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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi avaliar a influéncia do estresse
salino na qualidade fisiolégica e composigdo quimica das sementes de
soja. Sementes foram submetidas a pré-tratamento de uma hora em
trés concentragées: zero, 50 e 100 mM de NaCl. Avaliou-se a
percentagem de germinagdo, primeira contagem de germinag&o,
envelhecimento acelerado, condutividade elétrica (trés e 24 horas),
indice de velocidade de germinagdo, emergéncia, indice de velocidade
de emergéncia, comprimento e massa seca de pléantulas, atividade
enzimatica da fosfatase acida e alfa-amilase aos zero, cinco e oito
dias, amido, agucar e proteina solivel. A analise dos resultados
permitiu concluir que o aumento da concentragdo salina ocasionou
redugdo na germinagdo e vigor das sementes; os testes de
envelhecimento acelerado e emergéncia ndo foram eficientes na
avaliagdo do vigor das sementes sob estresse salino; a atividade
enzimatica foi influenciada apenas aos zero dias pelo estresse salino.

Palavras-chave: Glycine max, salinidade, vigor, atividade
enzimatica.

INTRODUGAO

Atualmente a cultura da soja é de grande importancia
econdmica para o Brasil, dentre os problemas enfrentados
destaca-se a dificuldade de estabelecimento adequado da
cultura (BRACCINI et al., 1996), fato que exige a utilizagédo de
sementes de alta qualidade, de modo a permitir rapida
emergéncia e desenvolvimento das plantas (CARVALHO &
NAKAGAWA, 2000; KRZYZANOWSKI et al., 1993).

A capacidade da semente germinar dentro de amplas
condigbes € definida como manifestagdo de vigor, que
depende, entre outros fatores, das condi¢cdes ambientais
encontradas no local onde foram semeadas (KHAN, 1976). No
campo podem ser encontrados solos salinos, e a semente
devera ser vigorosa para que seja competitiva.

Muitos trabalhos foram feitos sobre os mecanismos de
adaptacéo, referentes a fisiologia da resisténcia das plantas a
salinidade (SILVA et al., 1992). O método mais difundido para
a determinagéo da tolerancia das plantas aos sais € a medida
da porcentagem de germinagdo das sementes em substrato
salino. A redugéo desta caracteristica, quando comparada ao
controle serve como um indicador do nivel de tolerancia a
salinidade (KHAN, 1976). Da mesma forma que ocorrem
alteracdes no processo germinativo e na manifestagdo do

vigor, também a sanilidade pode afetar de alguma forma o
metabolismo e a constituigdo quimica das sementes.

O inicio do processo de deterioragdo das sementes é
manifestado pela perda do vigor. Varias enzimas, tais como,
lipases, amilases, proteinases, desidrogenases e fosfatases
apresentam reducdo de sua atividade em decorréncia do
decréscimo da qualidade fisiologica das sementes, (BEWLEY
& BLACK, 1994). As mudangas na atividade enzimatica, estdo
baseadas na suscetibilidade especifica destas enzimas ao
agente causador do estresse ou, estas alteragbes, séao
resultado de um Uunico evento, por exemplo, ativagdo de
proteases, as quais afetariam a fungdo de varias enzimas
(VIEIRA et al., 2000).

A a-amilase, enzima hidrolitica, é produzida pela
camada de aleurona em resposta a acdo das giberelinas,
sendo liberada dentro do endosperma onde causa a
conversao de amido em agucares, utilizados no crescimento
do embrido (ARTECA, 1995). Similarmente, a fosfatase acida
€ uma enzima do tipo hidrolase, que atua no metabolismo de
carboidratos e fosfatos, participando da mobilizagdo de
proteinas de reserva, principalmente durante a germinagao e
crescimento da plantula (BEWLEY & BLACK, 1994; GOMES
et al., 2000).

As sementes sdo especialmente vulneraveis aos efeitos
da salinidade, ocorrendo algumas alteragdes no metabolismo
e até mesmo reducgéo de vigor e potencial germinativo. Deste
modo, este trabalho foi conduzido com o objetivo de avaliar a
influéncia do estresse salino na qualidade fisioldgica e
constituicdo quimica de sementes de soja cv RS 10.

MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratério de
Andlise de Sementes do Departamento de Fitotecnia da
Faculdade de Agronomia Eliseu Maciel (FAEM) e no
Laboratério de Fisiologia de Sementes do Departamento de
Botanica, da Universidade Federal de Pelotas, no periodo de
setembro a dezembro de 2002. Foram utilizadas sementes de
soja (Glycine max (L.) Merrill) da cultivar RS 10.

Os tratamentos constituiram-se de trés concentragbes
de sal (zero, 50 e 100 mM de NaCl). As sementes foram
imersas por uma hora nas diferentes concentragbes salinas, e
a seguir realizaram-se os testes de germinagao, vigor (exceto
para o teste de envelhecimento acelerado) e constituigdo
quimica.
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Teste de germinagao (TG) — foi conduzido com quatro
subamostras de 50 sementes, com trés repeticbes por
tratamento, utilizando como substrato rolos de papel germitest,
previamente umedecidos com agua destilada na quantidade
de 2,5 vezes o seu peso inicial. Os rolos foram mantidos em
germinador com temperatura constante de 25°C e as
contagens feitas no quinto e oitavo dia apdés a semeadura
(BRASIL, 1992); primeira contagem de germinagao (PCG) —
foi realizada em conjunto com o teste de germinagéo no quinto
dia apdés a semeadura; envelhecimento acelerado (EA) —
foram utilizadas 600 sementes de soja por tratamento,
colocadas em caixas gerbox, sobre uma tela de ago inox,
contendo 40 mL de agua destilada para o controle, 40 mL de
solugédo salina 50 e 100 mM de NaCl. As sementes foram
mantidas em camara BOD a 42°C e 100% de umidade relativa
(MARCOS-FILHO, 1999). Apos 48 horas, as sementes foram
colocadas para germinar em rolos de papel germitest, sendo
posteriormente feita a avaliacdo conforme as Regras para
Andlise de Sementes — RAS (BRASIL, 1992); condutividade
elétrica (CE) — foi realizada com quatro subamostras de 50
sementes por repeticdo, sendo as sementes aparentemente
isentas de danos mecanicos, as quais foram pesadas e
imersas em 75 mL de agua deionizada a 25°C (VIEIRA &
CARVALHO, 1994). Apés trés horas do inicio da embebigao
foi realizada a primeira leitura, e apés vinte e quatro horas do
inicio da embebicdo foi feita a segunda leitura em
condutivimetro DIGIMED modelo DM-31, sendo o valor obtido,
dividido pelo peso das sementes e os resultados expressos
em pmhos g'1 de semente de acordo com VIEIRA &
CARVALHO (1994); indice de velocidade de germinagao
(IVG) — foi realizado com quatro subamostras de 50 sementes,
por repeticdo dos tratamentos, sendo as avaliagbes feitas
diariamente a partir da protusdo da radicula, até o dia da
ultima contagem estabelecido pelas RAS (KRZYZANOWSKI et
al,, 1999). O IVG foi calculado de acordo com MAGUIRRE
(1962) utilizando a seguinte férmula: IVG = G1/N¢1 + Go/N2 + ...
+ Gn/Nn, onde Gn = ndmero de sementes com protusao de
raiz; Nn = niumero de dias da semeadura até as contagens;
emergéncia de plantulas (E) - foi realizada em bandejas com
areia esterilizada e umedecida com agua na propor¢do de
60% de sua massa, sendo a semeadura feita manualmente a
profundidade de 20 mm, utilizando-se 600 sementes em cada
tratamento (trés repeticdes de 200 sementes). A percentagem
de emergéncia foi obtida com plantulas emergidas até o
vigésimo primeiro dia apdés a semeadura; indice de
velocidade de emergéncia (IVE) - utilizou-se a mesma
instalagdo do teste de emergéncia das plantulas. Apos o inicio
da emergéncia, foram realizadas observagdes diarias, até que
fosse obtida leitura constante sendo consideradas como
emergidas as plantulas que apresentavam tamanho superior a
20 mm de parte aérea e o célculo foi feito com a mesma
formula descrita por MAGUIRRE (1962); comprimento de
planta (CP) e massa seca (MS) — foram utilizadas quatro
subamostras de 20 plantas instaladas em bandejas com areia
esterilizada e umedecida com agua na proporgédo de 60% de
sua massa, sendo a semeadura feita manualmente a uma
profundidade de 20 mm. Aos quatorze dias as plantas foram
medidas com uma régua graduada em milimetros (mm),
obtendo-se o comprimento total de planta. As mesmas foram
colocadas em sacos de papel e permaneceram em estufa a
105°C por cinco dias, e posteriormente aferidas a massa com
o auxilio de balanga, com resultados expressos em mg planta'1
(KRZYZANOWSKY et al.,, 1999); atividade enzimatica e
conteudo de reserva - para a determinagdo da atividade
enzimatica as extragbes foram feitas nos tempos zero, cinco e

oito dias apdés a semeadura, utilizando 0,5 g de sementes
(tempo zero) e plantulas (aos 5 e 8 dias), em um gral com 20
mL de tamp&o acetato de potassio com pH 7,0. A mistura foi
centrifugada a 3000 rpm por 15 minutos. O sobrenadante foi
retirado e colocado em tubos de ensaio e mantidos em
geladeira a 4°C até a realizagdo das analises de: a) fosfatase
acida (FAC) - quatro aliquotas foram separadas com 1 mL de
extrato, sendo entdo adicionados 0,1 mL de penitrofenil por
tubo de ensaio, e incubados a 30°C por 5 minutos; adicionou-
se 1 mL de NaOH 0,5 N e 5,0 mL de agua destilada sendo a
leitura realizada em espectrofotbmetro marca CELM, modelo
E. 225 D a 400 nm conforme descrito pela ASSOCIATION OF
OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS (1965). Os resultados
foram expresos em nmol min™ g de sementes - b) alfa-
amilase (a-AMY) — o extrato foi colocado em banho-maria a
70°C durante 20 minutos, adicionando-se 0,1 mL da amostra
por tubo completando o volume de 1 mL com tamp&o e 1 mL
de solucdo de amido, permanecendo incubado a 30°C por 5
minutos. Apds, foi adicionado 1 mL de lugol e 9 mL de agua, a
leitura foi realizada em espectrofotbmetro a 620 nm
(ASSOCIATION OF OFFICIAL AGRICULTURAL CHEMISTS,
1965). Os resultados foram expressos em pg de amido
hidrolizado min™ g de sementes ~'. Conteudo de reservas da
semente (AMIDO) — a 0,1 mL do extrato de cada tratamento
foram adicionados 0,9 mL de agua destilada e 3 mL de
antrona; os tubos permaneceram em banho-maria 100°C por 3
minutos. A leitura foi feita a 620 nm, e os valores foram
comparados com uma curva padrédo de glicose. Os resultados
foram expressos em pg de amido g de sementes - agucar
soluvel — para a determinagédo do agucar soluvel as sementes
permaneceram em estufa a 105°C por 48 horas e
posteriormente moidas. 0,25 g de farinha foram adicionados a
20 mL de etanol 85%. As amostras foram centrifugadas por 15
minutos a 3000 rpm. Ao volume de 0,1 mL do sobrenadante foi
adicionado 0,9 mL de agua destilada e 3 mL de antrona,
colocou-se os tubos em banho-maria 100°C por 3 minutos; a
leitura foi feita a 620 nm e os valores comparados com uma
curva padrao de glicose. Os resultados foram expressos em
Mg de agucar soluvel g de sementes - proteina solavel -
para a determinagcdo da proteina solivel, as sementes
permaneceram em estufa a 105°C por 48 horas;
posteriormente foram moidas. Utilizaram-se 0,25 g de farinha
obtida na moagem, e adicionou-se 20 mL de KH;PO4 As
amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 3000 rpm. E
adicionados 5 mL e Comassie Blue. A leitura foi feita a 595 nm
e os valores comparados com a curva padrdo obtida com
BSA. Os resultados foram expressos em g de proteina
soluvel g de sementes -,

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado com trés repeticbes. Os dados expressos em
percentagem foram transformados em arc sen ./x /100 , €

utilizados nas analises de variancia. As comparagdes multiplas
entre as médias foram feitas pelo teste de Tukey ao nivel de 1
e 5% de probabilidade.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados indicaram que houve redugéo significativa
(P<0,01) na capacidade germinativa das sementes de soja
com incremento na concentracdo de NaCl (Tabela 1),
concordando com os resultados obtidos em soja por SANTOS
et al. (1996) e BRACCINI et al. (1996).
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Tabela 1 — Caracterizacdo da qualidade fisiologica de sementes de soja (Glycine max) da cultivar RS10, pelos testes de
germinagéo (TG), primeira contagem de germinagéo (PCG), envelhecimento acelerado (EA), emergéncia (E), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), massa seca (MS), comprimento de planta (CP) e condutividade elétrica (CE)

submetidas a diferentes concentragbes salinas

Concentragéo TG PCG EA E MS CP CE(uScm'g)

de NaCl (mM) (%) (g/plantula)  (mm) 3h 24 h
Zero 94,33a* 90,83a 49,08a 49,67 b 6,08a 0,61a 400,8a 20,89a 71,10a
50 86,177 b 8267 b 32,67 c 59,14a 5,50a 0,54 b 3094 b 4412 b 96,88 b
100 83,17 ¢ 7800 b 4142 b 3850 c 424 b 0,50 ¢ 304,3 b 73,56 c 125,44 ¢

*Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.

Potenciais hidricos muito negativos, especialmente no
inicio da embebi¢do, reduzem a absorgdo de agua pelas
sementes, podendo inviabilizar a seqiiéncia de eventos do
processo germinativo (BANSAL et al., 1980).

O indice de velocidade de germinagéo nao foi influenciado
significativamente pelos niveis de sal (dados néo
apresentados), apesar do potencial germinativo ter diferido
para os mesmos niveis em estudo. Segundo BRADFORT
(1986) e EIRA (1988), as sementes quando colocadas em
contato com a solugdo aquosa, contendo algum soluto, iniciam
a embebicdo de agua normalmente, cessando este processo
assim que entram em equilibrio com o potencial osmaético da
solugdo externa. Em potenciais osmaéticos muito reduzidos a
protusdo da radicula é impedida. Uma possivel explicacdo
para este caso, € que o sal (NaCl) ndo tenha produzido
potenciais hidricos suficientemente negativos capazes de
impedir a expansdo da raiz primaria, mas suficientemente
nocivos ao pleno desenvolvimento de plantulas normais. O
mau desempenho da germinacao na presenga de sal deve-se
a limitagéo na absorgéo de agua que provoca uma caréncia de
energia para desencadear os processos metabdlicos da
germinagdo (MAYER & POLJAKOFF-MAYBER, 1989).

A primeira contagem de germinacdo foi reduzida
significativamente pela salinidade, porém ndo ocorrendo
diferencga estatistica entre as concentragbes de 50 e 100 mM
de NaCl (Tabela 1). Em soja, SA (1987) e BRACCINI et al.
(1996) obtiveram resultados semelhantes, atribuindo a
redugdo no vigor, avaliado por meio do teste da primeira
contagem de germinagdo, ao decréscimo do potencial hidrico
causado pelo aumento na concentragao salina. Em arroz, o sal
produz retardo no processo germinativo, impossibilitando a
primeira contagem aos sete dias, ou seja, no periodo normal
para a cultura (CAMPOS & ASSUNCAO, 1990).

Para o teste de envelhecimento acelerado a concentragéo
de zero mM apresentou os melhores resultados, sendo que a
concentragdo de 100 mM obteve resultado superior a 50 mM
(Tabela 1). A primeira vista poder-se-ia atribuir esta variagédo
inesperada no comportamento do material ao baixo vigor
inicial das sementes concordando com os resultados obtidos
por BRADFORT (1986). Outro fator que possivelmente
interferiu nos resultados foi 0 somatério de estresses a que a
semente foi submetida, ja que no teste de envelhecimento
acelerado as sementes sao condicionadas sob estresse que
pode ser relacionado ao potencial fisioldgico (MARCOS-
FILHO, 1987).

Os resultados do teste de emergéncia de plantulas foram
contraditérios, apesar de diferirem significativamente entre os
tratamentos (Tabela 1). Os baixos indices de emergéncia
podem ser explicados pelo baixo vigor das sementes, sendo
que a concentragdo de 50 mM de NaCl apresentou maior
porcentagem de plantas emersas do que as do controle e da
concentragdo maior de 100 mM de NaCl, sinalizando que 50
mM de NaCl seja uma dose subletal para soja. Geralmente, os

resultados do teste de emergéncia mostram-se ligeiramente
superiores ao teste de envelhecimento acelerado (48h-42°C),
mostrando que este teste é eficiente para estimar a
emergéncia de plantulas em campo (COSTA et al.,1984).

A andlise do indice de velocidade de emergéncia,
diferentemente da emergéncia que observa a formacao de
plantas normais ao final de 21 dias, avalia a emissdo dos
cotilédones inteiramente visiveis acima do solo (SANTOS et
al.,, 1996). Os dados referentes ao indice de velocidade de
emergéncia indicam que ndo houve diferenga significativa
entre o controle e a concentragdo de 50 mM (Tabela 1),
semelhante ao ocorrido no indice de velocidade de
germinacgdo, (dados ndo apresentados) onde os tratamentos
nao diferiram significativamente entre si, novamente conduz a
inferir que a dose de 50 mM de NaCl é subletal para soja.
Provavelmente, a solugdo salina ndo produziu potenciais
hidricos suficientemente negativos para evitar a protusdo da
radicula, concordando com BRADFORT (1986) e EIRA (1988)
que afirmam que apenas potenciais hidricos suficientemente
negativos inibem a protusdo da radicula e o consequente
desenvolvimento de plantulas normais.

Por outro lado, a concentragao de 100 mM NaCl reduziu
significativamente o indice de velocidade de emergéncia das
plantulas de soja. Concentragdes salinas causam limitagoes
na absorgdo de agua, provocando caréncia energética para
desencadear os processos metabdlicos da germinagéo
(MAYER & POLIJAKOFF-MAYBER, 1989), aliado ao fato da
emergéncia ter sido realizada em substrato areia.

A massa seca das plantulas de soja diminuiu
significativamente com o aumento da concentragdo salina
(Tabela 1). O incremento da concentragdo salina produz
efeitos adversos sobre a germinagéo e o vigor das sementes,
acarretando redugdo da matéria seca das plantulas de soja
(BRACCINI et al., 1996). Também, a restricdo hidrica atua
reduzindo a velocidade dos processos bioquimicos e
fisiolégicos, desse modo, as plantulas de soja sob déficit
hidrico tém menor crescimento, reduzindo o comprimento e o
acumulo de massa seca da plantula (SA, 1987). Do mesmo
modo, a matéria seca, o comprimento da raiz primaria e o
hipocétilo de diversos gendtipos de soja sofrem reducgdo
progressiva com aumento da concentragdo da solugdo salina
(SANTOS et al, 1996)

O comprimento da planta apresentou tendéncia
semelhante @ massa seca, onde os valores da testemunha
foram significativamente maiores do que os tratamentos
salinos que nao diferiram entre si. Novamente, a presenca de
solucdo salina reduziu o crescimento das plantulas, estando
de acordo com BRACCINI et al. (1996) e SANTOS et al.
(1996).

Além do estresse salino afetar a embebigéo, a velocidade
e a percentagem de germinagéo, o primeiro efeito mensuravel
do decréscimo do potencial hidrico é a redugdo do
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crescimento causada pela diminuicdo da expansao celular
(KRAMER, 1974).

A condutividade elétrica aumentou significativamente com
o incremento na concentragdo salina, tanto as trés quanto as
24 horas de embebicao (Tabela 1), mostrando que o sal pode
produzir danos no sistema de membranas celulares. A
capacidade de reorganizacdo das membranas celulares e de
reparar certo nivel de dano é maior para sementes de mais
alto vigor em comparacéo aquelas de baixo nivel de vigor,
consequentemente tém-se menores valores para a
condutividade elétrica da solugdo de embebigdo de sementes
de alto vigor comparadas aquelas de baixo vigor (AOSA,
1983).

Baseado nos resultados desta pesquisa pode ser inferido
gue a solugdo salina pode ter efeito danoso nas membranas
celulares, ocasionando alteragbes na integridade das
membranas. A integridade das membranas celulares é
variavel em fungdo do grau de alteragbes bioquimicas
deteriorativas e/ou danos fisicos, podendo ser considerada a
fundamental causa de alteragbes do nivel de vigor das
sementes, o qual pode ser indiretamente avaliado pela

determinacdo da condutividade elétrica na solugao de
embebicdo das sementes (VIEIRA & KRZYZANOWSKI, 1999).

Os dados médios referentes as atividades das enzimas
Fosfatase Acida (FAC) e alfa-amilase (a-AMY) sdo
apresentados na Tabela 2. As atividades das enzimas FAC e
o-AMY, determinadas ao zero dias, aumentaram com o
incremento na concentragdo salina, mas sem diferenga
significativa entre o controle e a dosagem de 50 mM e entre
esta e a dosagem de 100 mM, sugerindo que o estresse salino
atuou moderadamente como ativador dessas enzimas.
Entretanto segundo CAMPOS & ASSUNCAO (1990) os sais
podem produzir inibicdo visivel na sintese e/ou atividade de
enzimas hidroliticas necessarias a germinagao.

A atividade da FAC, avaliada aos cinco dias foi
significativamente maior sob estresse salino em relagdo ao
controle, porém sem diferenga estatistica entre 50 e 100 mM
de NaCl. Enquanto, as atividades da o-AMY, determinadas
aos cinco e oito dias, e da FAC, avaliadas aos oito dias, ndo
foram influenciadas pela concentragédo salina (Tabela 2).

Tabela 2 - Atividade das enzimas fosfatase acida (FAC) e a-amilase (a-AMY), aos zero, cinco e oito dias apds a semeadura de
sementes de soja Glycine max (L.)Merrill da cultivar RS10 submetidas a diferentes concentragdes salinas.

Concentragéo de

FAC (nmol™" min™' g de semente™)

o-AMY (ug min”’ g de semente”)

NaCl (mM) Zero dias** 5 dias* 8 dias Zero dias** 5 dias 8 dias
Zero 1852 b 2038 b 1681 a 385745 b 36020a 947534a
50 3728 ab 2937 a 2941 a 391369ab 42079a 938146a
100 4881a 3307 a 1428 a 396992a 34024a 954714a

*Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 1% de probabilidade.
**Médias seguidas por letras diferentes na coluna, diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em geral observou-se um decréscimo na atividade da
FAC, ocorrendo o inverso para a a-AMY, onde os valores
praticamente triplicaram no periodo estudado.

Os dados de contetdo de reserva da semente (amido),
agucar e proteina sollveis nao diferiram significativamente
para as diferentes concentracbes de NaCl (dados nao
apresentados).

CONCLUSOES

Nas condicdes em que foi desenvolvida a presente
pesquisa, conclui-se:

- O aumento da concentragdo salina ocasionou redugao
na germinacao e vigor das sementes;

- os testes de envelhecimento acelerado e emergéncia
nao foram eficientes na avaliagcdo do vigor das sementes sob
estresse salino;

- a atividade enzimatica é influenciada apenas aos zero
dias pelo estresse salino.

ABSTRACT

This work was carried out in order to evaluate salt stress on
physiological quality and chemical composition of soybean seeds.
Seeds were submitted the treatment of one hours in three different
concentration of 0, 50 and 100 mM of NaCl. The experiments were
done to evaluate the seeds vigour throngh tests as following:
percentage of germination, first counting of germination, electric

conductivity (three and 24h), index of germination speed, accelerated
aging, emergency of seedlings, seedlings emergency speed, length
and dry mass of shoot and root seedlings, total activity of the enzymes
phosphatase acid and a-amylaze (0, 5 and 8 days), and chemical
composition (starch, sugars and soluble protein). The results allowed
to conclude that the increase of saline concentration caused reduction
on germination and seed vigour. The tests such as accelerated aging
and emergency of seedlings were not efficient to evaluate the seeds
vigour under salt stress. The enzymes activities were affected by salt
stress only on zero days.

Key words: Glycine max, salinity, vigour, enzyme activity.
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