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RESUMO

SILVA, Priscila Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vicosa, Fevereiro de 2013. Inter-
relacdes entre o estresse salino e a biossintese de etileno no controle da germinacao de
sementes de Stylosanthes. Orientador: Raimundo Santos Barros

Avaliou-se o efeito do estresse salino na germinacdo de sementes de trés espécies de
Stylosanthes, género de leguminosas tropicais forrageiras, examinando-se suas inter-
relacbes com a rota biossintética do etileno, via producdo de &cido 1-carboxilico-1-
aminociclopropano (ACC). A germinacdo e a producdo de etileno de sementes
escarificadas de S. humilis foram inibidas por solu¢Ges de NaCl, mas ndo por solucdes
isosmoticas de PEG-6000. Os efeitos inibitorios do NaCl sobre a germinacdo e a
biossintese de etileno foram completamente revertidos, apds a transferéncia das sementes
para agua desionizada. Ademais, o0 ACC reverteu a inibi¢do da germinacédo provocada por
solucdo de NaCl, resultado que se correlacionou com a producdo de etileno. Assim, a
inibicdo por NaCl na germinacdo daquelas sementes parece uma consequéncia da condicéo
de estresse provocada pelas altas concentracbes do Na, por inibicdo da producdo de
etileno. Sob a acdo do NaCl a capacidade de biossintese de etileno mostrou-se maior em
sementes de S. guianensis do que em sementes de S. humilis e S. capitata, o que se
mostrou correlacionado com as respectivas taxas de germinacdo. Plantulas de S. guianensis
também exibiram maiores taxas de crescimento e de sobrevivéncia do que plantulas de S.
humilis e S. capitata, sob o estresse do sal. As diferentes habilidades de biossintetizar
etileno entre as sementes de S. guianensis, S. humilis e S. capitata podem explicar

diferencas na toleréncia a salinidade das trés espécies



ABSTRACT

SILVA, Priscila Oliveira, M.S., Universidade Federal de Vigosa, February, 2013. Inter-
relationships between salt stress and ethylene biosynthesis in the control of
germination of Stylosanthes seeds. Advisor: Raimundo Santos Barros

The effect of salt stress on germination of scarified seeds of Stylosanthes, a tropical forage
legume genus was evaluated by examinating their interrelationships with the ethylene
biosynthetic pathway via production of 1-aminocyclopropane-1-carboxylic acid (ACC).
Germination and ethylene production of seeds of S. humilis were inhibited with NaCl
solutions, but not with isosmotic solutions of PEG-6000. The inhibitory effects of NaCl on
both germination and ethylene biosynthesis were fully reversible following seed transfer to
deionised water. Moreover, ACC reversed the inhibition of germination induced by NaCl,
a result positively that correlated with the production of ethylene. Thus, inhibition of seed
germination by NaCl seems to be a consequence of a stressing condition triggered by a
high concentrations of Na inhibiting ethylene production. The ability of ethylene
biosynthesis showed much larger in S. guianensis seeds treated with NaCl than in S.
humilis and S. capitata seeds, which was also reflected in their germination levels. S.
guianensis seedlings also exhibited higher growth and survival rates than S. humilis and S.
capitata under salt stress. Furthermore, different quantitative abilities to synthesize
ethylene by S. humilis, S. capitata and S. guianensis seeds could explain the differences in

tolerance to NaCl stress by the three species.
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INTRODUCAO

O género Stylosanthes da familia Fabaceae contem aproximadamente 48 espécies,
encontradas em regides tropicais e subtropicais das Américas, Africa e sudeste da Asia
(Costa e Ferreira, 1984; Costa, 2006). O Brasil € 0 mais importante centro de diversidade
do género, sendo encontrado em suas regides central e nordeste (Stace e Cameron, 1984;
Costa, 2006). Stylosanthes humilis, S. guianensis e S. capitata sdo espécies muito
importantes de Stylosanthes, utilizadas em uma grande variedade de sistemas agricolas
(Grof et al., 1979; Costa e Ferreira, 1984; Edye, 1987). Adaptam-se bem aos solos de baixa
fertilidade e, assim, contribuem para melhoria da qualidade das pastagens em regides
tropicais e subtropicais (Lovato et al., 1999; Noble et al., 2000; Costa, 2006). Tal como
acontece com outras leguminosas, a germinacdo das sementes de Stylosanthes é regulada
pela impermeabilidade dos tegumentos a gases e agua (Maass e Sawkins, 2004; Moise et
al., 2005). A barreira tegumentar constitui um dos fatores fundamentais para persisténcia e
regeneracdo dessa leguminosa forrageira em pastagens, garantindo a manutencdo da
espécie em condicBes adversas do meio ambiente (Vleeshouwers et al., 1995; Murdoch e
Ellis, 2000). Essa barreira pode ser quebrada por altas temperaturas ou escarificacao
mecanica ou quimica (Mott e McKeon, 1979; Anand et al., 2010).

Além da dorméncia fisica, sementes de algumas espécies de Stylosanthes
apresentam também dorméncia fisioldgica (Costa, 2006). Em sementes de S. humilis, a
dorméncia fisiolégica € muito acentuada logo apds sua maturacdo e vai sendo perdida
gradualmente, até tornarem-se completamente germinaveis, aos 12-15 meses de idade pos-
colheita (Vieira e Barros, 1994). A dorméncia fisiologica de sementes de S. humilis pode

ser superada com acido 1-carboxilico-1-aminociclopropano (ACC), precursor imediato do



etileno (Vieira e Barros, 1994) e o 4&cido 2-cloroetilfosfonico (CEPA), substancia
liberadora de etileno no interior das células (Burin et al., 1987). O requerimento por etileno
é confirmado pela inibicdo da germinacdo de sementes ndo-dormentes por inibidores da
sintese e da acéo do etileno, como a aminoetoxivinilglicina (AVG), Co®* e Ag" (Pelacani et
al., 2005; Ribeiro et al., 2006). O etileno, portanto, seria um dos principios requeridos para
a quebra da dorméncia fisiologica e germinacao das sementes de S. humilis.

O etileno tem-se mostrado essencial para a germinacdo de diversas outras especies,
como Chenopodium album (Saini et al., 1986, Machabée e Saini, 1991), Xanthium
pennsylvanicum (Katoh e Esashi, 1975), Hordeum vulgare (Locke et al., 2000),
Amaranthus caudatus (Bialecka e Kepczynski, 2003) e varias outras. As sementes
daquelas espécies germinam quando adquirem a capacidade de sintetizar etileno ou quando
tém a sensibilidade a esse regulador aumentada (Whitehead e Sutcliffe, 1995). Além de o
etileno contribuir para a germinacdo das sementes de diversas espécies, tem-se proposto
que a producdo desse regulador gasoso durante 0s processos de embebicdo pode
antagonizar a inibicdo da germinacdo promovida por estresse do ambiente, tais como alta
temperatura, metais pesados e salinidade (K¢pczynski e Kepczynska, 1997; Calvo et al.,
2004; Chang et al., 2010; Wang et al., 2011).

A salinidade é considerada um dos fatores abi6ticos que limita a producdo vegetal.
Vaérios estudos tém mostrado que aproximadamente 20 % do total das terras agricultaveis
estdo contaminadas por altas concentragdes de sal (FAO, 2007). Em recentes anos, muitos
esforgos tém sido envidados para elucidarem-se 0s mecanismos de tolerancia das plantas a
toxicidade dos solos salinos (Munns e Tester, 2008). Em contraste, estudos diretos sobre o
efeito do estresse salino na germinagdo das sementes sdo pouco explorados. Apesar disso,
alguns estudos de caracterizacdo de efeitos regulados pelo estresse salino durante a
germinacdo de sementes tém produzido resultados interessantes. Por exemplo, Wang
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et al. (2011) verificaram que sementes de pepino (Cucumis sativus) exibiram aumento da
germinacdo sob condicdo de estresse salino, quando expostas ao etileno em conjunto com
solugdes de brassinosterdides. Ademais, o etileno, em combinacdo com as poliaminas,
também reverteu parcialmente os efeitos inibitorios do NaCl na germinacdo de sementes de
alface (Zapata et al., 2003). Até 0 momento, no entanto, ndo sdo conhecidos os efeitos do
estresse salino no metabolismo do etileno e suas inter-relacbes no controle da germinagéo
de sementes, particularmente em espécies de sementes tropicais. Neste trabalho, sementes
de S. humilis, S. capitata e S. guianensis cv. Mineirdo foram utilizadas para investigarem-
se as acOes integrativas entre 0 estresse salino e o metabolismo de etileno no controle da
germinacao das sementes.

Em solos salinos, a toxicidade do ion sodio é o fator limitante do crescimento
vegetal, sendo inicialmente expressa por uma diminui¢do do crescimento radicular (Zhu,
2003; Chaves et al., 2009). Stylosanthes humilis ocorre em solos salinos no Nordeste do
Brasil, onde populagdes naturais mostram ampla varia¢do na tolerancia ao estresse salino
durante a germinacdo das sementes e o crescimento das plantulas (Lovato et al., 1994;
Lovato et al., 1999). No entanto, pouco se conhece sobre 0s mecanismos que determinam a
germinacdo das sementes e a tolerancia das plantulas de S. humilis a condicdo de estresse
salino. Por outro lado, S. guianensis é a espécie de Stylosanthes de maior distribuicdo
geogréfica e extensa variedade genética, ocorrendo em areas com diferentes tipos de solo,
incluindo-se solos extremamente salinos (Williams et al., 1984; Vieira et al., 1993; Santos-
Garcia et al., 2012). Stylosanthes capitata mostra uma distribuicéo restrita em comparagao
a espécies S. guianensis e S. humilis (Costa, 2006). Alguns poucos estudos tém mostrado
que o etileno pode aumentar a tolerancia das plantas contra o estresse salino (Cao et al.,
2007; Wu et al., 2008). Assim, a participacdo do etileno na protecdo de plantulas de
Stylosanthes contra o estresse salino foi também investigada no presente trabalho.
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2 OBJETIVOS

Este trabalho objetivou investigar os possiveis efeitos do estresse salino na
germinacdo de sementes de S. humilis, examinando-se suas inter-relagbes com a rota
biossintética do etileno, via producdo de ACC. Propbs-se ainda investigar as acfes
integrativas entre o estresse salino e o etileno no controle da germinacéo de sementes e no

crescimento das plantulas de S. humilis, S. capitata e S. guianensis.



3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal e conducdo dos experimentos

As plantas de S. humilis H.B.K. e S. guianensis Aubl. cv. Mineirdo foram
cultivadas em casa de vegetacdo em Vicosa (20° 45'S, 42° 15'W), Minas Gerais, Brasil. Os
frutos maduros foram coletados em abril de 2011 e armazenados em laboratorio (25-30
°C). Os frutos de S. capitata Vogel foram coletados em abril de 2011, a partir de uma
populacdo natural em Campo Grande (20° 26'S, 54° 38'W), Mato Grosso do Sul, Brasil.
Para realizacdo dos experimentos, as sementes foram escarificadas por meio de leve
fric¢do entre duas lixas finas (lixas d’agua n° 150), submetidas ao tratamento com solugdo
de hipoclorito de sédio 0,5% (v/v) por 10 min, e lavadas exaustivamente com agua
desionizada (Burin et al., 1987). Em seguida, as sementes foram enxugadas com papel
absorvente e transferidas para placas de petri de vidro (90 ou 150 mm de didmetro) ou para
frascos Erlenmeyer de 50 mL, contendo, ao fundo, duas camadas de papel de filtro
Whatman n°® 1. As placas de petri e os frascos, juntamente com o papel de filtro, foram
previamente semi-esterilizados em estufa, a 105 °C, por 4 h.

As placas de petri e os frascos Erlenmeyer contendo as sementes receberam 10 e
3,0 mL das solucdes-teste respectivamente, e foram mantidas no escuro, em camara de
crescimento noite/dia (Forma Scientific Inc, Ohio, USA), a 30° C. A protrusdo da radicula

foi o critério utilizado para considerar-se uma semente como germinada.

3.2 Inibigéo da germinagéo por NacCl

Os efeitos do estresse salino na inibicdo da germinacdo foram investigados
expondo-se sementes nao-dormentes de S. humilis a solugdes de NaCl, sob concentragdes
de 0, 50, 100, 150 e 200 mM. A concentragdo considerada otima foi a que promoveu a
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mais alta taxa de inibicdo da germinacdo, sem causar efeitos tdxicos aparentes. Apds o
terceiro dia de incubacéo, as sementes foram lavadas com &gua desionizada e colocadas em
outra placa de petri contendo agua desionizada (pH 7,0). A toxicidade dos ions sobre a
germinacdo foi avaliada ap6s 72 h de incubacdo, quando a solucdo inicial foi substituida
por agua desionizada. Ao final do experimento, 0 numero de sementes germinadas foi

registrado para inferir-se sobre a condicdo de vitalidade das sementes.

3.3 Efeito do estresse osmotico em relacdo a inibi¢do da germinacéo pelo NaCl

Para avaliar-se o efeito do estresse osmoético sobre o processo de germinacdo,
sementes ndo dormentes de S. humilis foram expostas a solucGes de polietileno glicol 6000
(PEG), formuladas com potenciais osméticos idénticos aos das solucbes de NaCl. Os
potenciais osmoticos das solugdes foram determinados com auxilio de um osmodmetro
Wescor-5500 (Wescor, Logan, UT, EUA), correspondentes a - 0,23, - 0,46 e - 0,68 MPa
[NaCl 50, 100 e 150 mM; PEG 8, 15 e 21% (m/v)]. A germinacdo e a producdo de etileno
pelas sementes foram determinadas nos periodos de 3, 6, 12, 18, 24, 30, 36, 42 e 48 h ap0s

exposicdo das sementes ao meio de incubacao.

3.4 Reversdo do efeito do NaCl

Para avaliar-se se 0 estresse salino promove a reducdo na germinacdo por inibir a
producdo de etileno, sementes ndo dormentes de S. humilis foram expostas a solucGes de
NaCl, as concentragcdes varidveis entre 0 e 200 mM, contento também CEPA, a
concentracdo de 0,1 mM. A associagdo causal entre a inibicdo da germinacdo provocada
pelo estresse salino e a inibigdo da biossintese de etileno foi examinada tratando-se as

sementes ndo-dormentes com solucdo de NaCl (150 mM), contendo também ACC, as



concentragdes de 0,1; 1.0; 10; 100 e 1000 uM. A germinacdo foi registrada diariamente até

o terceiro dia do experimento.

3.5 Producéo de etileno por sementes tratadas com NaCl

Para investigar-se se o efeito do estresse salino na germinacdo das sementes de
Stylosanthes se processava via biossintese de etileno, sementes ndo dormentes de S.
humilis, S. capitata e S. guianensis foram expostas a solu¢des de NaCl, as concentracfes
de 25, 50, 75, 100, 125, 150 e 175 mM. O etileno emanado pelas sementes e a germinacédo

foram analisados 48 h ap0s o inicio da incubacdo das sementes nas solucdes de NaCl.

3.6 Quantificacéo do etileno

Como o acumulo de etileno na atmosfera dos frascos Erlenmeyer selado aumenta a
sua propria biossintese pelas sementes, estimulando a germinacdo das sementes tratadas
com NaCl (ver Tabela 1A, Anexo), o etileno foi quantificado seguindo-se a técnica
descrita por Ribeiro e Barros (2004a, b). Tampas semi-flexiveis de polipropileno, forradas
com duas camadas de papel de filtro, foram inseridas dentro dos frascos Erlenmeyers de 50
mL de capacidade. Logo apés, lotes de 50 sementes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis foram embebidas em 3 mL do meio de germinacdo e dispostas ao redor das
tampas. Posteriormente, as tampas receberam 250 pL de solucdo de perclorato de mercurio
(0,25 M) e, os frascos foram imediatamente selados e mantidos no escuro em camaras de
crescimento noite/dia (Forma Scientific Inc, Ohio, USA), a 30 °C. O etileno fixado pela
solucgéo de perclorato foi liberado, injetando-se solucdo de NaCl 4,0 M sobre a solucdo de
perclorato (Abeles, 1973). A atmosfera dos frascos foi homogeneizada utilizando-se de
uma seringa de 3,0 mL, provida de agulha longa. Retirou-se uma amostra de 1,0 mL da
atmosfera, dos frascos, utilizando-se de seringas ultra-fine (agulhas 29 G 1/2”). As
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amostras foram injetadas em um cromatografo a gas Hewelett-Packard 5890, serie Il
(USA), equipado com um detetor de ionizacdo de chama e uma coluna de aco inoxidavel
(1,0 m x 6,0 mm), empacotada com Porapak-N (80-100 mesh). O gas de arraste foi o
dinitrogénio em fluxo de 30 mL min™; os fluxos do hidrogénio e do ar foram mantidos em
30 e 320 mL min™, respectivamente. As temperaturas da coluna, do injetor e do detetor
foram mantidas a 60, 110 e 150 °C, respectivamente. A determinacdo do etileno foi feita
comparando-se as areas das amostras obtidas no Software Peak-2 Simple com éareas de

picos de uma mistura padrao de etileno de concentracdo conhecida.

3.7 Efeito do NaCl nos niveis de ACC

Os niveis de ACC nas sementes ndo-dormentes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis foram determinados seguindo-se a técnica descrita por Lizada e Yang (1979),
com algumas modificacdes (Pinheiro et al., 2008). Amostras de 150 sementes foram
infiltradas com solucdes de NaCl (100 e 150 mM) e incubadas em placas de Petri (150 mm
de didmetro), contendo, ao fundo, dois discos de papel de filtro Whatman n°® 1 e mantidas
em camara de crescimento noite/dia, a 30°C, por 48 h. Ao final do periodo de incubacao, as
sementes foram lavadas com agua desionizada, enxugadas com papel absorvente, pesadas
e imersas em nitrogénio liquido e, entdo, estocadas em freezer a - 80°C.

Para 0s ensaios, as amostras foram extraidas por maceracdo em almofariz com
pistilo em 10 mL de etanol (80%), acrescentando-se também polivinil-polipirrolidona
(PVPP 5% m/v). O extrato foi centrifugado a 12000 g, por 20 min, a 4°C e o sobrenadante
foi evaporado até secura, em evaporador rotativo, a temperatura de 45°C. O residuo foi
suspenso em 4,0 mL de agua desionizada (extrato original), tomando-se a metade para

quantificar-se o ACC livre.



Uma aliquota de 0,5 mL do extrato foi levada a reagir com 0,1 mL de cloreto de
mercurio (5,0 umol), completando-se o volume da reacdo para 0,8 mL, com agua
desionizada. O tubo de ensaio foi vedado com selador de latex e mantido em banho de
gelo. Aproximadamente 0,2 mL de uma mistura resfriada de NaOCl (5%) e NaOH
saturado (v/v 2:1) foram injetados no tubo, com auxilio de uma seringa. O tubo foi
imediatamente agitado num misturador tipo vdrtex, por um periodo de 5 s, e incubado em
banho de gelo, por 2,5 min. Apds nova agitacdo por 5 s, uma amostra gasosa de 1,0 mL da
atmosfera do tubo de ensaio foi recolhida, com uma seringa, e o etileno produzido foi
analisado por cromatografia gasosa.

A metade remanescente do extrato original foi utilizada para determinar-se o ACC
total (ACC livre + ACC conjugado), apds hidrolise &cida com HCI (2 N), a 100°C, por 3 h.
Em seguida, o extrato foi neutralizado com NaOH saturado e evaporado a 45°C, até secura.
O residuo foi ressuspenso em 2,0 mL de agua desionizada. A quantificagdo do ACC total

seguiu 0s mesmos procedimentos para quantificacdo do ACC livre (Lizada e Yang, 1979).

3.8 Quantificacéo do sodio

Para quantificacdo do Na, lotes de 150 sementes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis foram infiltrados em 16 mL de agua desionizada ou NaCl (100 e 150 mM) e
entdo, mantidas em placa de petri, contendo, ao fundo, duas folhas de papel de filtro. As
placas com as sementes foram mantidas no escuro em camaras de crescimento, a 30 °C,
por 24 h. Em seguida, as sementes foram lavadas exaustivamente em agua desionizada,
tiveram suas massas frescas determinadas, e secas em estufa a 70 °C, por 48 h. As amostras

secas foram digeridas com HNO3 sobre uma placa quente, e finalmente diluida com agua



desionizada. Os niveis de Na nas amostras foram quantificados por espectrometria de

emissdo Optica em plasma (Perkin EImer Optima 3000XL).

3.9 Efeito do NaCl no crescimento das plantulas

Sementes de S. humilis, S. capitata e S. guianensis foram germinadas em placas de
petri, contendo, ao fundo, dois discos de papel de filtro e 16 mL de agua desionizada, pH
7,0. As placas com as sementes foram mantidas no escuro em camara de crescimento a
30 °C, por um periodo de 24 h. Em seguida, lotes de 10 plantulas de tamanho uniforme
(+ 0,3 cm) foram transferidas para placas de petri (90 mm de didmetro), contendo solugéo
de NaCl, as concentracdes de 0, 100 e 150 mM (ver Fig 2A, Anexo). As placas de petri,
contendo as plantulas e as respectivas solucdes-teste, foram mantidas em camara de
crescimento com um ciclo dia/noite de 16/8 h, a 30/25 °C, e intensidade de luz de 180
umol m? s, Apés 48 h de incubacéo, os comprimentos da radicula e do hipocétilo das
plantulas foram determinados com o auxilio de uma régua.

As plantulas de S. humilis, S. capitata e S. guianensis tratadas com solugbes de
NaCl apresentaram injurias severas em decorréncia da toxicidade do ion sodio, tais como
escurecimento progressivo da raiz e do caule, assim como completa murcha dos
cotilédones, seguida pela morte das plantulas. Assim, a sobrevivéncia de plantulas (nimero
de plantulas sobreviventes ao fim do experimento) foi determinada sete dias ap6s o periodo

de exposicéo ao sal.

3.10 Delineamento experimental

O delineamento experimental utilizado nos experimentos foi o inteiramente
casualizado. A unidade experimental dos experimentos de germinacdo e de determinacao
do etileno foi composta por 50 sementes por placa de petri ou frascos Erlenmeyer,
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respectivamente, com cinco repeti¢cdes por tratamento. Os resultados de porcentagem de
germinacdo foram transformados em arco-seno (% G/100)* antes da analise, e todos os
dados foram verificados quanto a normalidade. Para quantificacdo do ACC e dos niveis de
Na, as unidades experimentais foram compostas de amostras do extrato de 150 sementes,
com cinco repeticBes por tratamento. A unidade experimental da analise de toleréncia ao
sal foi composta por 10 repeti¢fes constituidas de 10 plantulas cada. A analise de variancia
(ANOVA, P < 0,05) foi realizada para determinarem-se os efeitos dos tratamentos.
Quando a ANOVA mostrou efeitos significativos, o teste de Tukey (P < 0,05) foi
empregado para determinarem-se as diferencas entre os tratamentos. Todas as
comparagOes entre médias foram realizadas com Software SPSS (Statistical Package for

Social Sciences).

11



4 RESULTADOS E DISCUSSAO

O NaCl reduziu a germinacao de sementes de S. humilis de maneira dependente da
dose, inibindo a germinacédo a concentracgdes relativamente baixas como 50 mM (Fig 1). O
efeito maximo na inibicdo da germinacdo das sementes foi induzido por solucdo, a
concentracdo de 200 mM, sendo a germinacdo reduzida em 89 %, ap06s 72 h

de exposicdo. Lovato et al. (1994) observaram o efeito maximo de inibi¢do da germinacgéo
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Figura 1. Efeito do NaCl sobre a germinacdo de sementes ndo dormentes (387 dias de
idade pods-colheita). Germinacdo sob solucdes-teste de NaCl (barras pretas) e posterior
transferéncia para adgua desionizada (barras brancas). A transferéncia das sementes para
agua desionizada ocorreu 72 h apds o inicio do experimento e a nova germinacgao foi
avaliada apds 48 h. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, em nivel de 5%
pelo teste de Tukey. Médias de 5 repeti¢des + erro da média. O asterisco indica diferenca

significativa, em nivel de 5% pelo teste t, entre os efeitos das solucdes-teste e do controle
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a concentracdo de 268 mM. Entretanto, os autores ndo empregaram nenhum teste para
avaliar a vitalidade das sementes exposta a solucdo de NaCl. Neste trabalho, quando as
sementes foram transferidas para agua desionizada para avaliar-se a viabilidade das
sementes, observou-se que a concentracdo de 200 mM de NaCl foi toxica (P < 0,05; teste t)
(Fig 1). Por outro lado, a viabilidade das sementes ndo foi afetada por soluces de NaCl a
concentragdes entre 25 e 150 mM. Diante desses resultados, a concentracdo de 150
mM foi selecionada para os trabalhos posteriores com sementes de S. humilis, ja que foi a
concentracdo que mais inibiu a germinacdo sem mostrar-se toxica.

O efeito do NaCl na inibicdo da germinacdo de sementes pode ser atribuido ao
estresse osmatico ou a toxicidade especifica do ion sddio (Bajji et al., 2002; Song et al.,
2005; Zhang et al., 2010). Assim, para examinar-se 0 mecanismo de acdo do estresse
salino na inibicdo da germinacdo de sementes de S. humilis, solucBes de PEG-6000, um
polimero osmético, foram formuladas com idénticos potenciais osmaticos das solucdes-
teste de NaCl. A inibicdo da germinacdo das sementes foi aumentada com a diminuicéo do
potencial osmotico das solugcdes de NaCl (Fig 2A). O sal promoveu maior inibicdo da
germinacdo a - 0,68 MPa, sendo a germinacao reduzida em 74 %, apds 48 h de exposicao a
solucdo-teste. Contrariamente ao NaCl, as solucdes de PEG-6000 ndo foram capazes de
inibir a germinacdo de sementes de S. humilis (Fig 2C). Uma possivel explicacdo para acao
diferente entre os dois tipos de solucBes-teste € que os ions sodio agiriam inibindo a
biossintese do etileno, enquanto o estresse osmético ndo teria maior efeito sobre a
biossintese do regulador gasoso, que € requerido para a germinacdo de sementes de
estilosante (Ribeiro e Barros, 2004; 2006). Assim, para testar-se o tipo de relagéo

entre o etileno e a inibigdo da germinacao promovida por ions sodio, a producéo de etileno
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Figura 2. Germinacdo e producdo de etileno de sementes de S. humilis tratadas com solucdes

iso-osmoticas de NaCl e PEG. (A, B) Efeitos da solu¢es de NaCl sobre a germinacdo e a

producéo de etileno por sementes. (1) circulo cheio, a &gua desionizada (controle), (2) circulo
aberto, - 0,23 MPa NacCl, (3) triangulo cheio, - 0,46 MPa NaCl, (4) triangulo aberto, - 0,68
MPa NaCl. (C, D) Efeitos da solugdes de PEG na germinacdo e producgéo de etileno por
sementes. (1) circulo aberto, - 0,23 MPa de PEG, (2) triangulo cheio, - 0,46 MPa de PEG, (3)
triangulo aberto, - 0,68 MPa de PEG. Médias de 5 repeti¢fes + erro da média
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foi quantificada em sementes ndo-dormentes embebidas em solugcdes de NaCl ou
PEG-6000 com idénticos potenciais osmaticos. A producdo de etileno por sementes de
S. humilis foi inibida fortemente por solucdes de NaCl, no intervalo avaliado (3-48 h)
(Fig 2B). Sob a acdo do NaCl, em niveis de - 0,23; - 0,46 e - 0,68 MPa, a biossintese de
etileno foi inibida em 38 %, 72 % e 85 %, respectivamente, em relacdo ao controle
(dgua desionizada), ao final de 48 h de embebicdo. Os resultados da Figura 2 também
indicam que a inibicdo da producao de etileno promovida por solucdes de NaCl coincidiu
com a reducédo da germinacdo das sementes. Por outro lado, os efeitos inibitorios causados
por solucbes de NaCl sobre a biossintese de etileno e sobre a germinacdo ndo foram
verificados quando as sementes foram embebidas em solu¢bes de PEG-6000 (Fig 2C, D).
Semelhantemente aos efeitos das solu¢bes de PEG-6000, a germinacdo e a producdo de
etileno de sementes de S. humilis submetidas a solu¢cdo de manitol, com potencial osmético
de - 0,68 MPa, ndo diferiu significativamente das sementes do controle (ver Fig 1A,
Anexo). Assim, torna-se improvavel que o estresse osmotico seja o disparador da inibigédo
da biossintese de etileno e da germinacdo de sementes de S. humilis tratadas com solugéo
de NaCl.

A relacdo entre a inibicdo da germinacao de sementes de S. humilis provocada pelo
estresse salino e o efeito do etileno foi avaliada tratando-se as sementes apenas com
solucdo de NaCl, ou ap6s incubacdo por 12 h na solugdo salina, lotes de sementes foram
transferidos para agua desionizada, continuando-se a avaliacdo da germinacdo e da
producdo de etileno, por mais 36 h. Sementes embebidas em solu¢do de NaCl (150 mM)
apresentaram uma reducao de 75% na germinacéo e de 86% na producéo de etileno, ao fim
do periodo de incubacéo (Fig 3A, B). Por outro lado, os efeitos inibitorios do NaCl sobre a
germinacdo e a biossintese de etileno foram completamente revertidos, seguindo-se a
transferéncia das sementes para agua desionizada. Assim, o efeito do NaCl na germinacéo
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Figura 3. Germinacdo e producdo de etileno por sementes de S. humilis ap6s a
transferéncia da solucdo de NaCl para agua deionizada. (A) Germinacdo e (B) producéo de
etileno foram determinadas em sementes embebidas em &gua desionizada (quadrado cheio)
(controle) ou incubadas durante 12 horas com NaCl (150 mM) (quadrado aberto) e, em
seguida, transferidas para a agua desionizada ( indicado pela seta) ou em sementes tratadas

apenas (losangulo cheio) com NaCl. Médias de 5 repeticdes + erro da media
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de sementes de S. humilis foi provavelmente uma consequéncia da condicdo de estresse
promovida pela alta concentracdo de Na, que disparou a inibicdo da biossintese de
etileno. Consistente com esses resultados, sementes incubadas em solucdo de NaCl (150
mM) apresentaram reducéo significativa nos niveis de ACC livre (80 %) e de ACC total
(72 %) em relacdo as sementes do controle (Tabela 1). Ademais, os efeitos inibitorios
provocados pelo NaCl na biossintese do ACC e na germinacdo foram completamente
revertidos apés a transferéncia das sementes para dgua desionizada. Entretanto, apds 12 h
de incubacdo das sementes em solucdo de NaCl, se ndo mais observou incremento
significativo nos niveis de ACC livre e total bem como na germinacdo nas sementes
transferidas para solucdo de AVG, inibidor da atividade da sintase do ACC (Tabela 1).
Juntos esses resultados indicam que o estresse salino inibiu a germinacéo de sementes de S.

humilis por reduzir a biossintese de etileno.

Tabela 1. Efeito do NaCl sobre a germinacdo e o acimulo de ACC em sementes de S.

humilis
Tratamento Germinacao ACC [pmol semente™]

[%] livre Total
Agua— Agua (controle) 953+3,0a 373+4,0a 131,1+8,3a
NaCl — NaCl 20,8+29b 75+£06Db 36,2+3,3Db
NaCl — Agua 915+4,6a 491+43a 1436 +59a
NaCl - AVG 43+0,6 C 32203 b 185+12 b

As sementes foram embebidas em agua desionizada ou em solucdo de NaCl (150mM) por
12 horas, ap6s o que foram transferidas para segundo meio, indicado apos a seta (NaCl;
150 mM ou AVG 0,1 mM). A germinacgdo e os niveis de ACC foram quantificados 12 h
apos a transferéncia das sementes para o segundo meio. Médias seguidas de mesma letra,
nas colunas, ndo diferem entre si, em nivel de 5% pelo teste de Tukey. Médias de 5
repeticdes + erro da média
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O etileno, além de desempenhar um efeito promotor na germinacdo de sementes
(Matilla, 2000; Matilla e Vazquez-Matilla, 2008) tem-se mostrado benéfico em antagonizar
a inibicdo da germinacao de algumas espécies por estresse salino (Khan e Huang, 1988;
Calvo et al., 2004; Chang et al., 2010). Para avaliar-se o grau de envolvimento do etileno
na germinacdo de sementes de S. humilis tratadas com solucéo de NaCl, buscou-se reverter
a inibicdo da germinacéo devida ao estresse salino com solucdo de ACC ou CEPA. O ACC
reverteu, de maneira dependente da dose, a inibicdo da germinacdo das sementes
promovida pelo NaCl, resultado que também estd correlacionado com a producdo de
etileno (Fig 4). Sob a acdo do ACC, a concentracdo de 1 mM, verificou-se que a
germinacdo das sementes foi 4,2 vezes maior do que as mantida em solucdo de NaCl puro,
ao final de 48 h de embebicdo. A essa concentracdo de ACC houve um aumento de 26
vezes na producdo de etileno das sementes mantidas em solucdo de NaCI+ACC, quando
comparada as sementes sob a solucdo de NaCl pura. Esses resultados indicam que estresse
salino inibe a germinacdo de sementes de S. humilis por reduzir ou inibir a biossintese de
etileno. Consistente com esses resultados, a inibicdo na germinacdo promovida por
solucdes de NaCl (150 Mm) foi completamente superada por CEPA (10 mM), 48 h apds
do inicio do experimento (Fig 5). Juntos os experimentos com ACC e CEPA sugerem que
o etileno esta envolvido na germinacdo de sementes de S. humilis sob condicdo de estresse
salino.

Nos Ultimos anos, alguns trabalhos tém mostrado a importancia do etileno como
molécula-chave em vérias cascatas de sinalizagdo que levam a tolerancia a varios fatores
de estresse, incluindo-se o estresse salino (Achard et al., 2006; Cao et al., 2007; Yang et al.,
2013). Assim, torna-se provavel que a capacidade de biossintetizar etileno por varias
espécies de sementes possa estar relacionada com o nivel de germinacdo em ambiente
salino. Os resultados revestem-se de grande significado, j& que a estratégia de germinacao
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Figura 4. Efeitos da solucdo de NaCl (150 mM), suplementada com ACC, sobre a
germinacdo e a producdo de etileno de sementes de S. humilis. A germinacdo (barras
brancas) e a producdo de etileno (barras tracejadas) foram quantificadas 48 h ap6s o inicio
da embebicdo das sementes. A germinacdo de sementes e a producdo de etileno em &gua
desionizada foram 96,4 + 1,5 % e 454 + 3,6 pmol semente™, respectivamente. Médias
seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, em nivel de 5%, pelo teste de Tukey. Médias

de 5 repeticdes + erro da média
de sementes € um dos fatores mais importantes que determinam a sobrevivéncia das
espécies, pois constitui uma das formas de suas populacdes serem mantidas em condicédo
natural.

Para ampliar-se o conhecimento sobre o controle da germinacdo de sementes de

algumas espécies do género Stylosanthes sob condicdo de estresse salino, sementes de

S. humilis, S. capitata e S. guianensis foram embebidas em solucdes de NaCl e o etileno
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Figura 5. Efeito do CEPA fornecido em solucdes de NaCl na germinacdo de sementes de
S. humilis. Solucgdes de NaCl puro ou em conjunto com ethrel (0,1 mM) foram preparadas
em &gua desionizada. A germinacdo das sementes foi determinada 48 h ap0s o inicio da

embebicdo. Médias de 5 repeticdes + erro da média

emanado pelas sementes foi quantificado. A germinacdo de sementes de S. humilis foi
progressivamente inibida com o aumento da concentracdo de NaCl no meio de germinacgéo
(Fig 6A). O efeito maximo na inibicdo da germinacdo das sementes foi induzido por NaCl,
a concentracdo de 175 mM, quando a germinacdo foi nula. Além disso, a sintese de etileno
manteve uma estreita relacdo com a germinacdo das sementes, de modo que a producéo de
etileno foi completamente inibida por solucdo de NaCl, a concentracdo de 175 mM (Fig
6B). Entretanto, os efeitos inibitorios do NaCl, as concentracbes entre 50-175 mM, sobre a
germinacdo foram revertidos apds a transferéncia das sementes de S. humilis para agua
desionizada (Fig 6C). Por outro lado, o NaCl causou uma reducdo significativa na
germinacdo de sementes de S. capitata sob concentragdes tdo baixas quanto 25 mM (Fig

6D). A essa concentragéo, a germinacgdo e a producdo de etileno foram reduzidas a 67%
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Figura 6. Germinagédo e producdo de etileno em sementes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis incubadas em solucdes de NaCl. A germinacdo e producdo de etileno de
sementes de Stylosanthes foram determinadas 48 h apds o inicio da embebicdo. A
germinacao total foi registrada como a soma das porcentagens de sementes germinadas em
solucBes salinas e germinadas apos a transferéncia das sementes para dgua desionizada por
um periodo extra de 48 h. Médias seguidas de mesma letra, dentro de uma espécie, ndo
diferem entre si, em nivel de 5% pelo teste de Tukey. Médias de 5 repeticdes + erro da

média
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e 75%, respectivamente, em comparacdo com as sementes do controle (Fig 6E). A inibicéo
méaxima da germinacao foi induzida por NaCl 100 mM, quando foi reduzida em 92% em
comparacdo as sementes controle. Além disso, o NaCl, a concentracdo de 100 mM,
promoveu reducdo de 94% na emanacdo de etileno de S. capitata. Os efeitos inibitorios do
NaCl, as concentracBes entre 25-100 mM, sobre a germinagcdo foram completamente
revertidos apos a transferéncia das sementes para agua desionizada (Fig. 6F). Entretanto,
sementes de S. capitata tratadas com concentracdes de NaCl superiores a 100 mM néo
recuperaram totalmente a germinacdo, apds transferéncia para a agua desionizada. Em
sementes de S. guianensis, ndo se observou reducdo significativa na germinacdo e na
producdo de etileno até a concentracdo de 100 mM de NaCl no meio de incubacdo.
Entretanto, acima dessa concentracao, verificou-se reducdo na germinagao e na biossintese
de etileno (Fig 6G, H). Esses resultados indicam que das trés espécies estudadas S.
guianensis foi a mais tolerante ao sal. Ademais, os efeitos inibitorios do NaCl, as
concentracdes acima de 100 mM, sobre a germinacdo foram completamente revertidos
apos a transferéncia das sementes para agua desionizada (Fig 61). Os resultados da Figura 6
também mostram que a producdo de etileno foi de 1,8 e 3,6 vezes maior em sementes de S.
humilis e S. guianensis do que em sementes de S. capitata, em agua desionizada (controle).
Além disso, as trés espécies de sementes responderam de modo distinto ao aumento da
concentracdo de NaCl no meio de germinagédo. Juntos, os resultados acima fornecem
evidéncias de que a capacidade de sintetizar etileno constitui um requisito importante na
germinacao e na tolerancia de sementes de Stylosanthes ao de estresse salino.

Para avaliar-se o grau de envolvimento da rota do ACC de biossintese de etileno na
germinacdo de sementes de Stylosanthes sob condicdo de estresse salino, sementes de S.
humilis, S. capitata e S. guianensis foram embebidas em solucdes de NaCl para a
quantificacdo dos niveis de ACC. O NaCl promoveu alteragdes significativas nos niveis de
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ACC livre e total nos tecidos das sementes de Stylosanthes, resultado que também
mostrou-se correlacionado com a germinacdo das sementes (Fig 7A-C). O conteddo de
ACC livre foi reduzido em 79% e 87% nas sementes de S. capitata tratadas com solucéo
de NaCl, as concentracdes de 100 e 150 mM, enquanto 0os mesmos tratamentos resultaram
em uma reducdo de 43% e 79% respectivamente no nivel de ACC livre nas sementes de S.
humilis, (Fig 7B). Por outro lado, em sementes de S. guianensis tratadas com NaCl, as
concentracdes de 100 e 150 mM, a reducéo do conteido de ACC livre foi somente de 9% e
57%, respectivamente. A germinacdo das sementes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis seguiu 0 mesmo comportamento dos niveis de ACC livre, resultado que
também esteve correlacionado com conteudo de ACC total das sementes. Juntos, esses
dados fornecem evidéncia de que as sementes de S. guianensis sdo mais adaptadas as
condicdes salinas, em razdo de sua maior capacidade inata de produzir etileno.

A diferenca na tolerancia a salinidade entre as trés espécies de Stylosanthes bem
poderia ser resultado da absorcdo seletiva ou exclusdo do Na, desde que existem algumas
evidéncias de que o tegumento das sementes pode ter um papel importante na protecdo
contra os efeitos toxicos do Na (Rehman et al., 1998; Song et al., 2005; Nichols et al.,
2009). Assim, o acumulo de Na nos tecidos das sementes de S. humilis, S. capitata e S.
guianensis previamente tratadas com solucdo de NaCl foi quantificado. A exposicdo das
sementes de S. humilis, S. capitata e S. guianensis as solu¢des de NaCl, as concentracdes
de 100 e 150 mM, levou a um aumento acentuado nos niveis de Na nos tecidos das
sementes, sugerindo que a absorc¢éo seletiva ou exclusdo de Na ndo estdo associadas com
as diferencas na tolerancia a salinidade entre as trés espécies (Fig 8). Na Figura 8, observa-
se, também um pequeno aumento dos niveis de Na nas sementes de S. guianensis tratadas
com solucdo de NaCl (100 e 150 mM), em relacdo as outras duas espécies estudadas.
Assim, como a biossintese de etileno em sementes daquelas espécie também foi maior do
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Figura 7. Germinacdo e niveis de ACC em sementes de Stylosanthes 24 h ap6s a embebicao. (A)
Germinacdo e mudancas no contetdo de ACC (B) livre e (C) total em sementes de S. humilis
(barras brancas), S. capitata (barras pontilhadas) e S. guianensis (barras cinzas) tratadas com
solucBes de NaCl. Médias seguidas de mesma letra mailscula, entre os tratamentos, ou de
mesma letra minudscula, entre as trés espécies dentro do mesmo tratamento, nao diferem entre si,

em nivel de 5%, pelo teste de Tukey. Médias de 5 repeticdes + erro da média
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que em sementes das outras duas espécies, &€ bastante provavel que o incremento na
producdo de etileno possa ter atenuado os efeitos do estresse salino provocados pelos

elevados niveis de Na acumulados nos tecidos das sementes de S. guianensis.
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Figura 8. Acumulo de Na em sementes de S. humilis (barras brancas), S. capitata (barras
pontilhadas) e S. guianensis (barras cinzas) tratadas com solu¢Bes de NaCl. Médias
seguidas de mesma letra mailscula, entre os tratamentos, ou de mesma letra mindscula,
entre as trés espécies dentro do mesmo tratamento, ndo diferem entre si, em nivel de 5%,
pelo teste de Tukey. Médias de 5 repeticdes + erro da média

As sementes de algumas espécies de haldfitas, submetidas & alta salinidade,
recuperam o nivel de germinacdo apos transferéncia para agua desionizada (Huang et al.,
2003; Song et al., 2005). Assim, a capacidade daquelas haléfitas em restaurar a
capacidade de germinagdo deve estar associada ao estabelecimento das pléntulas em
ambientes salinos, em particular quando a precipitacdo pluvial é suficiente para lavar os
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sais da superficie do solo (Qu et al., 2008; Nichols et al., 2009). Nesse contexto, dadas as
diferencas observadas na tolerancia ao estresse salino, durante a germinacdo das sementes
de S. humilis, S. capitata e S. guianensis, seria importante investigarem-se, também, os
efeitos do NaCl sobre o crescimento das plantulas das trés espécies. Na Figura 9 (A, B)
observa-se que 0os comprimentos da raiz e do hipocotilo das trés espécies ndo diferiram
significativamente 48 h, apds incubacdo em agua desionizada (controle). Por outro lado, o
comprimento das raizes das plantulas de S. humilis tratadas com 100 e 150 mM de NaCl,
reduziram-se 18% e 38%, respectivamente, enquanto 0s mesmos tratamentos promoveram
uma reducdo no comprimento das raizes de S. capitata de 49% e 60%, respectivamente
(Fig 9A). Em contraste, 0 comprimento da raiz de plantulas de S. guianensis foi reduzido
em apenas 4% e 9%, apds a incubacdo com 100 e 150 mM de NaCl, respectivamente. Da
mesma forma, os efeitos inibitérios das solucBes de NaCl também foram maiores no
hipocétilo de plantulas de S. capitata em relacdo as plantulas de S. humilis e S. guianensis
(Fig 9B). Analisando-se os efeitos do estresse salino no crescimento das plantulas, também
se observou que os efeitos toxicos do NaCl no crescimento da raiz, tal
como o escurecimento da extremidade do érgdo, foram bastante pronunciados em plantulas
de S. capitata do que nas outras duas espécies (ver Fig 3A, Anexo). Todos esses
resultados indicam que plantulas de S. capitata sdo mais sensiveis ao NaCl que
as plantulas de S. humilis e S. guianensis. Consistente com esses resultados, plantulas
de S. capitata apresentaram menores taxas de sobrevivéncia do que as plantulas de S.
humilis e S. guianensis, sete dias apds de incubacgdo em solugdes de NaCl (Fig 9C).

Das trés espécies de Stylosanthes estudadas, o S. guianensis, também, apresentou
um incremento significativo nos niveis de biossintese de etileno (Fig 6H), os quais

se correlacionaram com a tolerancia das plantulas ao estresse salino (Fig 9). Juntos esses
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Figura 9. Efeito do NaCl no crescimento de plantulas de Stylosanthes. (A) Comprimento da raiz
e (B) comprimento de hipocétilo de plantulas de S. humilis (barras brancas), S. capitata (barras
pontilhadas) e S. guianensis (barras cinzas) cultivadas em agua desionizada (controle) ou
solucBes de NaCl. (C) Sobrevivéncia de plantulas de S. humilis, S. capitata e S. guianensis.
Médias seguidas de mesma letra mailscula, entre os tratamentos, ou de mesma letra minuscula,
entre as trés espécies dentro do mesmo tratamento, ndo diferem entre si, em nivel de 5%, pelo
teste de Tukey. Médias de 100 plantulas + erro da média
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dados sugerem que a capacidade das sementes de sintetizar etileno desempenharia um
papel ecologico fundamental na distribuicdo das espécies de Stylosanthes. Apesar de o
etileno ter sido, por muito tempo, reconhecido como um inibidor de crescimento (Abeles,
1992), sabe-se que esse hormonio gasoso também pode ser um indutor do crescimento e
desenvolvimento das plantas (Pierik et al., 2006). Além disso, nos ultimos anos, alguns
trabalhos tém mostrado que a ativacdo da cascata de sinalizacdo do etileno é necessaria
para a tolerancia ao sal (Achard et al., 2006; Cao et al., 2007; Yang et al., 2013). Dessa
forma, é bastante provavel gque o etileno atue como um sinal necessario para a germinacéao

e a sobrevivéncia das plantulas de Stylosanthes sob condicéo de estresse salino.
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5 CONCLUSOES

A germinacdo e a produgdo de etileno de sementes escarificadas de S. humilis
foram inibidas por solu¢des de NaCl, mas né&o por solugbes de PEG-6000 de potenciais
osmaticos idénticos. Nesse contexto, os efeitos inibitorios do NaCl sobre a germinacéo e a
biossintese de etileno foram completamente revertidos apos a transferéncia das sementes
para agua desionizada. Ademais, o ACC reverteu a inibicdo da germinacdo das sementes
promovida por solugdo de NaCl, o que também se mostrou correlacionado com a produgdo
de etileno. Assim, o efeito do NaCl na germinacdo de sementes de S. humilis é,
possivelmente, uma conseqiéncia da condigdo de estresse promovida pela alta
concentracdo do Na, que induziu a inibicdo da biossintese de etileno.

As sementes de S. humilis, S. capitata e S. guianensis responderam de modo
quantitativamente distinto ao aumento da concentragdo de NaCl no meio de germinag&o.
Das trés espécies, as sementes de S. guianensis mostraram-se as mais tolerantes ao estresse
salino durante o processo de germinagdo. Ademais, a inibicdo da germinacdo das sementes
de S. humilis, S. capitata e S. guianensis por solucdo de NaCl seguiu 0 mesmo
comportamento da producdo de etileno, resultado que também se mostrou correlacionado
com os niveis de ACC livre e total. Esses resultados indicam que a maior capacidade inata
de sintetizar etileno constitui um requisito importante na germinagdo das sementes de
Stylosanthes, sob condicdo de estresse salino.

Analisando-se os efeitos do estresse salino no crescimento das plantulas das trés
espécies, foi também observado que os efeitos toxicos do NaCl no crescimento da raiz e do
hipocétilo foram maiores em plantulas de S. capitata do que nas plantulas de S. humilis e
S. guianensis. Dessa forma, o etileno funcionaria como um sinal necessario para a
germinacdo e a sobrevivéncia das plantulas de Stylosanthes sob condicdo de estresse

salino.
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Tabela 1A. Comparacdo dos efeitos do perclorato de mercdrio na germinacdo e na
producdo de etileno de sementes ndo-dormentes de S. humilis tratadas com solucdo de
NaCl

Tratamento Germinacao [%] Etileno [nmol frasco™]

- Perclorato + Perclorato - Perclorato  + Perclorato
Agua (Controle) 96,0+1,1 940+14 6,8 0,7 29+0,2
NaCl 740+30%* 19,2+10* 24+01~* 0,2+0,01~*

Tampas de polipropileno, forradas com duas camadas de papel de filtro, foram
inseridas dentro dos frascos Erlenmeyers de 50 mL de capacidade. Logo ap6s, lotes de
50 sementes de S. humilis foram embebidas em 3 mL do meio de germinacdo e
dispostas ao redor das tampas. Em seguida, as tampas receberam 250 pL de agua
desionizada (- Perclorato) ou 250 pL de solucdo de perclorato de mercurio (0,25 M)
(+ Perclorato) e, os frascos foram imediatamente selados e mantidos no escuro, em
camaras de crescimento noite/dia, a 30 °C. O etileno fixado pela solu¢do de perclorato
foi liberado, vertendo-se solucdo de NaCl 4,0 M sobre a solugédo de perclorato. Médias
indicadas por asterisco diferem estatisticamente do controle, em nivel de 5% pelo teste

t. Médias de 5 repeticBes + erro da média
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Figura 1A. Germinacéo (barras brancas) e producao de etileno (barras pretas) em sementes
de S. humilis tratadas com solucGes de NaCl, manitol e PEG-6000 com poténcial osmotico
de - 0,68 MPa. A germinacdo e a producdo de etileno foram determinadas 48 h apds a
exposicao das sementes as solugdes-teste. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem

entre si, em nivel de 5%, pelo teste Tukey. Médias de 5 repeticdes + erro da média
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Figura 2A. Efeito do NaCl no crescimento da raiz e do hipocoétilo de plantulas de S.
humilis. As sementes foram germinadas em placas de petri contendo agua desionizada.
Apo6s 24 h, plantulas de tamanho uniforme foram transferidas para as solucfes-teste. Os
comprimentos da raiz e do hipocétilo foram determinados 24 h apds a exposicdo das
plantulas as solucdes-teste. Médias seguidas de mesma letra ndo diferem entre si, em nivel
de 5%, pelo teste Tukey. Os resultados representam a média de 100 plantulas por

tratamento + erro da média
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Figura 3A. Alteracdes morfoldgicas de plantulas de Stylosanthes provocadas por solucGes
de NaCl. As fotos foram tomadas 24 h ap0s a exposicao das plantulas as solugdes-teste
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