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Avaliacao citoquimica durante a germinacio de sementes de sorgo
envelhecidas artificialmente e osmocondicionadas, sob salinidade!'

Cytochemical evaluation during the germination of artificial aged and primed
sorghum seeds under salinity

Alexandre Bosco de Oliveira?*, Nara Lidia Mendes Alencar?, Maria Izabel Gallao* e Enéas Gomes Filho?

Resumo - O objetivo desse trabalho foi avaliar as alteragdes citoquimicas em sementes envelhecidas e osmocondicionadas
de sorgo durante a germinagdo na auséncia ou presenga de NaCl a 100 mM. O lote inicial de sementes de sorgo cv. IPA-1011
foi subdividido em dois sublotes de diferentes niveis de vigor, através do envelhecimento acelerado da metade das sementes,
sendo a metade de cada sublote também submetida ao condicionamento osmético em polietileno glicol 6000 a -0,86 MPa por
48 horas. Posteriormente, quatro subamostras de 50 sementes de cada um desses grupos de sementes foram postas sobre duas
folhas de papel de filtro, saturadas com agua destilada ou NaCl a 100 mM e colocadas em caixas gerbox (11 x 11 x 3,5 cm)
tampadas, as quais foram mantidas em cdmara de germinagéo, sob escuro continuo e temperatura de 25 °C, durante 72 horas.
As analises citoquimicas foram feitas em sementes embebidas por 0; 24; 48 ¢ 72 horas. As células das sementes de sorgo
apresentaram formatos irregulares, variando de eliptico ao arredondado, sendo que a coloragdo com o azul de toluidina também
revelou a presenca de nucleos, principalmente em sementes osmocondicionadas, indicando que algumas células apresentaram
intensa atividade celular. A presenga de proteina foi detectada, principalmente em corpos protéicos no citoplasma das células
cotiledonares, enquanto o amido foi identificado na forma de granulos, principalmente no endosperma. Os tratamentos de
envelhecimento acelerado e de osmocondicionamento das sementes, associados ao estresse salino, resultaram em pequenas
alteragdes morfologicas e citoquimicas visiveis durante o periodo experimental.

Palavras-chave - Sorgo-sementes. Citoquimica. Sementes-morfologia. Estresse salino.

Abstract - The aim of this study was to evaluate the rate of water absorption and cytochemical changes in primed and
aged seeds of sorghum during germination under absence or presence of 100 mM NaCl. The initial batch of seeds
of sorghum cv. IPA-1011, was divided into two batches of different levels of vigor, by the accelerated aging of half
seeds, with half of each batch also referred to the priming of polyethylene glycol 6000 at -0.86 MPa for 48 hours. Four
replicates of 50 seeds from each batch were placed on two sheets of filter paper, blotting paper saturated with distilled
water and placed inside gerboxes (11 x 11 x 3.5 cm) transparent lids, which were kept in a germination chamber under
continuous darkness and 25 °C for 72 hours. The cytochemical analysis characterization was measured in the soaking
times of 0; 24; 48 and 72 hours. The sorghum seeds cells showed irregular shapes, ranging from elliptical to rounded,
and the staining with the toluidine blue also revealed the presence of nuclei, especially in primed seeds, indicating that
some cells showed high cellular activity. The presence of protein was detected mainly in protein bodies on cytoplasm of
cotyledon cells, while the starch was identified in the form of granules at endosperm. The accelerated aging treatments
and seed priming, associated to salt stress resulted in little morphological and cytochemical visible changes during the
experimental period analyzed.
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Introducao

Ainfluéncianocivadossaisnaagricultura, apesar
de se refletir diretamente na produgdo das culturas, se
manifesta primeiramente na germinagdo. A salinidade
diminui o potencial hidrico do meio, dificultando
a absorcdo de agua pela semente. Posteriormente,
processos como os de divisdo e alongamento celular,
bem como o de mobilizagdo das reservas, os quais sdo
indispensaveis para a germinagao, sdo também afetados
(SOLTANI et al., 2006).

O processo germinativo constitui-se em uma fase
critica, influenciada por uma série de fatores em que ha
a necessidade da presenca de um conjunto de condi¢des
favoraveis para que possa ser realizado de forma
satisfatoria (WINDAUER et al., 2007). Neste processo,
a primeira etapa na seqiiéncia de eventos que culminam
com a retomada do crescimento do embrido € a embebicao.
A absorc¢do de agua pela semente da inicio a uma série
de processos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos que, na
auséncia de fatores limitantes, resultam na emergéncia da
plantula (MARCOS FILHO, 2005).

O controle da hidratacdo das sementes pode
ser realizado através de diferentes métodos de
condicionamento fisiolégico das sementes, tais como
o de embebigdo simples (mediante o equilibrio com
o vapor de agua da atmosfera), o de embebicdo em
substrato umido, ou ainda podendo-se fazer aembebicao
por imersdo direta das sementes em agua. Além disso,
o uso de substidncias quimicas osmoticamente ativas
como uma forma de controlar a entrada de agua na
semente ¢ um método que tem sido amplamente
difundido (HALMER, 2004). O agente osmotico mais
comumente utilizado é o polietilenoglicol - PEG, em
virtude do mesmo nao ser fitotoxico, ndo atravessar o
sistema de membranas e, portanto, ndo ser metabolizado
pelas sementes (HONGBO et al., 2005).

Durante o condicionamento osmotico (ou priming)
a semente hidrata-se lentamente, o que permite um maior
tempo para a reparacdo ou reorganizagdo das membranas
plasmaticas, possibilitando a formagdo dos tecidos de
maneira mais ordenada e reduzindo os riscos de danos ao
eixo embrionario (McDONALD, 2000; WINDAUER et
al., 2007). Alguns trabalhos na literatura relatam que o
aumento no vigor de sementes osmocondicionadas ocorre
em razdo da eficiéncia desse tratamento em reparar a
organizagdo estrutural da membrana plasmatica durante a
embebicao (CHIU et al., 2006).

Em razdo do grande numero de pesquisas
visando melhorar a germina¢do das sementes sob
condi¢des adversas empregando tratamentos como
os de osmocondicionamento ou de pré-hidratacao

(ASHRAF; FOOLAD, 2005; PATANE et al., 2009),
torna-se fundamental o conhecimento das alteragdes
citoquimicas que ocorrem durante o processo
germinativo nessas condi¢des. Mudancas morfologicas
nas sementes durante a germinag@o sdo normalmente
acompanhadas por mudangas fisiologicas, e algumas
dessas alteragdes metabdlicas nos compostos de
reserva podem ser detectadas in situ por meio de
técnicas citoquimicas especificas (CORTELAZZO;
VIDAL, 1991). Em soja, mudangas nos compostos
de reserva foram detectadas in situ nos cotilédones
durante a germinacdo (CORTELAZZO; VIDAL,
1991). Em jacaranda, resultados citoquimicos sugerem
similar padréo de degradagdo das reservas de lipidios e
proteinas durante a germinagdo e estabelecimento das
plantulas (SILVA et al., 1997).

Considerando que o sorgo ¢ um vegetal interessante
para estudos de estresses abidticos e uma cultura com
grande potencial de cultivo no semi-arido nordestino
(OLIVEIRA; GOMES-FILHO, 2009), objetivou-se com
esse trabalho caracterizar através de analises citoquimicas,
a mobilizagdo de reservas na germinacdo de sementes
submetidas ou ndo ao envelhecimento precoce e/ou ao
priming, sob condi¢des controle e de estresse salino.

Material e métodos

O experimento foi conduzido no periodo de agosto a
outubro de 2009, nos Laboratérios de Analise de Sementes
e de Biologia Vegetal, pertencentes, respectivamente, aos
Departamentos de Fitotecnia e de Biologia da Universidade
Federal do Ceara (UFC), em Fortaleza, CE. Foram
utilizadas sementes de sorgo granifero [Sorghum bicolor
(L) Moench], cultivar IPA 1011, safra 2008, cedidas pela
Empresa Pernambucana de Pesquisa Agropecuaria (IPA),
em Recife, PE. As referidas sementes encontravam-se
armazenadas em frascos de vidro contendo silica gel a
temperatura de 8 °C.

O lote inicial de sementes foi dividido em dois
sublotes: em um deles, as sementes foram submetidas ao
envelhecimento acelerado de acordo com metodologia
descrita por Oliveira (2010) para sementes de sorgo, as
quais foram distribuidas numa camada tnica e uniforme
sobre tela de aluminio fixada no interior de caixas plasticas
transparentes de 11 x 11 x 3,0 cm (gerbox), com tampa,
contendo no fundo 40 mL de agua, mantidas em incubadora
BOD a 43 °C, sob umidade relativa do ar proxima de 100%,
por 72 horas; o outro sublote de sementes permaneceu sem
tratamento (sementes ndo envelhecidas) e foi utilizado
como controle. Apds esse procedimento, a metade das
sementes de cada um desses sublotes foi submetida ao
tratamento de condicionamento osmotico.
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Para o condicionamento osmoético das sementes
foi empregada a metodologia descrita por Patané et al.
(2009) para sementes de sorgo. Para tanto, as sementes
foram colocadas em béqueres de 400 mL contendo 200
mL de solugdo de PEG-6000 a 250 g L' a qual, segundo
Michel ¢ Kaufmann (1973), corresponde a um potencial
osmotico de —0,86 MPa a 15 °C, quando permaneceram
por 48 horas. Para a definigdo desse tempo foram feitas
curvas de absor¢do de agua das sementes envelhecidas
e ndo envelhecidas, conforme metodologia descrita em
Oliveira (2010).

O condicionamento osmético foi conduzido em
uma incubadora, sob escuro continuo e acragdo constante,
a fim de garantir condi¢des normais de respiracdo das
sementes (BUJALSKI; NIENOW, 1991). Na parte
inferior de cada béquer foi fixada uma mangueira estreita,
com pedra porosa anexada na ponta, a qual se manteve
conectada a uma pequena bomba de aquario, responsavel
pela insuflago de ar na solugdo. Apds o condicionamento,
as sementes foram cuidadosamente lavadas e, em seguida,
secas com papel de filtro mata borrdo, por 72 horas, em
ambiente de laboratério. As sementes foram desinfetadas
em solugdo de hipoclorito de sédio a 1%, por cinco minutos
e utilizadas nos experimentos.

Para a andlise do processo germinativo sob
condi¢des controle ou de estresse salino, em diferentes
periodos de embebicdo, quatro subamostras de
aproximadamente quatro gramas de sementes de cada
tratamento foram postas sobre duas folhas de papel
de filtro mata borrdo saturadas com agua destilada
(controle) ou solugdo de NaCl a 100 mM (estresse
salino) e colocadas no interior de caixas gerbox (11 x
11 x 3,5 cm) transparentes com tampas, as quais foram
mantidas em cdmara de germinagao, sob escuro continuo
e temperatura de 25 °C. Para os cortes histologicos,
foram coletadas sementes com 0; 24; 48 e 72 horas
apds a semeadura. O material coletado foi seccionado
transversalmente e submetido a fixacdo em solugdo de
paraformaldeido a 4% e glutaraldeido a 1% em tampao
fosfato de sodio a 0,1 M, pH 7,2, por 24 horas, sendo
posteriormente mantidos a 4 °C (KARNOVSKY,
1965). Completado o tempo de fixagdo em solucdo de
paraformaldeido/glutaradeido, o excesso de fixador
foi removido através de trés lavagens de 10 min cada
com tampao fosfato a 0,1 M, pH 7,2. Logo apos, as
amostras foram lavadas rapidamente com agua destilada
por trés vezes. Posteriormente, as amostras foram
expostas a desidratagdo em bateria crescente de etanol,
iniciando com etanol a 40% e terminando com etanol a
100%, com durag@o de 1 hora para cada solugdo. Apos
a desidratagdo, os cortes foram primeiramente pré-
infiltrados por embebi¢do em resina-alcool etilico 1:1
por 24 horas. Em seguida, o material foi incluido em

resina pura (Historesin Embbeding Kit - Jung). Ao final
da preparagdo do material, foram feitos cortes seriados
de 5 um, em um micrétomo automatico Leica RM 2065,
os quais foram utilizados nas coloragdes.

O azul de toluidina é um corante metacromatico
utilizado para detectar radicais anidnicos totais, tais
como aqueles dos componentes da parede celular.
A coloragdo com azul de toluidina (AT) a 0,025%,
pH 4,0, ocorreu durante 15 minutos, a temperatura
ambiente, sendo os cortes seguidamente submetidos
a lavagens rapidas em agua destilada e secagem ao
ar livre (VIDAL, 1970). Ao final, os cortes foram
montados entre ldmina e laminulas em entelan.

O xylidine Ponceau (XP) é um corante utilizado
para detectar radicais catidnicos totais (VIDAL,
1977), tais como aqueles presentes nas proteinas,
possibilitando a identificagdo de corpos protéicos. A
solugdo de XP foi preparada a 0,1% em 4acido acético
glacial a 3%, sendo o pH ajustado para 2,5. A coloragao
com XP foi realizada durante 15 min a temperatura
ambiente, seguindo-se de lavagem em soluc¢do de acido
acético 3% por 15 minutos e duas lavagens rapidas em
dgua destilada, secagem ao ar e montagem em entelan
(CORTELAZZO; VIDAL, 1991).

A reagdo com lugol ¢é utilizada para detecgdo
de amido, possibilitando a identificacdo de granulos
de amido com uma coloragdo azul negra ou marrom
muito escuro (BERLYN; MIKSCHE, 1976). A solugdo
de lugol foi preparada na propor¢do de 1:1 (iodeto
de potassio: iodo) dissolvidos em agua destilada.
Pingou-se uma gota da solucdo de lugol sobre os cortes
incluidos em resina, que foram montados entre lamina
e laminula em entelan, apos o tempo de 5 minutos.

Resultados e discussao

A coloragdocomazul detoluidina (AT) foiutilizada
para a analise morfologica das células cotiledonares das
sementes de sorgo, em cortes transversais, nos quais
foram verificados padrdes semelhante de coloragdo em
todas as condigdes analisadas (FIG. 1). Observaram-se
paredes celulares finas coradas pelo AT, que ndo foram
alteradas mesmo com os tratamentos de condicionamento
osmotico, envelhecimento artificial e exposigdo ao sal. A
coloragdo com azul de toluidina também revelou paredes
celulares finas das células cotiledonares de Moringa
oleifera, em trabalho realizado por Gallado et al. (2006).
Em cotilédones de sementes quiescentes de Phaseolus
vulgaris, foram observados elementos anionicos corados
no citoplasma, bem como paredes celulares corados com
AT (CORTELAZZO et al., 2005).
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Figura 1 - Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o azul de toluidina, evidenciando a parede celular e o formato
das células (—). SNE - semente ndo envelhecida; SE - semente envelhecida; NC - semente ndo condicionada; C - semente
condicionada; Oh - semente quiescente; H20/24h - semente embebida em agua por 24 h; NaCl/24h - semente embebida em

solucdo de NaCl a 100 mM por 24 h

As células apresentaram formatos irregulares,
variando do eliptico ao arredondado (FIG. 1). Os
cortes que apresentaram maior variagdo no formato e
tamanho da célula foram os das sementes envelhecidas
e osmocondicionadas, seja na semente quiescente, ou
com 24 horas de embebicao na auséncia e na presenca de
NaCl. A coloragdo pelo AT também revelou a presenca
denucleos, indicando que algumas células apresentavam
intensa atividade celular, o que pode ser relacionado
ao osmocondicionamento das sementes, uma vez que
os tratamentos que envolviam as sementes de qualquer
nivel de qualidade fisiolégica (envelhecida ou nfo)
submetidas ao condicionamento osmoético e embebidas
em agua destilada apresentaram os nucleos corados
mais intensamente (FIG. 1). Portanto, os resultados
obtidos corroboram em parte com aqueles encontrados
por Lanteri et al. (1996), os quais relataram em sua
pesquisa que o condicionamento osmoético de sementes
de pepino ndo submetidas ao envelhecimento artificial
induziu as células embriondrias a entrarem na fase de
sintese de DNA e, por conseguinte, aumentarem a taxa
de multiplicagdo celular. Estudos bioquimicos indicam
que o metabolismo do RNA e a sintese de proteinas
também sdo aumentados pelo condicionamento
osmotico,sugerindoqueestetratamentodeixadisponivel

as sementes, precursores utilizados para a sintese de
macromoléculas (HALMER, 2004; McDONALD,
2000). Concordando com os dados obtidos no presente
estudo, outros trabalhos na literatura tém relatado
que, sob condic¢des de alta umidade e alta temperatura
proporcionadas pelo envelhecimento acelerado, o
condicionamento com PEG-6000 proporciona melhor
desempenho das sementes em relagdo a testemunha,
como observado por Medeiros Filho et al. (2000) e
por Kikuti et al. (2005) em sementes de sorgo e de
pimentdo, respectivamente.

As analises citoquimicas com o corante xylidine
Ponceau (XP) detectaram a presenga de proteinas no
citoplasma das células cotiledonares das sementes de
sorgo, armazenadas em vacuolos de reserva, sendo
observadas poucas alteragcdes nessas células nos
diferentes tratamentos analisados (FIG. 2). Esses
corpos protéicos se apresentavam como corpusculos
globulares com pequenas dimensdes, distribuidos por
todo o citoplasma. A presenca de muitos corpusculos
globulares, intensamente corados por XP, também foi
observada no citoplasma das células cotiledonares de
Cesalpinia peltophoroides (CORTE et al., 2006) e
Prosopis juliflora (GALLAO et al., 2007).
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Figura 2 - Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o xylidine ponceau, evidenciando os corpos protéicos nas células

cotiledonares (—). SNE - semente nao envelhecida; SE - semente envelhecida; NC - semente ndo condicionada; C - semente
condicionada; Oh - semente quiescente; H20/48h - semente embebida em agua por 48 h; NaCl/72h - semente embebida em solugdo de

NaCl a 100 mM por 72 h

Observou-se pequena reducdo do numero de
corpos protéicos nos cortes das sementes envelhecidas
e osmocondicionadas, tanto nas quiescentes, como nas
embebidas por 72 horas em solugdo salina (FIG. 2).
Tal efeito pode ter sido causado pelo envelhecimento
artificial das sementes de sorgo, uma vez que, de
maneira semelhante, Cortelazzo et al. (2005), avaliando
as alteragdes citoquimicas em cotilédones das sementes
de Phaseolus vulgaris submetidas ao envelhecimento
acelerado, observaram a perda do contetudo protéico e uma
maior desorganizagio desses globulos quando comparado
as sementes frescas e submetidas a0 armazenamento.

As células do endosperma praticamente nao foram
coradas pelo XP (FIG. 3), podendo tal comportamento estar
relacionado com o fato de que essa regido possui como
fonte principal de reserva o amido, o que ¢ confirmado pela
intensa coloragdo da regido endospermatica das sementes
de sorgo com o lugol (FIG. 4 e 5). Gallao et al. (2006)
obtiveram resultados contrastantes ao obtido neste ensaio,
os quais relataram pouca quantidade de amido detectada na
analise morfoldgica de sementes de moringa. No entanto,
segundo esses autores, ¢ possivel que o amido ndo tenha
sido detectado devido a grande quantidade de proteina
presente no endosperma, impedindo sua visualizagao.

Figura 3 - Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com o xylidine ponceau, evidenciando (—) a regido endospermatica (End)
e cotiledonar (Cot). Semente quiescente submetida (B e D) ou nio (A e C) ao envelhecimento artificial
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Endosperma Cotilédone

Endosperma Cotilédone

Figura 4 - Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com lugol. Endosperma e cotilédone das sementes, evidenciando os
granulos de amido (—). SNE - semente nao envelhecida; SE - semente envelhecida; Oh - semente quiescente; H20/24h - semente
embebida em agua por 24 h; NaCl/24h - semente embebida em solugdo de NaCl a 100 mM por 24 h. H20/72h - semente embebida em
agua por 72 h; NaCl/72h - semente embebida em solugdo de NaCl a 100 mM por 72 h

Os cortes transversais das sementes de sorgo coradas
com lugol evidenciaram no endosperma e nos cotilédones
a presenca de granulos de amido no citoplasma dessas
células (FIG. 4). Entretanto, observou-se um padrio de
coloragdo diferenciado entre os tecidos da semente, sendo
que o endosperma apresentou abundante quantidade de
granulos de amido com formato arredondado, intensamente
corados pelo lugol, preenchendo todo o citoplasma das
suas cé¢lulas. Essa grande quantidade de amido detectada
nas sementes de sorgo através da coloragdo com o lugol
corrobora com Antunes et al. (2007), os quais avaliaram
33 gendtipos de sorgo e verificaram que os teores de amido
variaram de 62,07 a 78,74%, sendo, portanto, o amido a
principal reserva do grao de sorgo.

No endosperma, ndo foram verificadas diferencas
marcantes no tamanho dos granulos de amido em virtude
dos tratamentos realizados, isto é, do envelhecimento
artificial e condicionamento osmotico das sementes,
bem como, da exposi¢do das mesmas ao sal, indicando
que essa reserva se manteve praticamente constante,
mesmo sob condi¢do de estresse salino. Uma excegdo a
esse comportamento ocorreu para os tratamentos com a
semente ndo osmocondionada e osmocondicionada com

48 h de exposigdo ao sal, onde foi verificada redugdo do
nimero dos granulos de amido dessas células (FIG. 5).
Resultados divergentes foram obtidos por Silva et al.
(2008) em sementes de trigo, os quais observaram que os
teores de amido da semente aumentaram em funcdo da
exposi¢ao das mesmas ao estresse salino.

Com relagdo aos cotilédones, as suas células
também revelaram coramento positivo do citoplasma
com lugol, entretanto, diferentemente do endosperma,
os granulos de amido se apresentaram em menor
nimero, com dimensdes muito menores do que os
observados no endosperma, com formato semelhante
a pontos escuros (FIG. 4 e 5). Adicionalmente, nos
cotilédones, observou-se também reducdo no nimero
desses granulos, especialmente nos tratamentos
com sementes envelhecidas, apos 24 (FIG. 4F) e 72
horas de embebicdo em agua destilada (FIG. 4J]) e em
presenca de NaCl (FIG. 4L), bem como na semente
osmocondicionada germinando sob estresse salino
(FIG.5J). Durante a formagdo das substancias de reserva
das sementes de Bixa orellana, os granulos de amido
se apresentavam pequenos € em pequena quantidade,
porém, com o avango da maturagdo das sementes, estes
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Cotilédone
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Figura 5 - Cortes transversais de sementes de sorgo coradas com lugol. Endosperma e cotilédone das sementes, evidenciando
os granulos de amido (—). NC - semente nao condicionada; C - semente condicionada; Oh - semente quiescente; H20/48h -
semente embebida em agua por 48 h; NaCl/48h - semente embebida em solugdo de NaCl a 100 mM por 48 h

adquiriram formato arredondado e se apresentavam em
maior nimero. Por outro lado, durante a germinagao
das sementes, foi observada redu¢do do numero dos
granulos de amido e mudanga no seu formato devido
a sua mobiliza¢do durante o desenvolvimento da nova
plantula (AMARAL et al., 2001).

O amido ¢ uma das mais importantes formas
de reserva de carbono nas plantas, em termos de
quantidade, universalidade de sua distribui¢do e
importancia comercial (ANTUNES et al., 2007).
Teixeira ¢ Machado (2008), estudando a localizacdo
das reservas de Caesalpinia echinata e Caesalpinia
ferrea, observaram que o amido ¢ a principal reserva
que se acumula nas células dos tecidos de reserva
dessas espécies. Em Prosopis juliflora, os granulos de
amido aumentaram até 24 h de embebigdo da semente,
diminuindo logo em seguida apds 72 horas (GALLAO
et al., 2007). Nas sementes de Phaseolus vulgaris,
submetidas ao envelhecimento acelerado, observou-se
perda do conteudo celular e decréscimo do didmetro
dos granulos de amido quando comparado as sementes
secas e estocadas (CORTELAZZO et al., 2005). De
forma discordante, por ndo ter sido observado grandes

alteracdes na morfologia das sementes de sorgo, mesmo
quando expostas as condigdes de estresse, pode-se
dizer que estas ndo sofreram danos morfologicos que
pudessem comprometer os componentes de reserva de
suas sementes.

Conclusoes

1. As células das sementes de sorgo apresentaram formatos
irregulares, variando do eliptico ao mais arredondado,
sendo que a coloragdo com o azul de toluidina também
revelou a presenga de nucleos, principalmente em
sementes osmocondicionadas, indicando que algumas
células apresentaram intensa atividade celular;

2. As proteinas foram detectadas, principalmente, em
corpos protéicos nos cotilédones, enquanto que o amido
foi identificado na forma de granulos, principalmente
no endosperma;

3. O envelhecimento artificial e o condicionamento
osmotico, bem como a exposi¢do destas ao estresse
salino, resultaram em poucas mudangas morfologicas e
citoquimicas.
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