das sementes de Carthamus tinctorius
L. submetidas a estresses salino e osméticos ¢ influenciada
pelo tipo de estresse ¢ a respectiva dose.

Os potenciais osmoticos mais baixos (—0,851 e
—1,271 MPa) de PEG 6000 mostram-se limitantes para a
germinacdo de sementes de Carthamus tinctorius L.

O estresse osmotico induzido por PEG ¢ mais severo
que o salino na germinacao de Carthamus tinctorius L.
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