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Estresse hidrico na germinacao e vigor de sementes de feijao
submetidas a diferentes solu¢oes osméticas!

Water deficiency during bean seed germination induced by different osmotic
solutions

Ceci Castilho Custodio?, Gisele Rabelo Salomao® e Nelson Barbosa Machado Neto**

Resumo - O feijdo ¢ uma planta sensivel ao estresse hidrico, devido a baixa capacidade de recuperagdo apoés a falta de agua e
a um sistema radicular pouco desenvolvido. O presente estudo teve o objetivo de verificar os efeitos das solugdes osmobticas
CaCl,, MgCl, e Manitol nos potenciais de 0; -0,3; -0,6; -0,9 MPa durante a germinagdo de sementes de feijdo. Foram avaliadas
a germinacdo, primeira contagem de germinagéo, classificagdo de vigor, comprimento de parte aérea e de raiz primaria e
as massas secas de parte aérea e raiz das plantulas. O cloreto de calcio permitiu maxima germinagdo nos potencial de
-0,55 MPa enquanto manitol e MgCl, ndo promoveram diferengas de germinagdo. A deficiéncia de dgua diminuiu
a velocidade de germinacdo independente dos osmoticos. Entre os parametros de desenvolvimento de plantulas, o
comprimento de raiz foi o mais sensivel, indicando que a raiz se desenvolveu menos com os osmoéticos CaCl, e MgCl,
que com o manitol. Portanto, os ions Ca*" e Mg?* funcionaram como sinalizadores de estresse induzindo maior tolerancia
da plantula a deficiéncia de 4gua, dai o menor desenvolvimento de raizes nos tratamentos com CaCl, e MgCl, em relagio
ao manitol.

Palavras-chave - Phaseolus vulgaris L. Plantas-relagdes hidricas. Desenvolvimento de plantulas. Feijoeiro. Potenciais
osmoticos.

Abstract - Snap beans are sensitive to water stress, due to their low ability to recover after water deficit and to their poor
developed root system. This work was aimed to verify the effects of osmotic solutions CaCl,, MgCl, and Mannitol in the
potential of 0; -0.3; -0.6; -0,9 MPa during snap bean seed germination. Germination, first counting of germination, vigour
classification, length and dry mass of seedlings shoot and roots were evaluated. CaCl, allowed maximum germination at
-0.55 MPa but mannitol and MgCl, did not promote any changes in germination. Water deficit lowered the germination
velocity for any osmotic solution used. Amid the developmental parameters, root length was the most sensible, showing
that roots were less developed in CaCl, than in manitol. So, Ca** and Mg** worked as signaling ions, inducing a seedling
tolerance to water deficit and the roots were less developed when exposed to CaCl, e MgCl, in relation to manitol.

Key words - Phaseolus vulgaris L. Water deficit. Seedling growth. Bean plant. Osmotic potentials.
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Introducao

Estudos com sementes tém sido conduzidos sob
condi¢des de deficiénciahidricausando solugdes osmoticas
para simular um ambiente com pouca umidade, sendo o
efeito dependente tanto do soluto utilizado, em um mesmo
grau de deficiéncia de agua, como PEG - polietileno glicol
(MORAES et al., 2005; SILVA et al., 2006; TEIXEIRA
et al., 2008); manitol (BRAGA et al., 1999; COSTA et
al., 2004); CaCl,, KCI, NaCl e MgCl, (BENEDITO et
al., 2008; BRACCINI et al., 1996; DANTAS et al., 2007,
FURTADO et al., 2007; KRACKHARDT; GUERRIER,
1995; MACHADO NETO et al., 2006; MORAES;
MENEZES, 2003); como da espécie, por exemplo, soja
(MORAES; MENEZES, 2003) e feijao (DANTAS et al.,
2007; MACHADO NETO et al., 20006).

Assim, PEG6000 foi mais drastico que manitol ou
NaCl (MORAES et al., 2005) e o NaCl foi mais rigoroso que
manitol (MACHADO NETO et al., 2004). O CaCl, foi similar
ao manitol nos seus efeitos, sendo superior a NaCl ¢ KCI
(MACHADO NETO et al., 2006). O MgCl, e o PEG6000
foram mais estressantes que NaCl e KCl na germinagdo de
sementes de soja (MORAES; MENEZES, 2003).

O sodio e o potassio funcionam como osmoticos
e salinizantes, desestabilizando o equilibrio Na":K* e
acarretando rapida diminuicdo do crescimento. O célcio
age em diversos sistemas celulares (RAY et al., 2007),
modulando a expressdo de proteinas (DOMBROWSKI;
BERGEY, 2007, OLSSON et al., 2004) estabilizando
membranas (RAVEN et al., 2007, TAIZ; ZEIGER, 2004)
sinalizando estresses ambientais (JIANG; HUANG, 2001;
REDDY, 2001; SANDERS et al., 2002) ¢ mantendo a
integridade celular (YANG; POOVAIAH, 2002).

O ion Mg?* podera ter fung¢des analogas ao Ca®* em
diversas vias de tolerancia, no que diz respeito as injurias
mecanicas, devido a liberagdo dos mesmos no apoplasto
ativando o peptideo sistemina, como apontado por
Dombrowski e Bergey (2007). Contudo, este ion € pouco
estudado, havendo escassez de referéncias sobre estresses,
especialmente em sementes.

Manitol causou redugdes na germinagdo, no
comprimento e massa seca de parte aérea e de raizes, e de
plantulas normais de feijao em potenciais de -0,4 a -0,6
MPa, porém, entre os potenciais hidricos de -0,001;-0,01 e
-0,2 MPa nio foram constatadas diferengas na normalidade
destas plantulas e nem em relagdo a matéria seca (BRAGA
etal., 1999). Sementes de feijdo germinadas em diferentes
potenciais hidricos, obtidos a partir de solugdes osmoticas
de manitol, CaCl,, KCl ¢ NaCl, mostraram que o manitol
¢ o CaCl, ndo apresentaram diferengas estatisticas na
maioria dos resultados analisados até a concentragao de
-0,6MPa, enquanto as solu¢des de KCI e NaCl, além de

funcionarem como reguladores osmoticos, foram toxicas
as sementes de feijdo (MACHADO NETO et al., 2006).
Para Dantas et al. (2007) solu¢des de NaCl acima de -0,02
MPa (10 mol m?) inibiram tanto a germinagdo como o
crescimento das plantulas de feijdo.

Este trabalho objetivou simular a deficiéncia de agua
sobre a germinagao e vigor de sementes de feijao (Phaseolus
vulgaris L.), cultivar ‘IAC - Carioca 80SH’, em condigdes
de laboratorio, utilizando manitol, CaCl, e MgCl,.

Material e métodos

O experimento foi realizado no Laboratorio de
Sementes da Universidade do Oeste Paulista- UNOESTE,
Presidente Prudente - SP, utilizando-se sementes de
feijdo ‘IAC - Carioca 80SH’, submetidas & germinagdo
em diferentes potenciais osmoéticos, simulando situagdes
de estresse hidrico. Foram utilizados: manitol, CaCl,,
MgCl, em potenciais de 0; -0,3; -0,6 ¢ -0,9 MPa
estabelecidos pela equagdo de Van’t Hoff, citado por
Taiz e Zeiger (2004), ou seja: y_= -RTC, em que: y_=
potencial osmético (atm); R= constante geral dos gases
perfeitos (0,082 atm.mol.L-".K); T= temperatura (K); C=
concentragdo (mol.L") e T (K)=273+T(°C) (Tabela 1).

O teste de germinacdo consistiu em colocar
quatro repeticoes de 50 sementes, distribuidas entre
trés folhas de papel toalha (Germitest®), sendo duas
como base e uma para cobrir, organizadas em rolos,
umedecidas com 2,5 vezes a sua massa seca (BRASIL,
1992) com as solugdes ja mencionadas (Tabela 1).
Em seguida, os rolos foram envolvidos em sacos de
polietileno e mantidos em germinador a temperatura
constante de 25 °C. As contagens foram realizadas
no quarto e sétimo dia, computando-se as plantulas
normais ‘fortes’ e normais ‘fracas’, anormais e as
sementes mortas (BRASIL, 1992; NAKAGAWA,
1999). Para o resultado de germinacao considerou-se a
porcentagem de plantulas normais (somatdrio de fortes
e fracas nas duas contagens). Para a primeira contagem
da germinagdo foram computadas apenas as plantulas
normais obtidas na primeira avaliagdo (somatério de
fortes e fracas) e para a classificacdo do vigor, apenas
as normais fortes (somatorio das duas contagens).

Foram consideradas plantulas normais ‘fortes’
as que ndo apresentaram pequenas irregularidades em
quaisquer de suas estruturas essenciais, como sistema
radicular, hipocétilo, cotilédone e aspecto geral da
plantula NAKAGAWA, 1999).

Para os testes de vigor foram utilizadas quatro
repeticdes de 10 sementes, distribuidas entre trés folhas
do substrato papel toalha (Germitest®), sendo duas como
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base e uma para cobrir, organizadas em rolos, umedecidas
com 2,5 vezes a sua massa seca (BRASIL, 1992) com as
solugdes ja mencionadas (Tabela 1), formando linha Gnica
a 10 cm da borda superior da folha. Em seguida, os rolos
foram envolvidos em sacos de polietileno ¢ mantidos em
germinador a temperatura constante de 25 °C. A avaliagdo
foirealizada no quarto dia, medindo-se araiz ¢ o hipocétilo,
seccionando-se a parte aérea (sem os cotilédones) ¢ a
raiz das plantulas normais, que foram acondicionadas
separadamente, em sacos de papel fino e posteriormente
levadas para secar em estufa a 60 °C por 48 horas. Ao
término da secagem, os materiais foram resfriados em
dessecador e pesados em balanga analitica com precisdo
de 0,001 g (NAKAGAWA, 1999). O célculo da relagao
raiz/parte aérea foi efetuado com base nos comprimentos
de raiz e hipocotilo.

Tabela 1 - Concentragdes de manitol, CaCl, e MgCl, para
obter diferentes niveis de potencial osmotico da solugdo de
embebigao

Niveis de
potencial Manitol CaCl, MgCl,
osmotico
(MPa) (g.L'h
0 0 0 0
-0,3 22,29 7,98 6,85
-0,6 44,58 15,95 13,71
-0,9 66,87 23,94 20,56

O delineamento experimental foi inteiramente
casualizado em arranjo fatorial de 3 x 4 (trés agentes
osmoticos X quatro potenciais hidricos), com quatro
repetigoes. O software SISVAR (FERREIRA, 2000)
auxiliou na analise dos dados que consistiu em aplicagdo
do teste F, para a analise de variancia, regressao polinomial
para os niveis de potencial osmoticos e teste de Tukey para
comparagdo de médias dentro de cada nivel do potencial,
para cada uma das variaveis estudadas.

Resultados e discussao

Os osmoticos utilizados para diminuir o potencial
de agua do substrato para germinagdo, promoveram
diferentes respostas de germinacdo em feijao. O CaCl,
permitiu maxima germinacdo no potencial calculado
em -0,55 MPa, enquanto os demais osmoticos, manitol
e MgCl, ndo promoveram diferengas de germinagdo
(Figura 1A).
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Em condi¢des de plena disponibilidade hidrica,
as sementes especialmente as mais secas, hidratam-se
rapidamente, ocasionando danos por embebicdo. Ao
mesmo tempo, pode haver hipoxia/anoxia, colaborando
na perda de germinagdo das sementes (MARCOS
FILHO, 2005).
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Figura 1 - Germinacdo (A) e primeira contagem da germinagao
(B) de sementes de feijdo submetidas a simulagao de deficiéncia
hidrica durante a germinagdo em solugdes de manitol, CaCl,
e MgCl,. Presidente Prudente, 2007. (ns: ndo significativo; *
significativo a 5%; ** significativo a 1%)

Por outro lado, valores de potenciais proximos
ao zero podem provocar o envigoramento de lotes
de maior potencial fisiologico, enquanto que os lotes
menos vigorosos respondem com imediato decréscimo
na germinagdo (MACHADO NETO et al., 2004). Silva
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et al. (2006) recomendam que estresse osmotico, em
potencial igual ou inferior a -0,6 MPa, ¢ um procedimento
promissor para a avaliacdo do potencial fisiologico de
sementes de soja.

A deficiéncia de agua diminuiu a velocidade de
germinacdo independentemente das solugdes osmoticas
(Figura 1B). Nos potenciais de zero, -0,6 ¢ -0,9MPa as
diferencas praticamente inexistiram, por agruparem
os dados dos diferentes osmoéticos nos potenciais mais
drasticos e por serem iguais no zero. No potencial -0,3
MPa ocorreu diferenga entre os osmoticos, sendo que a
utilizagdo do CaCl, foi mais drastica que o manitol e o
MgCl, na primeira contagem da germinagdo (Tabela 2).
Houve ainda, a diminuigdo das plantulas normais fortes
(classificagdo de vigor, Figura 2A). No potencial -0,3
MPa, o efeito do MgCl, sobre a classificagdo de vigor foi
mais drastico que o CaCl,, enquanto o manitol ficou em
posicado intermedidria (Tabela 2).

Segundo Tobe et al. (2003) o calcio atuaria como
protetor da germinagdo, enquanto que o magnésio, por
vezes, teria efeitos mais toxicos que o sdédio, dado
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corroborado pelo trabalho de Moraes e Menezes (2003).
Neste caso isto foi observado na variavel classificagdo
de vigor (Tabela 2). Segundo Machado Neto et al.
(2006) o cloreto de calcio atenuou o estresse hidrico
mesmo a -1,2 MPa para a germinagao e foi superior, ao
manitol e aos cloretos de sddio e potassio, na primeira
contagem de germinacdo e na classificagdo de vigor a
-0,6 MPa.

Em sementes, o vigor ¢ mais afetado do que a
germinacdo, quando essas sdo submetidas a deficiéncia
hidrica por solugdes osmoéticas (MACHADO NETO
et al., 2004, MORAES; MENEZES, 2003) as quais
podem também apresentar toxidez aos sais envolvidos
(MACHADO NETO et al., 2006).

Segundo Moraes et al. (2005) o vigor das sementes
de feijdo, na primeira contagem de germina¢do manteve-
se em torno de 90% até -0,2 MPa, a partir do qual diminuiu
drasticamente, sendo que em -0,25 e -0,3 MPa, ndo houve
manifestacdo de vigor para PEG e NaCl, respectivamente.
Todavia, Braga et al. (1999) observaram reducdo nos
pardmetros de germinacdo, comprimento e massa de
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Figura 2 - Classificacdo de vigor (A) e comprimento de raiz (B) de plantulas originadas de sementes de feijao submetidas a simulagdo
de deficiéncia hidrica durante a germinagdo em solugdes de manitol, CaCl, e MgCl,. Presidente Prudente, 2007. (*: ndo significativo;

" significativo a 5%; " significativo a 1%)
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Tabela 2 - Germinagio (G), primeira contagem da germinagio (PCG), classificagdo de vigor (CV), comprimento de raiz (CR), massa
seca de parte aérea (MSPA) e raiz (MSR) e relacdo raiz/parte aérea (RR/PA) de sementes de feijao submetidas a simulagdo de deficiéncia

hidrica durante a germinagdo em solucdes de manitol, CaCl, e MgCl,

G(%) PCG(%) CV(%) CR(cm)  MSPA(g)  MSR(g) RR/PA
P ‘(’;Zg?)al -0,3 0,3 0,3 -0,3 -0,3 0,3 0,3
Manitol 100a 84a 92ab 10,152 0,144b 0,089 4,50a
CaCl, 99a 68b 95a 8,54b 0,175ab 0,095a 321b
MgCl, 100a 82a 89b 8,06b 0,204a 0,083a 3,49b
Valor de F 0,35™ 32,06+* 3,824+ 9,08%* 13,46%+ 1,48™ 3,69*

Médias seguidas por mesma letra indicam diferenga ndo significativa pelo teste Tukey com 5% de significancia. ns ndo significativo; * significativo a

5% e ** significativo a 1%

plantulas de feijao apods -0,4 MPa. Machado Neto et al.
(2006) estudando o comportamento de diversos osmoticos
sobre o desempenho de sementes de feijdo, observaram
que a primeira contagem de germinagdo foi pouco afetada
pela diminuicdo do potencial osmotico até -0,6 MPa
induzido por CaCl,. No entanto, este mesmo potencial
induzido por manitol reduziu para um quarto a primeira
contagem da germinagdo. NaCl e KCI ndo permitiram a
manifestagdo do vigor.

O comprimento de raiz diminuiu com o aumento da
deficiéncia de agua (Figura 2B). No potencial -0,3 MPa, o
manitol foi menos drastico que os outros dois osmoticos
(Tabela 2). Uma possivel interpretacdo para este
resultado é que os ions Ca*" ¢ Mg?" funcionem como
sinalizadores de estresse induzindo maior tolerdncia
da plantula a deficiéncia de 4agua, dai o menor
desenvolvimento de raizes nos tratamentos com CaCl,
e MgCl,.

A massa seca de parte aérea decresceu com o
aumento da deficiéncia de agua (Figura 3A), e demonstrou
diferenca entre os osméticos, no potencial de -0,3 MPa,
dentre os quais o0 MgCl, permitiu maior transferéncia das
reservas da semente para o crescimento da parte aérea
que o manitol, sendo que o CaCl, ndo diferiu dos demais
osmoticos (Tabela 2).

A massa seca de raiz decresceu com o aumento
da deficiéncia de dgua para a germinacdo (Figura 3B),
ndo ocorrendo diferengas entre os osmoticos utilizados
(Tabela 2). Esses resultados podem ser explicados por
diferencas de espessura ou de hidratacdo da raiz. A
relagdo raiz/parte aérea apresentou ponto de maximo para
0 osmotico manitol calculado em -0,36 MPa (Figura 3C).

Em plantas adultas, a aplicagdo de Mg?" atenua
o acumulo de matéria seca na parte aérea em plantas
com deficiéncia deste elemento, modulando o fluxo do
floema para o desenvolvimento das raizes e diminuindo
a formacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS)
responsaveis por diversos efeitos na planta (CAKMAK;
KIRBY, 2008), de resisténcia a estresses bidticos ou
abidticos (BAILLY, 2004) até o crescimento e morte
celular (GREGGAINS et al., 2000). A relagdo raiz/parte
aérea foi maior no osmoético manitol (-0,36 MPa) que
em CaCl, e MgCl, (Tabela 2). Isto pode ser devido, em
parte, a Ca>* e Mg*" externos, que podem ter deslocado
as reservas para o crescimento do eixo hipocotilo-
radicula, por atuarem como sinalizadores de estresse,
sendo que os ions mantiveram maior desenvolvimento
da parte aérea em relagdo ao manitol. O aumento de
Ca* e Mg? no apoplasto, neste caso pela aplicagao
exogena das solugdes, segundo Dombrowski e Bergey
(2007), incrementariam a resposta a estresse.
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Figura 3 - Massa seca de parte aérea (A), de raiz (B) e relagdo
raiz/parte aérea (C) de plantulas originadas de sementes de
feijdo submetidas a simulacdo de deficiéncia hidrica durante
a germinagdo em solugdes de manitol, CaCl, e MgCl,. (*: ndo
significativo; * significativo a 5%; ™" significativo a 1%)

Conclusoes

Todas as solu¢des osmédticas influenciam o vigor,
sendo este mais sensivel que a germinagdo a deficiéncia
de 4gua. O cloreto de calcio permite maxima germinagdo
no potencial de -0,55 MPa.

O comprimento de raiz é mais sensivel que a massa
seca de raiz, indicando que a raiz se desenvolve menos
com os osmoticos CaCl, e MgCl, do que em manitol.

O manitol é o osmdtico menos drastico ndo
havendo diferencas entre os efeitos do CaCl, e o MgCl,
quando estes sdo utilizados como osmoticos para testar
deficiéncia hidrica.
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