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RESUMO

A chia (Salvia hispanica L.) € uma espécie que apresenta consideravel importancia
econdmica, por estar sendo utilizada como alimento funcional e pela industria farmacéutica.
A padronizacdo do teste de germinacdo de determinada espécie nos laboratérios de Analises
de Sementes, assim como conhecer os fatores que influenciam o seu processo, € de
fundamental importancia na definicdo das respostas das espécies aos fatores intrinsecos e
extrinsecos a semente. Neste sentido, foram realizados quatro experimentos com sementes de
chia, objetivando determinar os procedimentos adequados a conducédo do teste de germinacgao
e verificar os efeitos do estresse hidrico e salino sobre a germinacdo e desenvolvimento inicial
das plantulas desta espécie sob diferentes temperaturas. Os experimentos foram conduzidos
no Laboratério de Analise de Sementes (LAS) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA, Campus Mossor6 - RN). O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cbes. No primeiro experimento, avaliou-se a influéncia de dois
substratos e seis niveis de umedecimento na germinacdo de sementes de chia. Para isso,
utilizaram-se os substratos papel toalha (Germitest®) e papel mata-borréo e seis volumes de
agua (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0) vezes a massa do substrato seco. Para o segundo
experimento, avaliaram-se os efeitos de diferentes regimes de luz e temperaturas sob a
germinacdo de sementes de S. hispanica, utilizando-se trés condi¢des de luminosidade (luz
constante, escuro constante e alternancia luz/escuro com 8 h de luz e 16 h de escuro) e seis
temperaturas (20; 25; 30; 35; 20-30 e 25-30 °C). No terceiro experimento, as concentragoes
salinas avaliadas foram as de 0,0 (controle); 4,5; 9,0; 135 e 18,0 dS m™ e quatro
temperaturas: 20, 25, 30 e 20-30 °C. No quarto experimento, avaliaram-se cinco niveis de
polietilenoglicol (PEG 6000) (0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa) e quatro temperaturas (20, 25,
30, 20-30 °C). Em todos os experimentos, foram avaliados o teste de germinacdo, vigor e
bioquimicas de plantulas. O teste de germinacdo de sementes de S. hispanica deve ser
conduzido no substrato mata-borrdo (sobre papel) com quantidade de agua entre 2,5 a 4,0
vezes 0 peso do substrato seco. As sementes germinadas no papel mata-borrdo obtiveram
maior germinagdo crescimento e acumulo de matéria seca das plantulas de S. hispanica
comparadas as plantulas germinadas no papel toalha Germitest®. O teste de germinacéo de
sementes de S. hispanica pode ser conduzido sob temperaturas constante de 25 °C e alternada
de 25-30 °C. A germinacdo das sementes de S. hispanica é indiferente a luminosidade
(fotoblastica neutra). No entanto, 0 maior crescimento e acumulo de massa seca ocorrem na

presenca de luz. Niveis de salinidade superiores a 4,5 dS m™, associados s temperaturas de



30 ou 20-30°C, afetam negativamente a germinacao, 0 vigor, o crescimento e 0S componentes
bioquimicos de plantulas. A temperatura de 25 °C proporciona as melhores condicGes para o
desenvolvimento das plantulas de S. hispanica. O nivel de polietilenoglicol de -0,4 MPa para
todas as temperaturas estudadas e -0,3 MPa nas temperaturas de 30 °C e 20-30 °C
inviabilizam a germinacéo e vigor das plantulas de S. hispanica, que sdo capazes de realizar
ajuste osmotico sob condicBes de estresse hidrico até os niveis de -0,3MPa, quando

provenientes de sementes germinadas em temperaturas de até 25 °C.

Palavras-chave: Chia. Lamiaceae. Teste de germinacdo. Substrato. Temperatura. Estresse

hidrico. Estresse salino.



ABSTRACT

Chia (Salvia hispanica L.) is a species that presents considerable economic importance
because it is being used as functional foods and by the pharmaceutical industry. The
standardization of the germination test of a particular species in the Laboratories of Seeds
Analysis, as well as knowing the factors that influence its process, has fundamental
importance in the definition of the responses of the species to the intrinsic and extrinsic
factors to the seed. In this sense, four experiments with chia seeds were carried out, aiming to
determine the appropriate procedures for conducting the germination test and to verify the
effects of water and saline stress on the germination and initial development of the seedlings
of this species under different temperatures. The experiments were conducted in the
Laboratory of Seed Analysis (LAS) of the Federal Rural Semi-Arid University (UFERSA,
Mossoré Campus—RN). The statistical design was completely randomized, with four
replications. In the first experiment, the influence of two substrates and six levels of wetting
on the germination of chia seeds was evaluated. For this, the paper towel substrates
(Germitest®) and blotting paper and six volumes of water (1.5; 2.0; 2.5; 3.0; 3.5; 4.0) were
multiplied by the dried substrate’s mass. For the second experiment, the effects of different
light regimes and temperatures under the germination of S. hispanica seeds were evaluated
using three conditions of light (constant light, dark constant and light / dark alternation with 8
hours of light And 16 h dark) and six temperatures (20; 25; 30; 35; 20-30 and 25-30 °C). In
the third experiment, the saline concentrations evaluated were 0.0 (control); 4.5; 9.0; 13.5 and
18.0 dS m™ and four temperatures: 20, 25, 30 and 20-30 °C. In the fourth experiment, five
levels of polyethylene glycol (PEG 6000) (0.0; -0.1; -0.2; -0.3; -0.4 MPa) and four
temperatures (20, 25, 30, 20-30 °C). In all the experiments, the germination, vigor and
biochemical tests of seedlings were evaluated. The S. hispanica seed germination test should
be conducted on the blotting substrate (on paper) with the amount of water between 2.5 and
4.0 times the weight of the dry substrate. The seeds germinated in the blotter paper obtained
greater germination growth and accumulation of dry matter of the S. hispanica seedlings in
relation to the germinated seedlings in the Germitest® towel paper. The S. hispanica seed
germination test can be conducted at constant temperatures of 25 °C and alternating 25-30 °C.
The germination of the seeds of S. hispanica is indifferent to the luminosity (neutral
photoblastic), however, the greatest growth and accumulation of dry mass occur in the
presence of light. Salinity levels greater than 4.5 dS m™ associated with temperatures of 30 or
20-30 °C affect negatively germination, vigor, growth and biochemical components of



seedlings. The temperature of 25 °C provides the best conditions for the development of S.
hispanica seedlings. The level of polyethylene glycol of -0.4 MPa for all temperatures
studied, and -0.3 MPa at temperatures of 30 °C and 20-30 °C made the germination and vigor
of S. hispanica seedlings unfeasible. The S. hispanica seedlings are able to perform osmotic
adjustment under water stress conditions up to -0.3MPa when coming from germinated seeds
at temperatures up to 25°C.

Keywords: Chia. Lamiaceae. Germination test. Substrate. Temperature. Water stress. Saline

stress.
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CAPITULO 1

INTRODUCAO GERAL E REFERENCIAL TEORICO

1 INTRODUCAO GERAL

A chia (Salvia hispanica L.) € uma planta herbacea que pertence a familia das
Lamiéceas, da qual também fazem parte horteld, tomilho, alecrim e orégano (GARCEZ,
2013). E propagada por sementes, tendo estas considerdveis quantidades de antioxidantes,
proteinas, fibra alimentar e 4&cidos graxos a-linolénico (SANDOVAL-OLIVEROS;
PAREDES-LOPEZ, 2013). A espécie é estudada principalmente devido & qualidade do 6leo
presente nas sementes, tendo cerca de 30 g de 6leo para 100 g de semente, sendo acidos alfa-
linolénico (50-57%) e linoleico (17-26%) os principais constituintes (IXTAINA et al., 2011;
RODEA- GONZALEZ et al., 2012).

Os atributos das sementes de S. hispanica tém provocado interesse pelo seu cultivo,
comercializacdo e industrializacdo, o0 que proporcionou sua introducdo em varios paises
(GOMEZ; COLIN, 2008). A industria alimenticia dos Estados Unidos, Canada, Australia,
Nova Zelandia, Chile e México tém utilizado fortemente sementes de S. hispanica ou seu 6leo
para diversos fins, como: cereais matinais, barras energéticas, sucos, bolos e iogurtes
(COMPANY, 2010; BORNEO et al., 2010). Contudo, a producdo ainda é pequena e para
suprir a demanda mundial, as areas produtivas necessitam de elevado crescimento. No cenario
brasileiro, as dificuldades encontradas pelos produtores estdo relacionadas a colheita das
sementes e sua comercializacdo. Por se tratar de uma cultura pouco explorada no pais, o
mercado comprador ndo esta estabelecido. O destino das sementes acaba sendo o do
fornecimento para mercados e lojas de produtos naturais (MIGLIAVACCA et al., 2014).

Em decorréncia da demanda comercial, h4 necessidade de aumento na area de cultivo,
0 que exige tecnologia de producdo. O uso de sementes de qualidade é de grande importancia
para a propagacado e producdo de mudas, sendo o teste de germinagdo o principal parametro
de avaliagdo da qualidade fisiologica das sementes (MARTINS et al., 2008a). No entanto, ndo
ha& conhecimento suficiente sobre 0 manejo e analise de sementes da maioria das especies, de
modo a fornecer dados que possam caracterizar seus atributos fisicos e fisioldgicos. Também

h& necessidade de se obter informagdes sobre a germinacéo, cultivo e potencialidades dessa
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espécie, visando a utilizagdo para os mais diversos fins, tais como a propagagdo, 0
melhoramento genético e a fisiologia da producdo (ARAUJO NETO et al., 2003).

A germinacdo envolve uma série de atividades metabdlicas, durante as quais ocorre
uma sequéncia programada de reacfes quimicas, cada uma dessas apresentando exigéncias
proprias quanto a temperatura, a 4gua e a luminosidade, que influenciam em atividades de
sistemas enzimaticos especificos (MARCOS FILHO, 2015). No entanto, h& poucos trabalhos
disponiveis na literatura abordando as alteracdes fisiologicas e bioquimicas em sementes
expostas a distintas condicdes ambientais, de modo que o teste de germinacdo € uma
ferramenta importante para avaliagdo dessas alteracbes fisioldgicas, haja vista que cada
espécie exige condigdes especificas, nas quais as sementes conseguem expressar 0 maximo
potencial (MENEZES, 2014).

A germinacao, bem como a expressdo do vigor das sementes, depende tanto de fatores
intrinsecos a planta (tais como maturacdo fisiolégica e dorméncia) quanto de fatores
extrinsecos (por exemplo, faixa adequada de temperatura, substrato adequado, luz, quantidade
e qualidade de agua) (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Portanto, é fundamental obter
conhecimento de como esses fatores influenciam a germinacdo das sementes e, desta forma,
poder control&-los para se otimizar a porcentagem, velocidade e uniformidade de germinagéo
das sementes.

A sensibilidade da semente ao efeito da luz varia de acordo com a qualidade, a
intensidade luminosa e tempo de irradiacdo, bem como com o periodo e temperatura de
embebicdo (LABOURIAU, 1983). A temperatura € um fator importante que afeta tanto a
porcentagem quanto a velocidade de germinacéo, pois atua diretamente na absorcdo de agua
pela semente e nas reacdes bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido neste processo
(MARCOS FILHO, 2015). Em trabalho realizado por Menezes et al. (2004) sobre germinacao
de sementes de Salvia splendens Sellow em diferentes temperaturas e qualidades de luz,
observou-se que as sementes de Salvia comportam-se como indiferentes a luz, e que
temperaturas de 15 °C retardam o processo germinativo.

No processo de germinacdo, além da luz e temperatura, 0 substrato atua como suporte
onde se condicionam as sementes para germinar, pois influencia a embebicdo de maneira a
permitir uma germinacdo mais regular, rapida e completa de sementes de determinada espécie
(DIAS et al., 2011). Assim, a escolha deve ser feita levando-se em consideragdo o tamanho da

semente, sua exigéncia com relacdo & quantidade de &gua, sua sensibilidade ou ndo a luz e a
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facilidade que oferece para a realizacdo das contagens e avaliagdo das plantulas (BRASIL,
2009; HONORIO et al., 2011).

A absorcdo de agua resulta na reidratacdo dos tecidos com a consequente
intensificacdo da respiracdo e de todas as outras atividades metabdlicas, que culminam com o
fornecimento de energia e nutrientes necessarios a retomada de crescimento do eixo
embrionario (REGO et al., 2011). Dessa forma, a falta de 4&gua ou o excesso de sais presentes
na agua reduzem o potencial osmotico, ocasionando o déficit hidrico, consequentemente
limitando absorcdo de agua pela semente; além disso, esta absor¢do excessiva de sais
ocasiona toxicidade e alteragfes fisioldgicas, afetando o desenvolvimento da plantula
(germinacdo, emergéncia e crescimento inicial) (FLOWERS; FLOWERS, 2005; TAIZ;
ZEIGER, 2013).

Com isso, objetivou-se estudar a germinacéo e as alteracdes fisiologicas em sementes
de S. hispanica sob distintas condi¢fes de luz, temperaturas, substratos, disponibilidade e

qualidade de agua.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 ORIGEM E DESCRICAO DA CULTURA

S. hispanica L. pertence a familia Lamiaceae, com cerca de 170 géneros e 3.000
espécies, com ampla distribuicdo em regides tropicais e temperadas e, somente na Argentina,
existem aproximadamente 26 géneros. O Género Salvia é considerado o mais numeroso dessa
familia, incluindo 900 espécies que se distribuem extensamente por varias regiées do mundo,
incluindo o Sul da Africa, América Central, América do Norte, América do Sul e Asia Sul-
Oriental (BUENO et al., 2010).

E uma cultura herbacea, anual, com 1 a 1,5 m de altura, talos quadrangulares,
acanelados, com vilosidades; folhas opostas, pecioladas, serrilhadas e flores hermafroditas
reunidas em espigas auxiliares ou terminais. Cada fruto contém quatro sementes bem
pequenas de forma oval, lisas, brilhantes, de cor cinzenta com manchas avermelhadas. Na
maior parte das variedades, as flores séo azuis (BUENO et al., 2010).

E nativa da regifo que se estende do centro-oeste do México ao norte da Guatemala.
Suas sementes foram amplamente utilizadas por tribos astecas, principalmente como alimento
e também na medicina. Em nivel comercial, a S. hispanica € cultivada no México, Argentina,
Bolivia, Guatemala, Equador e Australia. O maior centro produtor no México esté nas cidades
de Acatic e Jalisco, de onde se exportam quantidades crescentes para Japdo, EUA e Europa
(IXTAINA et al., 2008). Desde 1991, esta cultura tem sido desenvolvida com sucesso na
Argentina, principalmente no norte do pais, onde se transformou em uma atividade econémica
muito importante (CAPITANI et al., 2012; MARTINEZ et al., 2012).

No Brasil, as regides do oeste paranaense e noroeste do Rio Grande do Sul comegaram
a investir no cultivo de S. hispanica, cuja espécie vem apresentando bons resultados, por
encontrar condices favoraveis ao desenvolvimento, atingindo produtividades de 800 kg ha™
(MIGLIAVACCA et al., 2014). As produtividades médias da cultura estdo em torno de 500 a
600 kgha™, embora alguns produtores tenham obtido até 1200 kgha™ (COATES, 2011).

O consumo de S. hispanica é destinado a alimentacdo humana e animal, sendo
encontrada no mercado na forma de gréos, farinha ou éleo. E, nos Gltimos anos, suas sementes
tém sido objeto de investigacdo, sendo-lhes reconhecidos efeitos benéficos a saide humana
(SANDOVAL-OLIVEROS; PAREDES-LOPEZ, 2013), como, por exemplo, a reducdo de

doencas cardiovasculares, obesidade, regulagdo do intestino, colesterol e triglicerideos, bem
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como a prevencéo de doengas como a diabetes do tipo Il e alguns tipos de cancer (JIN et al.,
2012; POUDYAL et al., 2012).

A forma mais conhecida e ingerida no Brasil da S. hispanica é o gréo in natura ou
pOs-maceracao, que pode ser consumido com frutas, saladas, iogurtes ou como ingrediente em
pées, bolos e alimentos em geral. Essa vem se popularizando como alimento, salientando-se
que, no ano de 2011, se verificou que 72 produtos a base deste grdo chegaram ao mercado em
diversos paises.

Segundo dados do Diario Official de la Union Europea - EUR (2016), os teores de
proteinas, lipidios, fibras e energia em sementes de S. hispanica sdo maiores do que 0s
encontrados em graos de outras culturas, como arroz, cevada, aveia, trigo e milho. Observa-se
que, embora a S. hispanica seja conhecida, principalmente, como importante fonte de acidos
graxos essenciais, contém também outros compostos importantes para nutricdo. As partes da
planta utilizadas como ingredientes para a formulagdo de medicamentos em geral sdo as
sementes. No entanto, outras partes, como os ramos, folhas e raizes, sdo utilizadas em menor

quantidade para combater infeccdes respiratorias (JIMENEZ, 2010).

2.2 GERMINACAO

A avaliacdo da germinacdo das sementes é efetuada pelo teste de germinacéo,
conduzido em laboratério sob condi¢des controladas e por meio de métodos padronizados
visando principalmente a avaliar o valor das sementes para a semeadura e comparar a
qualidade de diferentes lotes, servindo como base para a comercializacdo (MARCOS FILHO
2015). O processo germinativo envolve vérias etapas e cada uma exige determinada
temperatura, luz e disponibilidade de oxigénio para processamento mais rapida e eficiente. A
metodologia ideal para realizacdo do teste de germinacdo da maioria das espécies cultivadas
pode ser encontrada nas Regras para Analise de Sementes nacionais (BRASIL, 2009) e
internacionais (ISTA, 2016). No entanto, para espécie Salvia hispanica praticamente ndo ha
informacdes com relacdo a temperatura, substrato e regime de luz adequados a realiza¢do do
teste de germinacao.

Durante a germinagdo de sementes, ha uma sequéncia de eventos fisiologicos
influenciados por fatores intrinsecos e extrinsecos (MARCOS FILHO, 2015). Entre os fatores
extrinsecos, a luz, temperatura, disponibilidade de &gua e o substrato sd@o de grande
importancia, ao passo que os fatores intrinsecos envolvem dorméncia, maturidade fisiologica
e genotipo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Cada fator influi de forma especifica,
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atuando sozinho ou em conjunto; no entanto, deve-se levar em consideracdo a sensibilidade
de cada espécie (CARDOSO, 2004).

2.3 SUSTRATO E UMEDECIMENTO NA GERMINACAO

O substrato influencia 0 comportamento germinativo das sementes durante a conducao
dos testes de germinacdo (CETNARSKI FILHO; CARVALHO, 2009). Tal influéncia na
germinacdo € decorrente de caracteristicas como estrutura, grau de aeragéo, potencial hidrico,
capacidade de retencdo de agua e grau de infestacdo de patdgenos, dentre outros, que podem
variar de acordo com o substrato (MARCOS FILHO, 2015). Assim, a escolha deve ser feita
levando-se em consideracdo o tamanho da semente, sua exigéncia com relagdo a quantidade
de agua, sua sensibilidade ou ndo a luz e a facilidade que oferece para realizacdo das
contagens e avaliacdo das plantulas. Em funcdo do tamanho e exigéncias ecofisioldgicas das
sementes quanto a umidade e luz, cada substrato é utilizado de maneira que ofereca maior
praticidade nas avaliagGes, mantendo a capacidade de suprir as condicGes ideais no decorrer
do teste de germinacdo (BRASIL, 2009; HONORIO et al., 2011).

Para a escolha do substrato de germinacdo, devem ser observadas algumas
caracteristicas do material a ser utilizado, tais como composicéo, capacidade de retencdo de
agua, estrutura dos poros, pH, pureza microbioldgica, resisténcia, toxicidade, tamanho e
textura (BRASIL, 2009), pois é no substrato que as sementes serdo condicionadas para
germinarem e este tem a funcdo de manter as condi¢des adequadas para que O Processo
germinativo ocorra (FIGLIOLIA et al., 1993). Em laboratorio, os substratos mais utilizados
sdo papel (toalha, filtro e mata-borrdo) e areia. Embora ndo esteja prescrita nas Regras para
Anélise de Sementes, Pifia-Rodrigues; Vieira (1988) sugeriram ainda os substratos carvédo e
vermiculita. O substrato ideal para conducdo de teste de germinacdo de sementes de S.
hispanica ainda é desconhecido, pois ndo estd padronizado nas Regras para Analise de
Sementes nacionais (BRASIL, 2009) nem nas internacionais (ISTA, 2016), tornando
dificultosa a avaliacdo da qualidade de suas sementes pela inexisténcia de métodos
padronizados para esta espécie.

Outra condicdo especificada nas Regras para Andlise de Sementes nacionais
(BRASIL, 2009) e internacionais (ISTA, 2016) para a condugdo do teste de germinacéo € a
quantidade de 4gua no substrato, que deve ser umedecido suficientemente para que a semente
inicie a germinacdo e se desenvolva; isso é necessério para a hidratagdo da semente que

perdeu umidade durante os processos de maturagcdo e para que ocorra, também, o inicio das
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atividades metabdlicas (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). A &gua esta envolvida direta e
indiretamente em todas as etapas do metabolismo da semente (LABORIAU, 1983) por
promover 0 aumento do volume do embrido e dos tecidos de reserva, além de iniciar as
atividades enzimaticas para a realizacdo da digestdo, da translocacdo e da assimilacdo dos
nutrientes e o rompimento do tegumento, que vem a facilitar a emergéncia do eixo hipocétilo-
radicular do interior da semente (MARCOS FILHO, 2015) e termina com a emisséo da raiz
priméaria ou a germinacdo (ALBUQUERQUE et al., 2013).

Devido a importancia da utilizacdo da quantidade adequada de &gua para a
germinacdo, as Regras para Andlise de Sementes nacionais (BRASIL, 2009) e internacionais
(ISTA, 2016) passaram a normatizar o umedecimento do substrato, recomendando para o
teste de germinacdo em papel a adi¢do de um volume de agua equivalente a 2,0 até 2,5 vezes
(graminea) ou 2,5 a 3,0 vezes (leguminosa) o peso do substrato. Em areia, é recomendado o
umedecimento com até 50% e 60% da capacidade de retencdo do substrato em agua, para
sementes de cereais e de leguminosas, respectivamente. Quase totalidade dos trabalhos de
pesquisa que estudam diferentes substratos na germinacdo de sementes nao faz referéncias a
guantidade de agua adicionada aos diferentes substratos, o que pode resultar em conclusées
equivocadas sobre o0 assunto.

A germinacédo plena acontece na auséncia de estresse hidrico, na qual pode variar de
acordo com a espécie. No entanto, ha relatos de que diferentes quantidades de agua no
substrato ndo influenciam a germinacdo (VARELA; RAMOS; MELO, 2005; RAMOS et al.,
2006). Outros autores citam que o0s niveis de umidade mais elevado no substrato apresentam
efeito positivo no desempenho germinativo (REGO et al., 2009; AZEREDO et al., 2010;
GUEDES et al., 2010). Por outro lado, alguns estudos relatam que ocorreu melhoria na
germinacdo em substratos com menor nivel de umidade (ARAUJO et al., 2014; AMARO et
al., 2014).

No epicarpo da semente de S. hispanica, encontram-se células que produzem
mucilagem quando umedecidas. Ao entrar em contato com a agua, 0 epicarpo intumesce, a
cuticula se rompe ao esgotar sua elasticidade e o contetido das células verte como mucilagem
circundando toda a superficie do fruto (IXTAINA et al., 2010). Além disso, Capitani et al.
(2012) afirmaram que as fracOes fibrosas dessa espécie evidenciam grande capacidade de
reter e absorver agua, sendo importante usar a quantidade de agua adequada para a realizacao

do teste de germinacgdo, considerando que se que a quantidade de agua néo for suficiente para
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0 umedecimento das sementes e formacdo da mucilagem, as sementes tém sua germinagéo

comprometida.

2.4 TEMPERATURA E LUZ NA GERMINACAO

As sementes, em geral, apresentam desempenho varidvel, quanto a germinagdo, em
diferentes temperaturas e luminosidade, componentes basicos do teste de germinacéo. Assim,
0 conhecimento da influéncia desses fatores na germinacgéo de cada espécie é de fundamental
importancia (MONDO et al., 2008).

A temperatura € um dos fatores mais importantes que afetam tanto a porcentagem
quanto a velocidade de germinacéo, pois atua diretamente na absorcao de agua pela semente e
nas reaces bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido neste processo (MARCOS
FILHO, 2015). O periodo de germinacdo pode mudar completamente em resposta a
temperatura, devido a complexidade do processo germinativo (COPELAND; MCDONALD,
1995). A germinacdo serd mais rapida e o processo mais eficiente quanto maior for a
temperatura, dentro de certos limites, assim como em temperaturas abaixo da temperatura
Otima ha reducdo da velocidade do processo, o que pode também levar a reducdo no total de
germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).

A temperatura é considerada 6tima para a germinacdo das sementes quando estas
expressam seu potencial méximo de germinagdo em menor tempo, havendo prejuizos quando
as temperaturas estdo acima ou abaixo desse valor 6timo. Para as espécies cultivadas, a
temperatura 6tima de germinacdo situa-se entre 20 °C e 30 °C, a qual esta relacionada,
normalmente, as temperaturas da regido de origem da espécie na época favoravel para a
germinacdo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Dessa forma, existem espécies cujo
processo germinativo é favorecido por temperatura constante (PEREIRA et al., 2013;
NOGUEIRA et al.,, 2014), por alterndncia de temperatura (MARTINS et al., 2008b;
OLIVEIRA et al., 2014) e por um intervalo amplo de temperatura (GUEDES et al., 2010;
GUEDES; ALVES et al., 2011).

Em sementes de S. hispanica, Stefanello et al. (2015a) utilizaram as temperaturas de
20, 25 e 30 °C durante o teste de germinacéo, verificando que os resultados da germinacdo e
dos obtidos na primeira contagem do teste de germinacdo foram maiores para a temperatura
de 20 °C. Na temperatura de 30 °C, a maioria das plantulas obtidas foi anormal, apresentando

a raiz primaria pouco desenvolvida, epicétilo curto e necrosado.
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A luz é outro fator que influencia o processo da germinacdo das sementes de varias
espécies. A ativacdo das sementes pela luz esta ligada ao sistema de pigmentos denominado
fitocromo, o qual esta associado ao funcionamento das membranas bioldgicas, regulando,
provavelmente, sua permeabilidade e controlando o fluxo de inUmeras substancias dentro das
células e entre estas (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A sensibilidade da semente ao efeito da luz varia de acordo com a qualidade, a
intensidade luminosa e tempo de irradiacdo, bem como com o periodo e temperatura de
embebicdo (LABOURIAU, 1983). Menezes et al. (2004), trabalhando com germinagdo de
sementes de S. splendens Sellow em diferentes temperaturas e qualidades de luz, verificaram
que as temperaturas de 15, 20 e 25 °C afetaram a velocidade de germinacdo das sementes,
sendo que 15 °C retarda o processo germinativo; porém, quanto a qualidade de luz, esta
espécie apresentou comportamento indiferente. Através da analise dos dados de germinacéo,
primeira contagem, indice de velocidade de germinacdo de sementes e massa seca de
plantulas de S. hispanica, observou-se que ndo houve diferenca significativa nas duas
condicdes de luz utilizadas. Pode-se afirmar que a germinacdo de sementes desta espécie

ocorre tanto na presenca quanto na auséncia de luz (STEFANELLO et al., 2015a).

2.5 ESTRESSE SALINO NA GERMINAQAO

Normalmente, a salinidade do substrato é fator limitante para a germinagdo e
crescimento inicial de plantulas. Para Tobe et al. (2000), a inibicdo do crescimento devido a
salinidade se deve ao efeito osmético e também ao efeito tdxico, resultante da concentracao
de ions no protoplasma. Segundo Hu e Schmidhalter (2005), estes efeitos se devem ao
desequilibrio na absorcdo de nutrientes minerais, bem como a fitotoxicidade causada pela
acumulacdo excessiva de ions Na“ e CI" nos tecidos, que desenvolverdo alteracoes
morfoldgicas e de crescimento, além de processos fisioldgicos e bioquimicos.

As sementes também sofrem influéncia significativa da condi¢do de salinidade dos
solos. Altas concentracBes de sais, especialmente de cloreto de sodio (NaCl), podem inibir a
germinacdo devido a diminuicdo do potencial osmotico, ocasionando prejuizos as demais
fases do processo (LIMA et al., 2005). Deste modo, a sobrevivéncia das plantas em condic¢Ges
de salinidade pode exigir processos adaptativos envolvendo a absorcdo, o transporte e a
distribuicdo de ions nos varios orgaos da planta (GARCIA et al., 2010). As alteragdes no

metabolismo induzidas pela salinidade séo resultado de varias respostas fisioldgicas da planta,

22


http://www.scielo.br/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0102-05362014000100080#B14

dentre as quais se destacam as modifica¢cbes na germinacdo, crescimento, comportamento
estomatico e capacidade fotossintética (JAMIL et al., 2007).

A tolerancia das plantas a salinidade é descrita como a habilidade de evitar a absorcao
excessiva de sais e que estes alcancem o protoplasma, além de tolerar os efeitos tdxicos e
osmaticos associados ao aumento da concentracdo de sais no substrato (LARCHER, 2000).
Dentre os mecanismos de tolerancia, pode-se destacar o aumento das concentracdes de
compostos como prolina, polidis e aclcares, atuando no ajustamento osmatico em condicdes
de estresse hidrico ou salino, proporcionando reducdes na perda da atividade enzimatica ou da
integridade da membrana por meio da manutencdo do potencial osmotico da célula (FREIRE,
2000).

Um dos métodos mais difundidos para determinacdo da tolerdncia das plantas ao
excesso de sais é a observacdo da porcentagem de germinacdo das sementes em substrato
salino. A reducdo do poder germinativo, comparada ao controle, serve como um indicador do
indice de tolerancia da espécie a salinidade. Nesse método, a habilidade para germinar indica
também a tolerdncia da planta aos sais em estadios subsequentes de desenvolvimento
(OLIVEIRA, et al., 2007; TAIZ; ZEIGER, 2013).

As plantas de S. hispanica estdo sujeitas condigdes de estresses que limitam seu
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia, onde quer que elas crescam. Em estudos
realizados em S. aegyptiaca, Gorai et al. (2011) verificaram que essas sementes s&o sensiveis
a salinidade, sendo a germinacéo inibida em presenca do sal (NaCl). Além disso, Rosa et al.
(2015) observaram que as sementes de S. splendens apresentaram limite de tolerancia aos sais
de NaCl até aproximadamente -0,85 MPa, sendo que abaixo deste potencial ocorreu a inibicdo
tanto da viabilidade quanto do vigor das sementes. Stefanello et al. (2015b) verificaram que a
S. hispanica submetida a diferentes niveis de salinidade teve a germinacdo e vigor das
sementes reduzidos, classificando a espécie como moderadamente tolerante a salinidade.

Diversas espécies das familias Asteraceae, Lamiaceae, Brassicaceae, Plantaginaceae e
de outras familias que ocorrem frequentemente em habitats desérticos apresentam uma
camada externa de mucilagem nas sementes, capaz de fornecer alguns beneficios ecoldgicos
nessas condigdes extremas (HUANG et al., 2008). Possivelmente a mucilagem atua como
uma especie de filtro, que previne o efeito prejudicial das condicdes de salinidade durante a
germinacdo (YANG et al., 2010).
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2.6 ESTRESSE HIDRICO NA GERMINACAO

A primeira condi¢do para a germinacdo de uma semente vidvel e ndo dormente é a
disponibilidade de adgua para sua reidratacdo, e da absorcéo de agua resulta a reidratacdo dos
tecidos com a consequente intensificacdo da respiracdo e de todas as outras atividades
metabolicas, que culminam com o fornecimento de energia e nutrientes necessarios a
retomada de crescimento do eixo embrionario (REGO et al., 2011). Dessa forma, a reducdo da
disponibilidade de agua dificulta o processo de embebicdo das sementes e com isso a
germinacdo e, consequentemente, as demais fases de desenvolvimento das plantas (TAIZ;
ZAIGER, 2013).

O processo de embebicdo de agua pelas sementes é dependente da temperatura e da
agua disponivel e a capacidade de retencdo da agua absorvida determinara o sucesso do
processo de germinacdo (PEREZ; MORAES, 1991). Mudancas de temperatura podem afetar
0S processos que controlam a germinagdo das sementes (MARAGHNI et al., 2010). A
reducdo gradativa da temperatura provoca decréscimo acentuado da velocidade de
germinacdo e a embebicdo nessas condicdes pode provocar reducdo do crescimento das
plantulas, mesmo quando a temperatura retorna a niveis favoraveis (MARCOS FILHO,
2015).

A temperatura e a agua sdo algumas das condi¢Bes ambientais que afetam a
germinacdo das sementes e o estabelecimento e a sobrevivéncia de plantulas (GORDIN et al.,
2014). Na medida em que o teor de agua do solo ou do substrato diminui, verifica-se
inicialmente a reducdo da velocidade de germinacdo e restricbes mais severas passam a
prejudicar a porcentagem e a velocidade de germinacdo (MARCOS FILHO, 2015). O estresse
hidrico, portanto, esté associado a reducdo da disponibilidade de 4gua e a desidratacao celular,
sendo que para cada espécie existe um valor de potencial hidrico no solo, abaixo do qual a
germinacéo ndo ocorre (AVILA et al., 2007; MARAGHNI et al., 2010).

O efeito dos potenciais osmoticos sobre as sementes e as plantulas depende da
qualidade inicial da semente e do tipo de soluto utilizado quando estas sdao submetidas ao
mesmo grau de déficit hidrico (MORAES; MENEZES, 2003). Uma das técnicas utilizadas em
laboratorio para simular condi¢des de baixa umidade no substrato tem sido o uso de solucdes
aquosas com diferentes potenciais osmdticos (HARDEGREE; EMMERICH, 1994). Na
conducéo desse procedimento, diversos compostos quimicos tém sido utilizados na simulagao
de estresse hidrico, dentre eles o polietilenoglicol, agente osmético sem efeitos adversos para

as sementes, por ser quimicamente inerte, atdxico, de elevado peso molecular e, portanto, de
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dificil absor¢do, de forma que tem proporcionado restricdo hidrica as sementes, dependendo
da concentragéo, simulando, desta forma, a seca (MORAES; MENEZES, 2003).

Nesse sentido, pesquisas tém sido conduzidas utilizando solucdes com diferentes
potenciais osmoticos para verificar o comportamento ao estresse hidrico na fase de
germinacdo. Observou-se em sementes de soja (Glycine max (L.) Meer.) (COLETE et al.,
2007) que potenciais abaixo de —0,6 e —0,9 MPa foram considerados criticos a germinagéo.
Por outro lado, as sementes de girassol (Helianthus annuus L.) demostraram resisténcia ao
estresse hidrico, cujo limite maximo de tolerancia foi de —0,4 MPa de PEG (CARNEIRO et
al., 2011). Para sementes de gergelim (Sesamum indicum L.), houve reducéo na germinacgéo e
vigor quando submetida a potencial hidrico a partir de -0,2 MPa, chegando a 52% nas
temperaturas de 25 e na de 35 °C (MEDEIROS et al., 2015).
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CAPITULO 2

GERMINACAO DE SEMENTES DE CHIA (Salvia hispanica L.) EM DIFERENTES
SUBSTRATOS E VOLUMES DE AGUA

RESUMO

O umedecimento e o tipo de substrato sdo fatores essenciais para a conducgdo do teste
de germinacdo em sementes, por influenciarem na embebicdo e no desenvolvimento das
plantulas. Objetivou-se avaliar a influéncia de dois substratos e volume de agua sob a
germinacdo e vigor das sementes de S. hispanica. O delineamento experimental foi o
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 2 x 6, sendo dois substratos (papel toalha
Germitest® e papel mata-borréo) e seis volumes de agua (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0) vezes a
massa do papel seco, com quatro repeticdes de 50 sementes. Avaliou-se a percentagem e
tempo medio de germinacdo, comprimento da parte aérea e da radicula, massa seca da parte
aérea, radicula e total (plantula) e a relacdo raiz/parte aérea. O teste de germinacdo de
sementes de S. hispanica deve ser conduzido no substrato mata-borréo (sobre papel) com
quantidade de agua entre 2,5 a 4,0 vezes 0 peso do substrato seco. As sementes germinadas no
papel mata-borrdo obtiveram maior germinacéo crescimento e acimulo de matéria seca das

plantulas de S. hispanica em relacdo as plantulas germinadas no papel toalha Germitest®.

Palavras-chave: Lamiaceae. Anélise de sementes. Crescimento de plantulas. Disponibilidade

hidrica. Teste de germinacéo.
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CHIA SEED GERMINATION (Salvia hispanica L.) IN DIFFERENT SUBSTRATES
AND QUANTITIES OF WATER

ABSTRACT

Moistening and substrate type are essential factors for conducting the germination test
in seeds, since they influence the imbibition and development of the seedlings. The objective
of this study was to evaluate the influence of two substrates and water volume under the
germination and vigor of S. hispanica seeds. The experimental design was a completely
randomized design, in a 2 x 6 factorial scheme, with two substrates (Germitest® towel paper
and blotting paper) and six volumes of water (1.5, 2.0, 2.5, 3.0 , 3.5 and 4.0) times the dry
paper mass, with four replicates of 50 seeds. The percentage and average time of germination,
shoot length and radicle, shoot dry mass, radicle and total (seedling) and root/shoot ratio were
evaluated. The seed germination test of S. hispanica should be conducted on the blotting
substrate (on paper) with the amount of water between 2.5 and 4.0 times the weight of the dry
substrate. The germinated seeds in the blotter paper obtained greater germination growth and
accumulation of dry matter of the S. hispanica seedlings compared to germinated seedlings in
paper towel Germitest®.

Keywords: Lamiaceae. Germination test. Seed analysis. Seedling growth. Water availability.
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1 INTRODUCAO

Salvia hispanica L., conhecida como chia, € uma planta herbacea pertencente a familia
Lamiaceae. Suas sementes possuem altos teores de acidos graxos essenciais, potentes
antioxidantes, proteinas, fibra alimentar e importantes compostos fendlicos que agem como
antioxidantes naturais, possuindo propriedades anti-inflamatorias, antitrombdticas e anti-
tumorais (CHICCO et al., 2009; BUENO et al., 2010; JEONG et al., 2010; ALI et al., 2012).
No entanto, apesar da expressdo econémica e alimentar dessa espécie, poucos estudos séo
encontrados no tocante aos aspectos agrondémicos, principalmente no que diz respeito a
tecnologia de sementes.

Neste sentido, a determinacdo das condi¢Bes adequadas a germinacdo de sementes de
determinada espécie € importante devido a divergéncia de respostas que pode ocorrer sob a
influéncia de vérios fatores, tais como dorméncia, substrato, volume de agua, luz, temperatura
e oxigénio. Sendo assim, o conhecimento das condi¢cdes ideais para a germinacdo é
importante na padronizacdo dos testes em diferentes laboratdrios, evitando discrepancias entre
os resultados (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; MARCOS FILHO, 2015).

Dentre os fatores que afetam a germinacdo de sementes, destacam-se o substrato e a
disponibilidade de &gua por terem influéncia direta durante o processo de germinacdo. No
teste de germinagdo, o substrato adequado deve fornecer quantidade de &gua suficiente para
embebicdo das sementes, além de servir como suporte para as plantulas germinadas
(SCHMIDT, 2007). Deste modo, a escolha do tipo de substrato a ser utilizado deve levar em
consideracdo o tamanho da semente, sua exigéncia quanto a quantidade de &gua, sensibilidade
ou ndo a luz e facilidade que ele proporciona ao desenvolvimento e avaliacdo das plantulas
(BRASIL, 2009).

Além do substrato, a quantidade de agua disponibilizada neste deve seguir os padrdes
descritos nas Regras para Analise de Sementes (RAS) (BRASIL, 2009), de maneira que 0s
substratos a base de papel sejam umedecidos em func¢do da relacdo entre o volume de dgua e 0
peso do substrato seco, recomendando volumes de agua 2,0 a 3,0 vezes o0 peso do substrato,
independentemente da espécie. No entanto, Azeredo et al. (2010) para sementes de Brassica
oleracea e Guedes et al. (2010) para sementes de Amburana cearensis observaram
percentagem de germinacao satisfatéria com volume de agua 3,5 e 4,0 vezes o peso do papel.

A padronizacdo do volume de agua no substrato que favoreca a germinagao, conforme

a espécie, provavelmente contribui para a minimizagdo das variagdes nos resultados dos
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testes, uma vez que as recomendacdes das RAS ndo atendem a todas as espécies, necessitando
de estudos que ajustem as reais respostas da germinacdo em funcdo do volume de agua
utilizado (AMARO et al., 2014).

Normalmente, o excesso de umidade no substrato causa a reducdo da germinacéo,
dificultando a respiragdo e reduzindo todo o processo metabdlico resultante, levando a uma
diminuicdo da viabilidade, além de contribuir para a proliferacdo de agentes patogénicos
(PACHECO et al., 2007). Por outro lado, a deficiéncia de agua impossibilita a retomada do
crescimento do eixo embrionario, dificultando a sequéncia dos processos bioquimicos, fisicos
e fisioldgicos, necessarios para desencadear o processo germinativo (FLORES et al., 2013).

Neste sentido, objetivou-se avaliar a influéncia de dois substratos e volume de &gua

sobre a germinacéo e vigor das sementes de S. hispanica.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratorio de Analises de Sementes (LAS) do
Departamento de Ciéncias Vegetais (DCV) da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossoro, RN, utilizando sementes de S. hispanica com grau de umidade inicial
de 6,8%, adquiridas junto aos produtores de Santana do Livramento, Rio Grande do Sul (30°
53° 277 S, 55° 31’ 58” W e 208 m de atitude), safra 2013/2014. No momento da recepcdo, as
sementes foram homogeneizadas, acondicionadas em sacos plasticos e armazenadas em
camara fria sob temperatura de 10 °C e 50% de umidade relativa do ambiente até a realizaco
do experimento.

Os substratos de papel toalha (tipo Germitest®) e mata-borrdo foram umedecidos
inicialmente em seis volumes de agua equivalentes a 1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0 vezes a massa
do papel seco para a germinacdo de sementes de S. hispanica. Para o substrato de papel
toalha, este foi organizado na forma de rolo e umedecido com os respectivos volumes de
agua, sendo utilizadas trés folhas por rolo, ao passo que para 0 substrato mata-borrdo
utilizaram-se duas folhas, onde as sementes foram semeadas sobre e em seguida foram
acondicionadas em caixas plasticas transparentes (11 x 11 x 3,5 cm), tipo “gerbox”. ApGs 0
umedecimento dos substratos, os rolos de papel e as caixas plésticas foram acondicionados
em sacos de plastico transparentes, de 0,04 mm de espessura, com a finalidade de evitar a
perda de agua por evaporacdo durante a conducdo do teste. Em seguida, foram colocados em
camara de germinacdo do tipo Biochemical Oxygen Demand (B.0O.D.) com fotoperiodo de
oito horas, sem adicao posterior de agua.

Ap6s a semeadura, o teste de germinacdo foi acompanhado por oito dias,
considerando-se como plantulas normais a emissdo da raiz primaria e parte aérea da plantula
(BRASIL, 2009), com resultados expressos em porcentagem. Para a determinacdo do tempo
médio de germinacg&o, realizaram-se, no mesmo horario, contagens diérias, durante o periodo
do teste de germinacdo, contabilizando-se as sementes germinadas que atenderam aos
mesmos padrdes de normalidade do teste de germinacdo. Para os calculos do tempo médio de
germinacédo, adotou-se a equagédo proposta por Schuab et al. (2006), utilizando-se a seguinte

P iti S T . ~ . p
formula: t = (2;% onde: t = tempo meédio de germinagdo, ni = numero de sementes

germinadas por dia, ti = tempo de germinacéo (dias).
No final do teste de germinagdo, as plantulas normais de S. hispanica foram avaliadas
quanto ao crescimento, determinando-se o comprimento de plantula da parte aérea (medicdo
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do colo ao é&pice da plantula com auxilio de régua graduada em cm) e da raiz primaria
(medicdo da base do colo & extremidade da raiz). Ap6s as mensuragdes das plantulas,
destacou-se a parte aérea da raiz, que foram acondicionadas em sacos de papel tipo Kraft e
postas para secar em estufa de circulacdo de ar forcada, a 65 °C, até o peso constante. Em
seguida, foram pesadas em balanga analitica (0,0001 g), obtendo-se os dados de massa seca da
parte aérea e da raiz. Com isso, determinou-se a relacdo raiz/parte aérea através do acimulo
de biomassa do sistema radicular em relagéo a parte aérea da plantula.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 2 x 6, sendo dois tipos de substratos (papel toalha do tipo Germitest® e mata-borro) e
seis volumes de agua (1,5; 2,0; 2,5; 3,0; 3,5 e 4,0) vezes a massa do papel seco, com quatro
repeticdes de 50 sementes. Os dados foram submetidos a analise de variancia pelo teste ‘F’,
com auxilio do programa computacional Sistema para Analise de Variancia — SISVAR®
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para as variaveis percentagem de germinacdo e tempo médio de geminacao, verificou-
se influéncia significativa (p<0,05) dos substratos, em que as sementes germinadas no
substrato mata-borrdo obtiveram maior percentagem de germinacdo e o menor tempo meédio
de germinacéo, em comparacdo com o substrato papel toalha do tipo Germitest®, denotando
que o substrato mata-borrdo é mais eficiente para a germinacdo de sementes de S. hispanica
(Grafico 1A e B). Resultados semelhantes foram observados por Azeredo et al. (2010), em
que o substrato mata-borrdo favoreceu a germinacdo das sementes de repolho (Brassica

oleracea var. Capitata L.) em comparagdo com o papel toalha.

* *
75 - = 0,90 4
—~~ ©
S s
o 901 o 0,60 A
o =
|_
25 1 0,30 -
0 - 0,00
Germitest® Mata-borréo Germitest® Mata-borréo

*Letras iguais ndo diferem perante o teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade (p<0,05).

Graéfico 1 — Percentagem de germinacdo, PG (A) e tempo médio de germinacdo, TMG (B) de
sementes de S. hispanica germinadas nos substratos de papel Germitest® (G) e mata-borréo

(MB) em diferentes volumes de agua. UFERSA, Mossoré/RN, 2017.

Os niveis de umedecimento do substrato ndo influenciaram significativamente a
percentagem e o tempo médio de germinacdo das sementes de S. hispanica, nos distintos
substratos (Gréfico 1A e B). Estudos sobre a influéncia da quantidade de dgua no substrato,
durante o processo germinativo, sdo importantes para as espécies em geral, tendo em vista que
informacdes relacionadas a velocidade de hidratacdo mostram que este fator esta ligado a
disponibilidade hidrica, potencial matrico do substrato, temperatura e caracteristicas
intrinsecas da semente (VARELA; RAMOS; MELO, 2005). Desse modo, a auséncia da
influéncia da hidratacdo sobre a geminacdo das sementes de S. hispanica pode estar

relacionada ao fato de o lote trabalhado apresentar alto vigor. Com isso, as sementes

41



obtiveram altos indices de germinacdo, tolerando uma faixa de amplitude de umedecimento
superior a das sementes de outras espécies agricolas.

Influéncia significativa da interacao substratos e volumes de agua foi verificada para as
varidveis comprimento da parte aérea, da radicula, massa seca da parte aérea, da radicula,
total (plantula) e da relacdo raiz/parte aérea (Gréafico 2A, B, C, D, E e F). Como relatado, 0s
volumes de agua exerceram efeito sobre todas as variaveis de crescimento analisadas. Durante
0 processo germinativo, a absorcdo de agua causa o amolecimento do tegumento, 0 aumento
do volume do embrido e dos tecidos de reserva, favorecendo a ruptura do tegumento, a
difusdo gasosa e a emergéncia da raiz primaria. Proporciona, ainda, a diluicdo do
protoplasma, permitindo a difusdo de hormonios e, consequentemente, ativagdo de sistemas
enzimaticos. Com isso, desenvolve-se a digestdo, translocacdo e a assimilacdo das reservas,
resultando no crescimento do embrido (MARCOS FILHO, 2015), com respostas também
sobre o desempenho de plantulas.

Para o comprimento da parte aérea e radicular das plantulas germinadas em papel
toalha, verificou-se que o comprimento da parte aérea aumentou em 0,65 cm para cada
aumento unitario no volume de agua, ao passo que a radicula respondeu de forma inversa,
reduzindo o crescimento em 1,08 cm por aumento unitario do volume de adgua (Gréaficos 2A e
B). A reducdo do crescimento da radicula em funcdo da disponibilidade de agua deve-se a
inexisténcia de déficit hidrico. Dessa forma, ndo ha estimulo ao desenvolvimento do sistema
radicular em busca de condicBes favoraveis (disponibilidade de agua). Além disso, essa
reducdo ndo comprometeu o desenvolvimento da parte aérea da plantula nos substratos papel
toalha, o que indica auséncia de estresse. A reducdo do crescimento da radicula e 0 aumento
do comprimento da parte aérea também foram observados por Martins; Bovi e Spiering
(2009) em sementes de pumpunheira (Bactris gasipaes); por Guedes et al. (2010), em
sementes de Amburana cearenses; Amaro et al. (2014), em sementes de repolho e Aradjo et

al. (2014) em sementes de cabacinha (Luffa operculata).
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Gréfico 2 — Comprimento da parte aérea, CPA (A), radicula, CR (B), massa seca da parte

aérea, MSPA (C), da radicula, MSR (D), total, MST (E) e da relacdo raiz/parte aérea, RRPA
(F) de plantulas de S. hispanica L. germinadas nos substratos de papel Germitest® (G) e mata-

borrdo (MB) em diferentes volumes de agua. UFERSA, Mossord/RN, 2017.

Para o papel mata-borrdo, verificou-se comportamento quadratico para o comprimento

da parte aérea, com o maior comprimento (2,81 cm) sob o volume estimado de 2,6 vezes o
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peso do papel, com reducdo progressiva do crescimento em niveis de umedecimento maiores;
todavia, ndo foi verificado efeito significativo para o comprimento radicular, com valor médio
de 5,12 cm (Grafico 2A e B). A reducdo do crescimento da parte aérea das plantulas
germinadas no papel mata-borrdo pode estar relacionada a menor disponibilidade de oxigénio,
ao passo que, neste substrato hd maiores limitacdes de espaco em relacdo ao papel toalha,
facilitando o encharcamento.

Verificou-se comportamento linear crescente para o acimulo de massa seca da parte
aérea das plantulas de S. hispanica germinadas em ambos 0s substratos; as plantulas
cultivadas no maior nivel de umedecimento (4,0 vezes o volume do substrato) obtiveram
crescimento 2,22 e 1,44 vezes superior ao do menor nivel de umedecimento (1,5 vezes o
volume do substrato), nos substratos de papel toalha e mata-borréo, respectivamente (Grafico
2C).

Para o acumulo de massa seca da raiz das plantulas de S. hispanica, verificou-se
comportamento linear crescente em virtude dos volumes de &gua; para o substrato mata-
borrdo, com aumento de 89,6% no acumulo de matéria seca das plantas cultivadas no maior
nivel de umedecimento em relacdo ao menor nivel. Entretanto, para o substrato papel toalha
houve comportamento linear decrescente, com reducbes de 11,72% para cada aumento
unitéario do volume de agua no substrato (Grafico 2D). Segundo Carvalho e Nakagawa (2012),
quando ha agua em excesso no meio de germinacdo, a entrada de oxigénio na semente pode
ser comprometida, diminuindo a respiracdo e provocando atraso ou paralisacdo da
germinacdo. As reducbes do acumulo de fitomassa observadas, em niveis superiores aos
citados, possivelmente estdo relacionadas a baixa disponibilidade de oxigénio para respiracao
da semente, devido ao excesso de agua no substrato.

Para 0 acumulo de massa seca total das plantulas de S. hispanica, foi observado
comportamento linear crescente em ambos os substratos. As plantulas cultivadas no maior
nivel de umedecimento (4,0 vezes o volumo do substrato) obtiveram crescimento superior,
61,28 e 53,14, ao do menor nivel de umedecimento (1,5 vezes o volume do substrato), para 0s
substratos o papel toalha e mata-borréo, respectivamente (Grafico 2C). Segundo Taiz e Zeiger
(2013), em situacOes de déficit hidrico, as plantulas tém seus processos metabdlicos alterados,
sendo a diferenciacdo e alongamento celular respostas dos tecidos vegetais a quantidade de
agua disponivel no substrato, fato confirmado pelo menor acimulo de fitomassa, constatado

nas plantulas germinadas sob 0s menores volumes de agua no substrato.

44



As sementes germinadas em papel Germitest® obtiveram maiores ganhos no actmulo de
massa seca total em relacdo as germinadas em papel mata-borrao (Grafico 2E). Este fato pode
estar relacionado ao maior volume de agua disponivel no papel toalha, haja vista a sua maior
area e, consequentemente, maior peso em relacdo ao mata-borrdo. O efeito da disponibilidade
de 4gua no ganho de massa seca das plantulas também foi constatado por Lopes e Macedo
(2008) em sementes de Brassica pekinensis (Lour.) Rupr e Almeida e Rocha (2002) em
sementes de Brassica oleracea (L.) Mill.

Na relacdo raiz/parte aérea das plantulas de S. hispanica, observou-se comportamento
quadrético das que foram germinadas no papel mata-borrdo, sendo o maior indice (0,55)
obtido no volume estimado de 2,9 vezes o peso do papel, com posterior decréscimo da relacdo
raiz/parte aérea (Gréafico 2F). Os resultados indicam que até o volume de 2,9 vezes o peso do
papel houve maior investimento no desenvolvimento da radicula em relacdo a parte aérea,
possivelmente devido a menor disponibilidade de agua no substrato, porém, com o
incremento da disponibilidade hidrica, o desenvolvimento da parte aérea sobressaiu em
relacdo ao sistema radicular.

No tocante ao papel toalha, verificou-se reducdo potencial da relacdo raiz/parte aérea
das plantulas de S. hispanica, indicando que as plantulas estabelecidas nessa condigédo
apresentaram maior crescimento da parte aérea em relagdo ao sistema radicular, corroborando
com os resultados da massa seca da raiz, fato relacionado a maior disponibilidade de agua,
assim como mencionado anteriormente (Grafico 2F). Os resultados verificados apontam, sob
condicdes favoraveis de disponibilidade hidrica, que a plantula tende a investir mais no
crescimento da parte aérea em relagdo ao crescimento radicular. O aumento da
disponibilidade de a4gua no ganho de massa seca das plantulas também foi constatado por

Pereira; Santos; Medeiros Filho (2011) em sementes de cubiu (Solanum sessiliflorum Dunal).
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4 CONCLUSOES

O teste de germinacdo de sementes de S. hispanica deve ser conduzido no substrato
mata-borrdo (sobre papel) com quantidade de agua entre 2,5 a 4,0 vezes 0 peso do substrato
seco.

As sementes germinadas no papel mata-borrdo obtiveram maior germinacéo,
crescimento e acimulo de matéria seca das plantulas de S. hispanica em relacao as plantulas

germinadas no papel toalha Germitest®.
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CAPITULO 3

REGIMES DE LUZ E TEMPERATURA NA GERMINACAO DE SEMENTES DE

Salvia hispanica L.

RESUMO

Objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes regimes de luz e temperaturas sobre a
germinacdo e vigor de sementes de S. hispanica. Para isso, adotou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial 3 x 6, constituido pela
combinacéo de trés condicdes de luminosidade (luz constante, escuro constante e alternancia
luz/escuro com 8 h de luz e 16 h de escuro) e seis temperaturas (quatro temperaturas
constantes 20, 25, 30 e 35 °C, e duas alternadas 20-30 e 25-30°C), perfazendo 18 tratamentos
com quatro repeticfes de 50 sementes. As sementes foram semeadas em caixas de plastico
transparente, tendo como substrato papel mata-borrdo e colocadas para germinar em
Biochemical Oxigen Demand. As sementes foram avaliadas durante oito dias, por meio das
seguintes variaveis: percentagem e tempo médio de germinacdo, comprimento da parte aérea
e da radicula, massa seca da parte aérea e da radicula e relacdo raiz/parte aérea. O teste de
germinacdo de sementes de S. hispanica pode ser conduzido em temperaturas constantes de
25 °C e alternada de 25-30 °C. A germinacdo das sementes mostrou-se indiferente a
luminosidade (fotoblastica neutra). No entanto, verificou-se maior crescimento das plantulas e

acumulo de massa seca na presenca de luz.

Palavras-chave: Lamiaceae. Chia. Desenvolvimento de plantulas. Temperatura.

Fotoblastismo.
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LIGHT AND TEMPERATURE REGIME ON SEED GERMINATION OF Salvia
hispanica L.

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the effects of different light and
temperature regimes on the germination and vigor of S. hispanica seeds. For this, a
completely randomized experimental design was used in a 3 x 6 factorial scheme, consisting
of the combination of three luminosity conditions (constant light, constant dark and light /
dark alternation with 8 h light and 16 h dark) and six temperatures (four constant temperatures
20, 25, 30 and 35 °C, and two alternating 20-30 and 25-30°C), making 18 treatments with four
replicates of 50 seeds. The seeds were seeded in transparent plastic boxes, having as substrate
paper blotters and placed to germinate in Biochemical Oxigen Demand. Seeds were evaluated
during eight days, using the following variables: percentage and mean germination time,
shoot and radicular length, shoot and root dry mass and root / shoot ratio. The S. hispanica
seed germination test can be conducted at constant temperatures of 25 ° C and alternating 25-
30 ° C. The germination of the seeds was indifferent to the luminosity (neutral photoblastic).
However, we observed a greater growth of the seedlings and accumulation of dry mass in the

presence of light.

Keywords: Lamiaceae. Chia. Seedling development. Temperature. Photoblastism.
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1 INTRODUCAO

Salvia hispanica L., familia Lamiaceae, € uma oleaginosa nativa da regido que se
estende do centro-oeste do México ao norte da Guatemala e destaca-se pela adaptacdo a
regides de climas tropicais e subtropicais (CAPITANNI et al., 2012). Nos ultimos anos, a
semente desta espécie tornou-se importante na alimentacdo humana por fornecer beneficios a
saude, como, por exemplo, a reducdo de doencas cardiovasculares, obesidade, regulacdo do
intestino, colesterol e triglicerideos, bem como prevencdo do diabetes do tipo Il (JIN et al.,
2012, POUDYAL et al., 2012).

As sementes de S. hispanica também tém sido objeto de investigacao, devido aos seus
elevados teores de proteina, antioxidantes, fibra dietética e qualidade do seu 6leo (30 g de
6leo/100 g de peso de semente), cujos constituintes, presentes em altas concentragdes, sdo 0s
acidos alfalinolénico (50-57%) e linoleico (17-26%) (IXTAINA et al., 2011).

Este espécie é relativamente estudada do ponto vista alimenticio e medicinal. No
entanto, no tocante a parte agronémica as pesquisas ainda sdo bastante escassas, sobretudo no
que se refere a tecnologia de sementes. Trata-se de uma espécie que ndo é contemplada nas
Regras para Analise de Sementes tanto nacionais (BRASIL, 2009) quanto internacionais
(ISTA, 2016), tornando dificultosa a avaliacdo da qualidade de suas sementes pela
inexisténcia de métodos padronizados.

Durante a germinacdo de sementes, ocorre uma sequéncia de eventos fisiologicos que
sdo influenciados por fatores intrinsecos (dorméncia, maturidade fisiolégica e gendtipo) e
extrinsecos (luz, temperatura, disponibilidade de agua e substrato) (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012). Cada fator influi de forma especifica, atuando isolado ou em conjunto,
devendo-se levar em consideracdo a sensibilidade de cada espécie (BEWLEY; BLACK,
1994).

A temperatura é um dos principais fatores responsaveis por afetar a germinacao das
sementes e sua velocidade, pois atua diretamente na absor¢do de agua pela semente e nas
reacOes bioquimicas que regulam o metabolismo envolvido no processo germinativo
(MARCOS-FILHO, 2015), salientando-se que o periodo de germinacdo pode mudar
completamente em resposta a temperatura (COPELAND; MCDONALD, 1995).

Assim como a temperatura, a luz atua diretamente no processo germinativo da
semente, o qual é influenciado pela qualidade, intensidade luminosa e tempo de irradiacdo
(YAMAUTI et al., 2012), podendo ainda ser influenciado pelo periodo e temperatura de

embebicdo da semente. Menezes et al. (2004), estudando a germinagdo de sementes de S.
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splendens Sellow sob diferentes temperaturas e qualidades de luz, observaram que as
sementes de S. splendens comportam-se indiferentes a luz, embora germinem melhor na luz
vermelha extrema e na auséncia de luz, e que temperaturas de 15 °C retardam sua
germinacao.

O teste de germinacdo é um dos principais itens utilizados para avaliacdo da qualidade
fisiologica das sementes, sendo capaz de determinar a taxa de semeadura e a comparagdo de
distintos lotes para armazenamento e comercializacdo (MARTINS et al., 2008). A
metodologia desse teste segue os padrGes descritos nas Regras para Andlise de Sementes
nacionais e internacionais. No entanto, para sementes de S. hispanica ndo ha informacdes
sobre regime de luz, temperatura e substrato adequados para condugéo do teste.

Diante do exposto, objetivou-se avaliar os efeitos de diferentes regimes de luz e

temperaturas sob a germinacéo e vigor de sementes de S. hispanica.
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2 MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Laboratério de Analises de Sementes do Departamento
de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), Mossoré -
RN. Para isso, utilizaram-se sementes de S. hispanica, safra 2013/2014, adquiridas junto aos
produtores de Santana do Livramento, Rio Grande do Sul (30° 53° 277 S, 55° 31’ 58” W e
208 m de atitude). As sementes foram homogeneizadas, acondicionadas em sacos plasticos e
armazenadas em camara fria (10°C e 50% de umidade relativa do ambiente) até a realizacédo
do experimento.

O delineamento experimental adotado foi o inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3 x 6, constituido pela combinacdo de trés condi¢bes de luminosidade e seis
temperaturas, perfazendo 18 tratamento com quatro repeticdes de 50 sementes.

Para a realizacdo do teste de germinagdo, as sementes foram dispostas em caixas
plasticas transparentes tipo gerbox (11 x 11 x 3,5 cm), contendo duas folhas de papel mata-
borrdo como substrato, semeadas sobre papel. Antes da semeadura, o substrato foi umedecido
com agua destilada em quantidade equivalente a 2,5 vezes o peso do papel seco e
posteriormente acondicionadas em germinadores tipo Biochemical Oxigen Demand (B. O.
D.).

As condigdes de luminosidade utilizadas no experimento foram: luz constante, escuro
constante e alternancia luz/escuro, sendo esta Ultima correspondente a 8 h de luz e 16 h de
escuro. Para a condicdo de luz branca, foram utilizadas lampadas fluorescentes (20 W)
(OLIVEIRA-BENTO et al., 2013). A auséncia de luz foi obtida mediante uso de papel
aluminio envolvendo caixas gerbox impedindo a incidéncia luminosa. Para a avaliagdo
realizada em auséncia de luz, os testes foram instalados e avaliados sob luz verde,
provenientes de lanterna revestida por duas folhas de papel celofane verde (COELHO et al.,
2012). As temperaturas foram constituidas de quatro constantes 20, 25, 30 e 35 °C e duas
alternadas 20-30 e 25-30 °C, com duracédo de 8 e 16 horas para a maior e menor temperatura,
respectivamente.

O teste de germinacgéo foi acompanhado por oito dias apds a semeadura, considerando-
se como plantulas normais a emissdo da raiz primaria e parte aérea da plantula (BRASIL,
2009) e os resultados expressos em percentagem. Para a determinacdo do tempo meédio de
germinacdo, as contagens diérias foram realizadas no mesmo horario durante o periodo do

teste de germinagéo, contabilizando-se as sementes germinadas que atenderam aos mesmos
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padrGes de normalidade para o teste de germinacdo. Para os célculos do tempo médio de

germinacdo, seguiu-se a recomendacdo de Labouriau; Valadares (1976), utilizando-se a
(Xniti)

Yni '

seguinte formula: t = onde: t = tempo médio de germinacdo, ni = nimero de sementes

germinadas por dia, ti = tempo de germinacéo (dias).

No final do teste de germinacdo, as plantulas normais de cada unidade experimental
foram avaliadas quanto ao crescimento, determinando-se o comprimento de plantula da parte
aérea (medicdo do colo ao apice da plantula) e da raiz priméaria (medicdo da base do colo a
extremidade da raiz). Apos as mensuracdes das plantulas, destacou-se a parte aérea da raiz,
que foram acondicionadas em sacos de papel e postas para secar em estufa de circulacdo de ar
forgado, a 65 °C, durante 72 h. Em seguida, foram pesadas em balanca analitica (0,0001 g),
obtendo-se os dados de massa seca da parte aérea e da raiz. Com isso, determinou-se a relagdo
raiz/parte aérea por meio do acimulo de biomassa do sistema radicular em relacdo a parte
aérea da plantula.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste ‘F’, e nos casos de
significancia as médias foram comparadas pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade, com
auxilio do programa computacional Sistema para Analise de Variancia — SISVAR
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Para os resultados de germinacdo e o tempo meédio de germinacdo, observou-se
interacdo significativa entre os fatores luminosidade e temperatura. Sendo assim, as sementes
de chia sdo indiferentes a luminosidade, ou seja, seu processo germinativo ocorre na presenca
ou na auséncia de luz. A germinagdo em diferentes condi¢des de luz pode ser devido a
quantidade de fitocromo na forma ativa existente nas sementes ser suficiente para induzir o
processo germinativo (MARCOS FILHO, 2015). De forma semelhante ao observado no
presente trabalho, sementes de diversas espécies sdo indiferentes ao regime de luz, a exemplo
da Clitoria fairchildiana R. A. Howard (ALVES et al., 2012) e da Dalbergia cearensis Ducke

(NOGUEIRA et al., 2014), capazes de geminar tanto em presenca quanto em auséncia de luz.

Tabela 1 — Germinacdo de sementes de chia (Salvia hispanica L.) submetidas a diferentes
regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossoré/RN, 2017.

Germinacdo (%)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 93aA” 95 aA 95 aA
25 97 aA 80 abA 99 aA
30 95 aA 55¢cB 69 bB
35 33 bB 56 bcA 66 bA
20-30 94 aA 85 aA 97 aA
25-30 92 aA 82 aA 94 aA
CV = 14,59%

*Meédias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Os resultados obtidos para sementes de S. hispanica nas temperaturas constantes de 20
e 25 °C foram estatisticamente semelhantes as temperaturas alternadas de 20-30 °C e 25-30
°C, independentemente dos regimes de luminosidade (Tabela 1). Verificou-se ainda reducoes
na percentagem de germinacdo das sementes de chia sob condi¢bes de escuro constante e
alternancia de luz nas temperaturas de 30 e 35 °C, e em condi¢do de luz constante na
temperatura de 35 °C (Tabela 1).

Tais resultados denotam a influéncia das altas temperaturas sobre inibicdo do processo
germinativo das sementes de S. hispanica, sendo que o estresse térmico foi menos intenso sob
a condicdo de luz constante. Nessa condi¢do luminosa, possivelmente ocorreram estimulos na
atividade respiratoria das sementes, promovendo seu equilibrio térmico até a temperatura de

30 °C, a partir da qual a atividade respiratdria ndo foi suficiente para regular a temperatura das
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sementes, ocasionando o estresse térmico, afetando possivelmente sua atividade enzimatica e,
com isso, reduzindo seu potencial germinativo. Todavia, a capacidade das sementes
germinarem em ambas as condi¢fes de temperatura reflete a capacidade de adaptacdo da
espécie as variacdes térmicas do meio. De acordo com Guedes et al. (2010), espécies com
capacidade de estabelecimento sob as mais distintas condi¢cdes de temperatura apresentam
maior potencial de resisténcia as condi¢cBes de adversidades do ambiente, assim como
verificado nas sementes de S. hispanica, que apresentam potencial germinativo satisfatorio
quando conduzidas sob temperaturas 20 a 30 °C.

Averiguou-se que o maior tempo médio de germinacdo foi obtido na condicdo de
escuro constante, independentemente da temperatura avaliada, variando, em média, de 3,33 a
4,41 dias para germinacdo (Tabela 2). Nas condicGes de luz constante e alternancia, verificou-
se que os menores tempos médios de germinacdo foram obtidos nas temperaturas constantes
de 25 e 30 °C e na alternada de 25-30 °C. Corroborando com os resultados obtidos no teste de
germinacdo, em que os maiores valores foram verificados nas temperaturas de 25 °C e 25-30

°C sob luz constante e na alternancia de luz e a 30 °C com luz constante.

Tabela 2 — Tempo médio de germinacdo de sementes de chia (Salvia hispanica L.)
submetidas a diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Tempo médio de germinagdo (dias)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 3,14 bcA* 3,80 abB 3,29 aA
25 2,84 abcA 3,33aB 2,83 aA
30 2,59 aA 3,50 aB 3,18 aB
35 4,04 dB 431cB 3,15aA
20-30 3,18 cA 3,98 bcB 3,28 aA
25-30 2,68 abA 3,66 abB 3,06 aA
CV =6,81%

*Meédias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maitscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Pelos resultados da Tabela 2, a avaliacdo do teste de germinacdo de sementes de chia
pode ser realizado entre o terceiro e o0 quinto dia ap6s a semeadura. As condi¢Ges que
favorecem a maior percentagem de germinacdo e o menor tempo médio sdo as temperaturas
constante de 25 °C e alternada de 25-30 °C, sob luz constante e alternancia de luz.

Os resultados obtidos na pesquisa foram semelhantes aos verificados por Oliveira-
Bento et al. (2013) com germinagéo de sementes de flor-de-seda (Calotropis procera AITON)

submetidas a diferentes temperaturas e regimes de luminosidade. Estes autores constataram
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que a presenca de luz durante o teste de germinagdo proporcionou reducdo no tempo medio de
germinacdo quando conduzido sob as temperaturas de 20-30 °C, 25-30 °C e 30 °C.

Resultados divergentes foram obtidos por Nogueira et al. (2014), estudando o efeito da
temperatura e luz na germinacdo de sementes de Dalbergia cearensis Ducke, em que 0 menor
tempo médio de germinacg&o foi obtido com 30 °C, tanto para o escuro quanto para a luz (3,54
e 3,81 dias, respectivamente). E o maior tempo médio de germinacéo foi verificado quando se
utilizou a temperatura de 20 °C, tanto para 0 escuro quanto para a luz (5,86 e 6,31 dias,
respectivamente). No entanto, a espécie em questdo ocorre no bioma Caatinga, adaptada a
condicBes de altas temperaturas, divergindo da espécie estudada neste trabalho, que € uma
planta de clima subtropical adaptada as temperaturas amenas, o que confirma o postulado de
Cardoso (2004), de que a influéncia de um fator sobre o processo germinativo da semente é
dependente da sensibilidade de cada espécie.

Os maiores comprimentos da parte aérea foram obtidos em plantulas oriundas de
regime de escuro constante para todas as temperaturas empregadas (Tabela 3). Com isso,
acredita-se que a auséncia de luz tenha promovido o desbalan¢o hormonal, estimulando ao
estiolamento das pléantulas de chia. Este fato ocorre devido ao aumento da sintese de
giberelina, fazendo o caule crescer excessivamente em busca da obtencdo de luz (TAIZ;
ZEIGER, 2013), assim como verificado nas plantulas de S. hispanica.

Tabela 3 — Valores médios de comprimento da parte aérea de plantulas de chia (Salvia
hispanica L.) submetidas a diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossord/RN,
2017.

Comprimento da parte aérea (cm)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 2,32bC” 4,38 eA 3,22 bcB
25 2,82 abC 6,68 cA 4,47 aB
30 2,98 aC 7,94 aA 4,26 aB
35 1,07 cC 4,67 eA 2,90 cB
20-30 2,28 hC 5,87 dA 3,50 bB
25-30 3,11aC 7,27 bA 4,48 aB
CV =6,40%

*Médias seguidas pela mesma letra minGscula na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

As plantulas de S. hispanica germinadas sob luz constante apresentaram menores
comprimentos da parte aérea, independentemente da temperatura (Tabela 3), fato que, devido

ao excesso de luz absorvida, desencadeia uma condicdo de estresse conhecida como
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fotoinibicdo, definido como a inibigdo da fotossintese pelo excesso de luz (ADIR et al., 2003).
Acredita-se ainda que possam ter ocorrido algumas alteracdes enzimaéticas, a exemplo do
aumento da sintese da enzima clorofilase, intensificando, com isso, a degradacéo da clorofila
no citocromo (PADUA, 2006).

Para as plantulas de S. hispanica, oriundas de sementes germinadas sob o regime de
alternancia de luz nas temperaturas de 25 °C e 30 °C e na temperatura alternada de 25-30 °C
verificou-se maiores comprimentos da parte aérea. Todavia, para a temperatura de 35 °C foi
verificado o menor comprimento da parte aérea (2,90 cm), sendo este inferior em 35, 32 e
35% em relacdo as temperaturas de 25 (4,47 cm) e 30 °C (4,26 cm) e para a alternada de 25-
30 °C (4,48 cm), respectivamente (Tabela 3), o que reflete a alta sensibilidade das plantulas de
S. hispanica ao estresse térmico, possivelmente em virtude de as altas temperaturas terem
acarretado diminuicdo do suprimento de aminoacidos livres e da sintese de proteinas e, com
isso, diminuicdo do crescimento da plantula (SANTOS; SUGAHAR; TAKAK, 2005).

Verificou-se que, quando as sementes de S. hispanica foram germinadas sob luz
constante, as plantulas apresentaram maior comprimento radicular para todas as temperaturas,
com excecdo das germinadas na temperatura de 35 °C, que obtiveram menor crescimento
(Tabela 4). Comportamento diferente do observado para o comprimento da parte aérea, em
que as pléantulas provenientes de sementes germinadas em condi¢des de luz constante
obtiveram os menores resultados. Possivelmente o excesso de luz reduziu a sintese de auxinas
estimulando o crescimento radicular, haja vista que este horménio é responsavel por
equilibrar o crescimento da parte aérea e radicular (TAIZ; ZEIGER, 2013).

Assim como observado no regime de luz constante e no escuro constante, ndo foram
constatadas diferengas entre as temperaturas estudas, exceto para a temperatura de 35 °C, que
obteve 0s menores comprimentos radiculares em relacdo as demais temperaturas, denotando
que a sensibilidade ao estresse térmico independe do regime de luz.

Para o comprimento radicular das plantulas de S. hispanica, provenientes de sementes
germinadas sob alternéncia de luz, as temperaturas alternadas 20-30 e 25-30 °C promoveram
0s maiores comprimentos, seguidas das temperaturas constantes de 25 e 30 °C (Tabela 4).
Verifica-se ainda que as temperaturas constantes de 20 e 35 °C promoveram 0S menores
comprimentos de raiz, 0 que permite constatar que as sementes de chia, além de serem
sensiveis ao estresse térmico por altas temperaturas, sdo sensiveis ao estresse térmico por
baixas temperaturas, haja vista que este ultimo promove diminuigdo das taxas metabdlicas,
afetando desde a germinag&o até o crescimento das plantulas (HENDRICKS; TAYLORSON,
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1976). Acredita-se, com isso, que os resultados promissores averiguados sob a temperatura
alternada de 20-30 °C possivelmente estdo relacionados a exposi¢do a temperatura de 30 °C (8
h), de modo que a faixa Otima de temperatura para o crescimento de plantulas de chia

observado no presente estudo variou de 25 a 30 °C.

Tabela 4 — Valores médios de comprimentos radiculares de pléantulas de chia (Salvia
hispanica L.) submetidas a diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossoré/RN,
2017.

Comprimento radicular (cm)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 4,91 aA” 3,66 aB 4,15bB
25 5,13 aA 3,49 aB 5,03 abA
30 5,65 aA 3,20 aC 4,36 abB
35 1,82 bB 1,83 bB 3,12cA
20-30 5,41 aA 3,78 aB 5,16 aA
25-30 5,19 aA 3,34 aB 4,52 abA
CV =10,59%

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Para a massa seca da parte aérea, verificou-se diferenca entre os regimes de luz apenas
nas temperaturas de 20 e 35 °C (Tabela 5). A 20 °C, observou-se que as sementes germinadas
no regime de escuro constante obtiveram maior acimulo de massa seca, provavelmente
devido ao maior comprimento da parte aérea, provocado pelo estiolamento das plantulas
(Tabela 3). Para sementes de S. splendens, 0os maiores contetidos de massa seca foram obtidos
na temperatura 20 °C sob regime de luz branca (MENEZES et al., 2004), denotando que ha

divergéncia entre as plantas do género Salvia quanto ao regime de luz.

Tabela 5 — Massa seca da parte-aérea de plantulas de chia (Salvia hispanica L.) submetidas a

diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Massa seca da parte aérea (mg)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 9,0 aAB” 9,5aA 8,0 abB
25 8,2 aA 9,0 abA 9,4 aA
30 8,5 aA 7,5 bA 7,5 bA
35 5,2bB 4,7cB 7,0bA
20-30 7,5aA 8,5 abA 7,5 bA
25-30 8,3 aA 8,7 abA 8,5 abA
CV =10,56%

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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Na temperatura de 35 °C, foi observado o maior acimulo de massa seca no regime de
alternancia de luz, superior em 25 e 32% aos regimes de luz constante e escuro constante,
respectivamente. Acredita-se que devido a alternancia de luz (8 h de luz e 16 h de escuro) ndo
ocorreu estiolamento ou a saturacdo luminosa das plantulas, havendo, com isso, maior
equilibrio metabdlico delas, estimulando ao maior acimulo de biomassa.

Salienta-se ainda que os maiores acimulos de matéria seca da parte aérea ocorreram
nas temperaturas de 20 e 25 °C, corroborando com Pacheco Junior et al. (2013) em plantulas
de pimenta-longa (Piper hispidinervum), em que o maior acimulo de matéria seca ocorreu
nas plantulas sob temperaturas de 25 °C.

Observou-se que o maior acimulo de massa seca da radicula ocorreu nas plantulas
oriundas das sementes germinadas nas temperaturas de 20 °C para escuro constante; 20 e 25
°C para alternancia de luz e na temperatura alternada de 20-30 °C na condi¢do de luz
constante (Tabela 6). Estes resultados estdo de acordo com os verificados no crescimento do
sistema radicular, observando-se também variacdo nas respostas das plantulas de chia a
temperatura sob diferentes regimes de luz, sendo os melhores resultados encontrados nas
plantulas germinadas a 25 °C, sob alternancia de luz.

O maior conteldo de massa seca obtido nos tratamentos citados pode ser explicado
pelo fornecimento das condi¢fes necessarias a germinacdo. Nessa condicdo, as sementes
originam plantulas com maior taxa de crescimento, em fungdo da maior capacidade de
transformacéo e suprimento de reservas dos tecidos de armazenamento e maior incorporagdo
destes pelo eixo embrionario e pela radicula (NAKAGAWA, 1999).

Tabela 6 — Massa seca da raiz de plantulas de chia (Salvia hispanica L.) submetidas a

diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Massa seca da raiz (mg)
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz
20 3,7 abA 2,7aB 3,7 aA
25 3,7 abA 2,0 abB 4,1 aA
30 3,2 abA 1,7 abB 2,2 bcB
35 1,7 cA 1,0 bA 1,5cA
20-30 4,2 aA 1,7 abC 3,2 abB
25-30 3,0 bA 1,5bB 3,2 abA
CV = 20,58%

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiGscula na linha, ndo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.
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A relacdo raiz/parte aérea reflete o equilibrio de crescimento da plantula. Essa relagéo
deve estar situada proxima a 0,50, de modo que o crescimento do sistema radicular
corresponda a 50% do crescimento da parte aérea. De acordo com essa pressuposicao,
observa-se que as temperaturas constantes de 20 e 25 °C e alternadas de 20-30 e 25-30 °C
proporcionaram melhores relagbes raiz/parte aérea sob os regimes de luz constante e
alternancia de luz (Tabela 7). Observa-se ainda que nestas condi¢des de luminosidade as
plantulas advindas de sementes germinadas nas temperaturas de 30 e 35 °C obtiveram as
menores relacdes raiz/parte aérea. Com isso, provavelmente o aumento da temperatura inibiu

o crescimento radicular nas plantulas de chia.

Tabela 7 — Relacdo raiz/parte aérea de plantulas de chia (Salvia hispanica L.) submetidas a

diferentes regimes de luz e temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Relagdo raiz/parte aérea
Regimes de Luz

Temperatura (°C)

Luz constante Escuro constante Alternancia de luz

20 0,42 abA 0,29 aB 0,46 aA

25 0,45 abA 0,22 aB 0,44 abA

30 0,38 bA 0,23 aB 0,30 bcAB

35 0,33 bA 0,23 aA 0,22 cA
20-30 0,56 aA 0,20 aC 0,43 abB
25-30 0,36 bA 0,17 aB 0,38 abA

CV =21,58%

*Médias seguidas pela mesma letra mindscula na coluna e maiGscula na linha, néo diferem entre si, pelo teste de
Tukey, a 5% de probabilidade.

Nas sementes germinadas sob condigdo de luz constante, foram observadas as menores
relacBes raiz/parte aérea quando comparadas aos demais regimes de luz. Este fato pode estar
relacionado ao estiolamento das plantulas, acarretando no crescimento irregular da parte aérea

em relacédo ao crescimento do sistema radicular.
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4 CONCLUSOES

O teste de germinacdo de sementes de S. hispanica pode ser conduzido em
temperaturas constante de 25 °C e alternada de 25-30 °C.

A germinacgdo das sementes de S. hispanica é indiferente a luminosidade (fotoblastica
neutra). No entanto, o maior crescimento e acuimulo de massa seca ocorrem na presenca de

luz.
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CAPITULO 4

GERMINACAO E COMPONENTES BIOQUIMICOS DE SEMENTES DE CHIA
(Salvia hispanica L.) SOB DIFERENTES SALINIDADES E TEMPERATURAS

RESUMO

A maioria das sementes é susceptivel aos efeitos da salinidade, induzidos pelo
aumento do potencial osmético e pelo efeito idnico, que por sua vez afetam a absorcdo de
agua, modificando, consequentemente, o processo de embebicdo e com isso prejudicando a
germinacdo e o crescimento das plantulas. Diante disto, objetivou-se avaliar os efeitos da
salinidade sobre a germinacdo e o desenvolvimento inicial de plantulas de S. hispanica em
diferentes temperaturas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com os
tratamentos distribuidos em esquema fatorial 5 x 4, sendo cinco concentracdes salinas: 0,0
(controle); 4,5; 9,0; 13,5 e 18,0 dS m™ e quatro temperaturas: 20; 25; 30 e 20-30 °C, com
quatro repeticbes de 50 sementes. O teste de germinacdo teve duracdo de oito dias, sob
fotoperiodo de oito horas de luz. Durante a conducdo do experimento, avaliou-se a
germinagdo, o crescimento, 0os componentes bioquimicos e o acumulo de fitomassa das
plantulas de S. hispanica. Niveis de salinidade superiores a 4,5 dS m™ associadas as
temperaturas de 30 ou 20-30°C afetam negativamente a germinacéo, 0 vigor, o crescimento e
0s componentes bioquimicos de plantulas. A temperatura de 25 °C proporciona as melhores

condigdes para o desenvolvimento das plantulas de S. hispanica.

Palavras-chave: Lamiaceae. Chia. Estresse salino. Estresse térmico. Fisiologia de sementes.
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GERMINATION AND BIOCHEMICALS COMPONENTS OF Salvia hispanica SEED
UNDER DIFFERENT SALINITIES AND TEMPERATURES

ABSTRACT

Most of the seeds are susceptible to the salinity effects, induced by the increase of the
osmotic potential and the ionic effect, which in turn affect the water absorption, consequently
modifying the inhibition process and, thus, impairing the germination and growth of the
seedlings. The objective of this study was to evaluate the effects of salinity on germination
and initial development of S. hispanica seedlings at different temperatures. The experimental
design was entirely the case, with treatments distributed in a 5 x 4 factorial scheme, with five
salt concentrations: 0.0 (control); 4.5; 9.0; 13.5 and 18.0 dS m™ and four temperatures: 20; 25;
30 and 20-30 °C, with four replicates of 50 seeds. The germination test lasted eight days,
under a photoperiod of eight hours of light. During the course of the experiment germination,
growth, biochemical components and phytomass accumulation of S. hispanica seedlings were
evaluated. Salinity levels greater than 4.5 dS m-1 associated with temperatures of 30 or 20-30
°C affect negatively germination, vigor, growth and biochemical components of seedlings.
The temperature of 25 °C provides the best conditions for the development of S. hispanica
seedlings.

Keywords: Lamiaceae. Chia. Salt stress. Thermal stress. Seed physiology.
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1 INTRODUCAO

Salvia hispanica L., conhecida como chia, € uma planta herbacea anual, que contém
Oleos essenciais em suas folhas, caules e sementes. A espécie é cultivada principalmente no
México, Bolivia, Equador e Guatemala (CAPITANNI et al., 2012; MARTINEZ et al., 2012).
No Brasil, o cultivo da S. hispanica tem despertado o interesse dos produtores, em funcdo da
crescente demanda por produtos alimenticios funcionais, haja vista que suas sementes sdo
indicadas para reduzir os niveis de colesterol, combater os radicais livres, controlar o diabetes
e auxiliar no emagrecimento, devido ao seu alto teor de fibras (que chega a 30%), baixo
indice glicémico, além de ser fonte de dmega 3 e 6 (ALI, 2012).

Porém, as informacGes sobre germinacdo e estabelecimento das plantas de S.
hispanica sdo praticamente inexistentes. Com isso, a necessidade de se conhecer os fatores
que limitam seu desenvolvimento é importante, permitindo tracar estratégias de manejo para
seu cultivo. Dentre estes fatores, destaca-se a salinidade, cujas sementes sdo especialmente
vulneraveis aos seus efeitos. Normalmente, sdo observados inicialmente, diminuicdo na
absorcdo de dgua, modificando o processo de embebicdo e, consequentemente, a reducédo da
germinacio (FALK; MUNNE-BOSCH, 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013), de modo que a redugéo
do poder germinativo, comparado ao controle, serve como um indicador do indice de
tolerdncia da espécie a salinidade, dando indicios das possiveis respostas de tolerdncia das
plantas aos sais, em estadios subsequentes do desenvolvimento (FLOWERS; COLMER,
2008; MUNNS; TESTER, 2008; ZHANG et al., 2015).

Gorai et al. (2011), em pesquisas realizadas com Salvia aegyptiaca, verificaram que o
estresse salino diminuiu a velocidade e a porcentagem da germinacdo. Esses mesmos autores
concluiram que a S. aegyptiaca tem a capacidade de tolerar moderadamente as condicdes
salinas, principalmente quando as condicdes de temperatura se encontram adequadas. Além
disso, Dal’Maso et al. (2013), analisando a salinidade na germinacdo e no desenvolvimento
inicial das sementes de S. hispanica, verificaram que o aumento da concentragéo de cloreto de
potassio prejudicou a germinacdo, o indice de velocidade de germinacao e o crescimento das
plantulas, constatando, desta forma, que as plantulas de S. hispanica estéo sujeitas a condi¢des
de estresses que limitam seu crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia, onde quer que
elas se desenvolvam.

Dentre os fatores ambientais, a temperatura é o principal responsavel por determinar a

taxa de germinacdo das sementes, com a temperatura 6tima propiciando uma porcentagem
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maxima em menor espaco de tempo, ao passo que temperaturas maximas e minimas resultam
em pequenas porcentagens de germinagdo ou na morte do embrido (MEIADO et al., 2010;
CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Além de influenciar a germinacao, a temperatura afeta
o desenvolvimento inicial das plantulas, influenciando diretamente sua fenologia, pois estas
ndo possuem a habilidade que as sementes tém de suportar as condi¢des adversas do ambiente
e nem possuem a robustez fisica adquirida com a idade (MIRANDA et al., 2014; SANCHEZ
et al., 2014). Desta forma, esse periodo envolve uma série de transformacgdes que dependem
de condicBes ambientais favoraveis, levando a altas taxas de mortalidade nesse estagio de
desenvolvimento (SILVA et al., 2008; OLIVEIRA et al., 2015a).

Diante disto, objetivou-se avaliar os efeitos da salinidade sobre a germinacdo e

crescimento inicial de plantulas de S. hispanica em diferentes temperaturas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Analise de Sementes do
Departamento de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossord, RN. Foram utilizadas sementes de S. hispanica provenientes de um
campo de producdo comercial, localizado no municipio de Santana do Livramento, Rio
Grande do Sul (30° 53’ 27”7 S, 55° 31’ 58” W e 208 m de atitude). As sementes foram
beneficiadas manualmente, acondicionadas em saco plastico transparente (0,15 mm de
espessura) e armazenadas em cédmara fria e seca (temperatura de 10 + 2°C e umidade do
ambiente de 50% UR), durante todo o periodo experimental.

Para a simulacao do estresse salino, utilizou-se como soluto o cloreto de sédio (NacCl),
nas concentracdes: 0,0 (controle); 4,5; 9,0; 13,5 e 18,0 dS m™ diluidas em agua destilada, cujo
valor da condutividade elétrica das soluges foi verificado com auxilio de um condutivimetro.
No nivel zero foi utilizada apenas dgua destilada para umedecer o substrato.

Para cada concentragdo salina, foi conduzido o teste de germinacdo em germinadores
do tipo Biochemical Oxigen Demand (B.O.D.) regulados sob temperaturas constantes de 25,
30 e 35 °C e alternada de 20-30 °C, com fotoperiodo de oito horas, utilizando lampadas
fluorescentes tipo luz do dia (4 x 20 W). As sementes foram distribuidas sobre papel toalha
(Germitest®), previamente umedecimento na proporcéo de 2,5 vezes a massa seca do papel. O
numero de sementes germinadas foi avaliado diariamente, a partir do inicio da germinacao até
a estabilizacdo, considerando-se como critério de plantulas normais o crescimento da parte
aerea e da raiz (BRASIL, 2009).

O delineamento experimental foi o inteiramente ao acaso, com o0s tratamentos
distribuidos em esquema fatorial 5 x 4 (cinco concentracdes salinas e quatro temperaturas),
com quatro repeticdes de 50 sementes.

As variaveis analisadas foram: a) porcentagem de germinacdo - expressa em
porcentagem de plantulas normais;

b) indice de velocidade de germinacdo - conduzido simultaneamente ao teste de
germinacdo, em que as plantulas foram avaliadas diariamente, a partir do inicio da
germinacdo até o oitavo dia ap0s a semeadura e o indice calculado conforme a equagéo
proposta por Maguire (1962);

c) comprimento da parte aérea e de raiz - todas as plantulas normais da unidade

experimental tiveram o comprimento da raiz (base do colo a extremidade da raiz) e da parte
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aérea (base do colo a insercdo dos cotilédones) mensurados com auxilio de uma régua
graduada em centimetros;

d) massa seca total de plantulas - todas as plantulas normais da unidade experimental
foram fracionadas em raiz e parte aérea e postas para secar em estufa de circulacdo de ar
forcado, regulada a 65 °C, até que obtivessem peso constante, sendo posteriormente pesadas
em balanca analitica de precisdo (0,001 g). A massa seca total foi determinada pelo somatorio
das massas secas.

e) teores de clorofila e carotenoides - para isso, amostras de plantulas foram coletadas
e maceradas em 10 mL de acetona 80% em presenca de 0,1 g de CaCO3; e 0o homogenato
resultante foi centrifugado a 500 g, por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado, e ap6s a
primeira extracdo o precipitado foi centrifugado por duas vezes, sendo utilizados 5 mL de
acetona 80% para dissolver o residuo em cada uma delas. Apos centrifugacdo (500 g/15 min/4
°C), os sobrenadantes foram coletados e reunidos ao primeiro, e o0 volume final do extrato
resultante ajustado para 25 mL pela adicdo de acetona 80%. Todas essas etapas foram
realizadas sob banho de gelo e na completa auséncia de luz. As absorbancias das amostras
foram registradas em espectrofotémetro a 470, 646,8 e 663,2 nm e os teores de clorofilas e
carotenoides (g pigmento kg™ MS) obtidos de acordo com Lichthenthaler (1987), pela
utilizacdo das equac0es: 1 - clorofila a = 12,25 ABS663,2 — 2,79 ABS646,8; 2 - clorofila b =
21,50 ABS646,8 — 5,10 ABS663,2; 3 - carotenoides totais = (1000 ABS470 — 1,82 clorofila a
— 85,02 clorofila b)/198.

f) acucares sollveis totais - as amostras foram obtidas a partir da massa fresca de
partes aéreas e radiculares das plantas coletadas apés oito dias de estresse. Para a extracdo dos
acucares, primeiramente o material foi macerado em macerador automatico. Em seguida,
foram pesados 0,2 g de massa fresca e colocado em tubos e adicionados 3 ml de alcool. O
sobrenadante do tubo foi coletado para quantificacdo dos agUcares. A dosagem de agucares
sollveis totais foi determinada pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954), com o0s
resultados expressos em pmol de GLI g™ de massa fresca.

g) aminodcidos livres totais — foram colocados 0,2 g de massa fresca em tubos
contendo 3 mL de &lcool. Em seguida, foram hermeticamente fechados e aquecidos em
banho-maria a 60 °C por 20 minutos. Para a quantificacdo dos teores de aminoacidos,
realizou-se a medicéo da absorbancia a 570 nm, com a aplicacdo do metodo da nihidrina acida
(YEMM; COCKING, 1955), tendo a glicina como substancia padrdo, e os resultados

expressos em pmol AALT g™ de massa.
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h) prolina — as amostras foram obtidas a partir da massa fresca de partes aéreas e
radiculares das plantas coletadas apds 8 dias de estresse, sendo colocados 0,2 g de massa
fresca em tubos contendo 3 ml de alcool. Posteriormente, foram hermeticamente fechados e
aquecidos em banho-maria a 60 °C por 20 minutos, sendo quantificada a prolina de acordo
com a metodologia descrita por Bates (1973). As concentragcbes de prolina foram
determinadas com base em uma curva padrdo obtida a partir de L-Prolina, com seus
resultados expressos em pmol PRO g™ de massa fresca.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia pelo teste F, a 5% de probabilidade.
E de acordo com a significancia, os dados foram submetidos a analise de regresséo polinomial
(p < 0,05) com o auxilio do programa estatistico SISVAR® (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A interacdo entre os niveis de salinidade e as temperaturas impostas influenciou
significativamente as variaveis de germinacdo, crescimento, fisiologia e bioguimica das
plantulas de S. hispanica. Verificou-se que a percentagem de germinacdo das sementes foi
reduzida linearmente com o aumento dos niveis de salinidade sob as temperaturas de 20, 20-
30 e 25 °C, na ordem de 0,53, 0,54 e 0,44% por dS m™, respectivamente. Para a temperatura
de 30 °C, constatou-se breve reducdo da germinacdo até o nivel de 13,5 dS m™. Todavia, o
aumento da salinidade a partir deste nivel reduziu drasticamente a germinagdo das sementes

de S. hispanica, atingindo percentagem zero sob a salinidade 18 dS m™ (Gréfico 1A).
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NS ** o * = ngo significativo, significativo ao nivel de p < 0,01 e p < 0,05 de propabailidade,
respectivamente.

Gréfico 1. Germinacdo (A) e indice de velocidade de germinacdo (B) de sementes de Salvia
hispanica L., germinadas sob diferentes niveis de salinidade e temperatura. UFERSA,
Mossord/RN, 2017.

Para o indice de velocidade de germinacdo, observamos resultados semelhantes ao da
percentagem de germinacdo, com reduces lineares do vigor das sementes de S. hispanica sob
as temperaturas de 20, 20-30 e 25 °C, com reducdes de 0,97, 0,72 e 0,65 no indice por dS m™.
Na temperatura de 30 °C, verificou-se comportamento quadratico, com o indice de velocidade
de germinagdo maximo atingido sob a salinidade estimada de 3,4 dS m™, no entanto, a partir
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deste nivel o indice foi reduzido chegando a zero na salinidade 18 dS m™(Gréfico 1B). As
sementes germinadas a 30 e alternada 20-30 °C obtiveram as menores germinagdes e
consequentemente o menor vigor sob os niveis de salinidade mais elevados. Sob condic6es de
temperaturas elevadas ocorre 0 aumento do metabolismo da semente, e com isso, maior
embebicdo. Com isso, devido as elevadas concentragdes de sais presentes na agua e no
substrato, a absorc¢do da solugéo salina provocou o suprimento inadequado de nutrientes para
a plantula devido ao desequilibrio idnico causado pelo excesso de ions Na* e CI" (MUNS;
TESTER, 2008; TAIZ; ZAIGER, 2013; LOPES et al., 2014).

Avaliando a germinacdo de sementes de S. hispanica em meio salino, Dal’Maso et al.
(2013) verificaram reducgdes na germinacédo a partir do potencial de - 0,9 MPa, apresentando
percentagem de 39%, sendo que com o aumento do potencial osmoético de -1,2 MPa a
porcentagem de germinacdo foi reduzida para 10%. Stefanello et al. (2015) também com
sementes de S. hispanica verificaram que a germinacdo e o vigor foram prejudicados com o
aumento da concentragdo de sais. Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de
brécolis por Lopes et al. (2014); em sementes de tomate por Silva Janior et al. (2014); em
sementes de beterraba por Bernardes et al. (2015) e em repolho por Oliveira et al. (2015a).

Os comprimentos da parte aérea e da radicula das plantulas de S. hispanica foram
drasticamente reduzidos com aumento da salinidade do substrato (Gréfico 2 A e B). Para a
parte aérea da plantula, constatou-se reducdes lineares de 0,11, 0,15, 0,16 e 0,14 cm por dS m’

! nas temperaturas de 20, 20-30, 25 e 30 °C, respectivamente (Grafico 2A).
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Gréfico 2. Comprimento da parte aérea (A) e da radicula (B) de plantulas de S. hispanica, sob

diferentes niveis de salinidade e temperatura. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Para o comprimento da radicula, verificamos reducdes de 0,17, 0,22, 0,21 e 0,23 cm
por dS m™, sob as temperaturas de 20, 20-30, 25 e 30 °C, respectivamente (Grafico 2B). As
maiores reducdes no crescimento das plantulas ocorreram sob as temperaturas de 30 e 20-30
°C. Verifica-se ainda que, sob a maior temperatura (30 °C) associada ao maior estresse (18
dSm™), as plantulas de S. hispanica cresceram, indicando que associagdo do estresse salino ao
estresse térmico por altas temperaturas ocasiona efeitos deletérios sobre as sementes. A
germinacdo e o crescimento das plantulas sdo processos que requerem energia proveniente
das reservas das sementes (ZHANG et al., 2015).

Em condi¢des normais, grande parte da energia é extraida das reservas, sendo
consumida durante o transporte de ions, e na sintese de solutos compativeis ao seu
desenvolvimento (FLOWERS; COLMER, 2008). No entanto, quando essas estdo submetidas
a condicBes de estresse salino, parte da energia oriunda das reservas é consumida durante o
transporte do ion Na*, acarretando sérios danos ao desenvolvimento das plantulas, chegando a
inviabilizar seu desenvolvimento, fato verificado nesse trabalho. Dal’Maso et al. (2013)
também verificaram redugdes no desenvolvimento da parte area e radicular de plantulas de S.
hispanica na medida em que se aumentavam os niveis de salinidade.

Quanto aos pigmentos cloroplastidicos, observou-se que as sementes de S. hispanica

germinadas sob as temperaturas de 20 e 25 °C obtiveram indices satisfatérios de clorofila a e
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b sob condicdes de salinidade até 13,5 dSm™, nivel a partir do qual comecou a diminuir
(Gréfico 3A). Vale salientar que sob essas temperaturas ocorreu comportamento quadratico,
com acrescimos nos teores de clorofila a e b, verificando-se teores de clorofila bem além dos
encontrados no tratamento controle. E provavel que devido as limitagdes ocasionadas na
degradacéo e absorcdo de reservas, em funcdo do aumento do potencial osmético, as plantulas
de S. hispanica tenham sido estimuladas a produzir mais pigmentos fotossintetizantes, a fim
de escapar dos efeitos deletérios do estresse salino.

Para a clorofila a, observou-se reducbes de 35 e 4% quando comparados a maior
salinidade (18,0 dS m™) e o nivel controle (0 dS m™) de salinidade sob as temperaturas de 20
e 25 °C, respectivamente. Todavia, sob as temperaturas de 20 e 25 °C foi observado
incremento nos teores de clorofila b de 5 e de 32 entre a maior salinidade (18,0 dS m™) e o
nivel controle (0 dS m™), respectivamente (Grafico 3A). O acréscimo dos teores de clorofila b
em comparacao a clorofila a pode estar relacionado a uma maior potencializacdo da atividade
fotossintética, haja vista que a clorofila b é um pigmento assessorio e capta energia luminosa
em faixa na qual a clorofila a ndo atua (SILVEIRA et al., 2010). No entanto, quando
submetidas as maiores temperaturas de 30 °C e alternada 20-30 °C, também se observou
comportamento quadratico para os teores de clorofila a e b, verificando acréscimo nos teores
desses pigmentos até o nivel de 4,5 dS m™. Considerando que o aumento da temperatura
potencializou o efeito da salinidade sob as plantulas de S. hispanica, é provavel que sob estas
condicdes de temperatura o aumento da salinidade tenha estimulado a sintese da enzima

clorofilase, responsavel para degradacédo da clorofila (TAIZ; ZAIGER, 2013).
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Gréfico 3. Teor de clorofila a (A), clorofila b (B) e de carotenoides totais (C) de plantulas de

S. hispanica, sob diferentes niveis de salinidade e temperatura. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

O teor de carotenoides das sementes de S. hispanica germinadas na temperatura de 20
°C respondeu de forma linear decrescente em funcdo do aumento da salinidade, com redugdes
de 0,18 mg g™ por dS m™. Nas demais temperaturas, verificou-se comportamento quadratico,
com teores maximos de carotenoides sob os niveis de salinidade de 7,21, 5,62 e 7,75 dS m™,
decrescendo a partir de entdo, nas temperaturas de 25, 20-30 e 30 °C, respectivamente

(Grafico 3 C). O comportamento quadratico dos teores de carotenoides verificados sob as
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temperaturas de 25, 20-30 e 30 °C corroborou com resultados observados para clorofila a e b,
considerando que os carotenoides atuam como pigmentos protetores, agindo contra a
atividade antioxidante e protegendo as membranas lipidicas do estresse oxidativo gerado nas
plantas expostas a salinidade (FALK; MUNNE-BOSCH, 2010). Dessa forma, 0 aumento do
teor de carotenoides pode estar relacionado a protecdo das moléculas de clorofila, reduzindo a
atividade das enzimas clorofilase.

Os teores dos compostos organicos, aminoacidos livres, prolina e acUcares avaliados
nas plantulas de S. hispanica foram alterados significativamente em funcédo do estresse salino
e temperaturas (Gréaficos 4 A, B e C). Os teores de amino&cidos livres, prolina e aglcares das
plantulas, provenientes das sementes germinadas sob as temperaturas de 20, 25 e 20-30 °C
apresentaram comportamento linear crescente em funcdo do aumento da salinidade, sendo os
maiores incrementos observados na temperatura de 25 °C. Os compostos organicos das
plantulas germinadas na temperatura de 30 °C comportaram-se de maneira quadratica ao
aumento da salinidade, sendo verificados os maiores teores de aminoacidos livres, prolina e
acUcares nos niveis de salinidade de 3,40; 7,41 e 7,19 dS m™, respectivamente. O aumento da
sintese de substancias organicas, como 0s compostos nitrogenados e agucares, é frequente em
plantas sobre estresse salino, haja vista que estas substancias resguardam estruturas e
sustentam o balango osmético na planta (HASEGAWA et al. 2000; ESTEVES; SUZUKI,
2008). Diante dos resultados, constatou-se que as plantulas de S. hispanica apresentam ajuste
osmotico sob condigdes de estresse salino por meio da sintese de compostos organicos, a qual
é reduzida na temperatura até 30 °C.

O acumulo de massa seca das plantulas de S. hispanica foi drasticamente reduzido
com aumento da salinidade, independentemente das condicOes de temperatura, com as
sementes sendo germinadas, principalmente nos niveis superiores a 9,0 dS m™ (Gréafico 4D).
A inibicdo do crescimento e acumulo de fitomassa na presenca de salinidade tem relacdo com
a toxidez idnica causada pelos sais nos processos metabdlicos das células, impedindo ou
reduzindo o crescimento vegetal (PANUCCIO et al., 2014; BERNARDES et al., 2015). Silva
et al. (2008) verificaram que, em sementes de trigo, ocorrem alteracGes nos constituintes
celulares quando submetidas a estresse salino com NaCl. De acordo com os resultados
observados, € evidente que altas concentracdes de NaCl sdo fitotoxicas para a S. hispanica,
provocando alteracdes celulares que prejudicam os processos fisiologicos da germinacéo e o
desenvolvimento de plantulas, sendo ainda potencializado sob condi¢cBes de altas

temperaturas.
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Graéfico 4. Teor de aminodcidos livres (A), prolina (B), aclUcares sollveis totais (C) e massa

seca total, MST (D) de plantulas de S. hispanica, germinadas sob diferentes niveis de
salinidade e temperatura. UFERSA, Mossoré/RN, 2017.
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4 CONCLUSOES

Niveis de salinidade superiores a 4,5 dS m™ associadas as temperaturas de 30 ou 20-
30°C afetam negativamente a germinagdo, 0 vigor, 0 crescimento e 0S componentes
bioguimicos de plantulas.

A temperatura de 25 °C proporciona as melhores condi¢des para o desenvolvimento

das plantulas de S. hispanica.
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CAPITULO 5

GERMINACAO E ALTERACOES FISIOLOGICAS DE SEMENTES DE CHIA (Salvia
hispanica L.) SUBMETIDAS AO ESTRESSE HIDRICO E TEMPERATURA

RESUMO

As sementes de S. hispanica tém se destacado pela sua potencialidade em nutrientes
para as industrias agroalimentares. Mas ainda sdo escassos 0s estudos relacionados a essa
espécie, principalmente no tocante aos fatores que viabilizem a sua propagacdo e
desenvolvimento. Com isso, objetivou-se verificar os efeitos do estresse hidrico sobre a
germinacdo, o crescimento, biogquimica das plantulas S. hispanica sob diferentes
temperaturas. O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado, com tratamentos
distribuidos em esquema fatorial 5 x 4, correspondente a cinco niveis de polietileno glicol
(PEG 6000) (0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa) e quatro temperaturas (20, 25, 30 e 20-30 °C),
com quatro repeticdes de 50 sementes para cada tratamento. Para isso, instalou-se o teste de
germinacdo em substrato mata-borréo, umedecidos com soli¢des de PEG 6000 nos potenciais
mencionados, sob fotoperiodo de 8 horas de luz. As varidveis analisadas foram germinacéo,
indice de velocidade de germinacdo, comprimento de parte aérea e das raizes das plantulas,
massa seca de plantulas, teores de clorofila e carotenoides, aminoécidos, prolina e agucares. O
nivel de polietilenoglicol de -0,4 MPa para todas as temperaturas estudadas, e -0,3 MPa nas
temperaturas de 30 °C e 20-30 °C inviabilizam a germinacgéo e vigor das plantulas de S.
hispanica. As plantulas de S. hispanica sdo capazes de realizar ajuste osmotico sob condi¢bes
de estresse hidrico até os niveis de -0,3MPa, quando provenientes de sementes germinadas em

temperaturas de até 25 °C.

Palavras-chave: Lamiaceae. Chia. Potencial osmaético. Polietilenoglicol. Estresse térmico.
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GERMINATION AND PHYSIOLOGICAL ALTERATIONS OF Salvia hispanica
SEEDS TO WATER STRESS AND TEMPERATURES

ABSTRACT

The seeds of S. hispanica have been distinguished by their potential in nutrients for the
agrifood industries. But there are still few studies related to this species, especially regarding
the factors that make it possible to spread and develop. The objective of this study was to
verify the effects of water stress on germination, growth and biochemistry of S. hispanica
seedlings under different temperatures. The experimental design was completely randomized,
with treatments distributed in a 5 x 4 factorial scheme, corresponding to five levels of
polyethylene glycol (PEG 6000) (0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e - 0.4 MPa) and four temperatures (20,
25, 30 and 20-30 °C), with four replicates of 50 seeds for each treatment. For this, the
germination test was installed on a substrate blotting, wetted with PEG 6000 solutes in the
mentioned potentials, under photoperiod of 8 hours of light. The analyzed variables were
germination, germination velocity index, shoot and root length, seedling dry mass,
chlorophyll and carotenoid content, amino acids, proline and sugars. The level of
polyethylene glycol of -0.4 MPa for all temperatures studied, and -0.3 MPa at temperatures of
30 ° C and 20-30 °C made the germination and vigor of S. hispanica seedlings unfeasible. The
S. hispanica seedlings are able to perform osmotic adjustment under water stress conditions

up to -0.3MPa when coming from germinated seeds at temperatures up to 25°C.

Keywords: Lamiaceae. Chia. Osmotic potential. Polyethyleneglycol. Thermal stress.
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1 INTRODUCAO

Salvia hispanica L. é uma planta herbacea anual originaria do oeste e centro do
México e Guatemala (OROZCO; ROMERO, 2003). Suas sementes tém se destacado por ser
uma potencial fonte de nutrientes para as indUstrias agroalimentares, e por suas propriedades
benéficas para a saide (MUNOZ et al., 2012). Considerando um possivel aumento do cultivo
e comercializacdo dessa espécie, a avaliacdo da qualidade das sementes € um item
indispensavel para o sucesso da cultura.

O sucesso do estabelecimento das plantas em campo depende em grande parte das
condicdes de germinacdo das sementes (GORAI et al., 2011). Os estudos relacionados com a
resposta germinativa de sementes a condicdo de estresses artificiais tém importancia especial
para fisiologia e ecofisiologia vegetal, podendo ser utilizada como ferramenta para
identificacdo de limites de tolerancia de sobrevivéncia e adaptacdo das espécies as condigdes
estressantes (GUEDES et al., 2013).

A germinacdo de sementes € um processo que requer agua e calor, e, dependendo da
espécie, sdo necessarios também outros fatores, tais como oxigénio e luz (BEWLEY;
BLACK, 1994). A disponibilidade de agua afeta diretamente a germinacdo, uma vez que a
absorcdo de agua da inicio a uma série de processos fisicos, fisioldgicos e bioquimicos no
interior da semente, como ativacdo de enzimas, quebra de ligagdes quimicas, translocacédo e
uso de substancias armazenadas (MARCOS FILHO, 2015). Como se nota, a temperatura
interfere na dindmica da absorcdo de agua e nos limites e velocidade das rea¢des bioquimicas,
além dos processos fisiologicos que determinam o processo germinativo (CARVALHO;
NAKAGAWA, 2012).

Mudancas de temperatura podem afetar os processos que controlam a germinacdo das
sementes, incluindo a permeabilidade das membranas e a atividade de enzimas citosolicas e
enzimas ligadas a membrana (MARAGHNI et al., 2010). Assim, a germinagdo serd mais
rapida e eficiente a medida que a temperatura aumente, respeitando o limite de cada espécie,
denominado de temperaturas cardeais. A reducdo gradativa da temperatura provoca
decréscimo acentuado da velocidade de germinacdo e a embebicdo nessas condi¢cdes pode
provocar reducdo do crescimento das plantulas, mesmo quando a temperatura retorna a niveis
favoraveis (MARCOS FILHO, 2015). Em sementes de S. hispanica, Labouriau e Agudo
(1987) verificaram que os limites extremos de temperatura séo 3,3+0,4 °C e 39,8+ 0,4 °C,
demonstrando que as baixas temperaturas limitam a germinacdo das sementes, mesmo

estando perto dos limites inferiores de algumas plantas tropicais tolerantes ao frio.
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O déficit hidrico € um dos principais fatores limitantes da germinacdo, pois para cada
espécie existe um valor de potencial hidrico externo abaixo do qual a germinagdo ndo ocorre
(AVILA et al., 2007). Em estudo realizado por Yamashita e Guimardes (2010) verificou-se
que a germinacao e a velocidade de germinacao das sementes de Conyza canadensis e Conyza
bonariensis sdo reduzidas com a diminuigdo da disponibilidade hidrica no substrato, a partir
de -0,15 MPa. Guedes et al. (2013) constataram que a porcentagem de germinagdo de
sementes de Apeiba tibourbou foi reduzida significativamente a partir do potencial hidrico de
-0,2 MPa, chegando a 51% na temperatura de 30 °C e na de 25 °C as sementes tiveram sua
capacidade germinativa mais afetada, chegando a 37% de germinag&o.

Com isso, objetivou-se verificar os efeitos do estresse hidrico sobre a germinagéo, o

crescimento, bioquimica das plantulas S. hispanica sob diferentes temperaturas.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio de Analise de Sementes do
Departamento de Ciéncias Vegetais da Universidade Federal Rural do Semi-Arido
(UFERSA), Mossord, RN. Foram utilizadas sementes de S. hispanica provenientes de um
campo de producdo comercial, localizado no municipio de Santana do Livramento, Rio
Grande do Sul (30° 53’ 27”7 S, 55° 31’ 58” W e 208 m de atitude). As sementes foram
beneficiadas manualmente, acondicionadas em saco plastico transparente (0,15 mm de
espessura) e armazenadas em camara fria e seca (10 £ 2 °C e 50% de umidade relativa do
ambiente) durante todo o periodo experimental.

O delineamento estatistico utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema
fatorial 5 x 4 (potenciais osmoticos X temperaturas), sendo cada tratamento composto por
quatro repeticdes de 50 sementes.

As sementes foram semeadas sob duas folhas de papel mata-borrdo que foram
acondicionadas em caixas plasticas transparentes (gerbox) e hidratadas com solucGes de PEG
6000, no volume de 2,5 vezes o peso seco do papel. As solugbes foram produzidas de acordo
com os valores propostos por Villela, Doni Filho e Sequeira (1991) para simular os niveis
osmaticos previamente estabelecidos de 0,0; -0,1; -0,2; -0,3 e -0,4 MPa.

Os testes de germinagdo foram conduzidos em germinadores do tipo Biochemical
Oxygen Demand (B.0.D.), regulados as temperaturas constantes de 20, 25, 30 °C e alternada
20-30 °C, com fotoperiodo de 8 horas de luz. As contagens foram realizadas diariamente até o
oitavo dia apds a semeadura, sendo consideradas germinadas as sementes que haviam emitido
a raiz primaria e parte aérea da plantula (BRASIL, 2009).

As variaveis analisadas foram: a) porcentagem de germinacdo - expressa em
porcentagem de plantulas normais;

b) indice de velocidade de germinacdo - conduzido simultaneamente ao teste de
germinacdo, em que as plantulas foram avaliadas diariamente, a partir do inicio da
germinacdo até o oitavo dia ap6s a semeadura e o indice calculado conforme a equacéo
proposta por Maguire (1962);

c) comprimento da parte aérea e de raiz - ao fim do teste de germinacdo, todas as
plantulas normais da unidade experimental tiveram o comprimento da raiz (base do colo a
extremidade da raiz) e da parte aérea (base do colo a insercdo dos cotilédones) mensurados

com auxilio de uma régua graduada em milimetros;
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d) teores de clorofila e carotenoides — amostras de plantas foram coletadas e
maceradas em 10 mL de acetona 80% em presenca de 0,1 g de CaCO3; e 0 homogenato
resultante foi centrifugado a 500 g, por 15 min, a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e apos a
primeira extracdo o precipitado foi centrifugado por duas vezes, sendo utilizados 5 mL de
acetona 80% para dissolver o residuo em cada uma delas. Apds centrifugagéo (500 g/15 min/4
°C), os sobrenadantes foram coletados e reunidos ao primeiro, e o volume final do extrato
resultante ajustado para 25 mL pela adicdo de acetona 80%. Todas essas etapas foram
realizadas sob banho de gelo e na completa auséncia de luz. As absorbancias das amostras
foram registradas em espectrofotdmetro a 470, 646,8 e 663,2 nm e os teores de clorofilas e
carotenoides (g pigmento kg™ MS) foram obtidos, de acordo com Lichthenthaler (1987), pela
utilizacdo das equacoes: 1 - clorofila a = 12,25 ABS663,2 — 2,79 ABS646,8; 2 - clorofila b =
21,50 ABS646,8 — 5,10 ABS663,2; 3 - carotenoides totais = (1000 ABS470 — 1,82 clorofila a
— 85,02 clorofila b)/198.

e) acglcares sollveis totais - as amostras foram obtidas a partir da massa fresca de
partes aéreas e radiculares das plantas coletadas apds oito dias de estresse. Para a extracdo dos
acucares, primeiramente o material foi macerado em macerador automatico. Em seguida,
foram pesados 0,2 g de massa fresca e colocado em tubos e adicionados 3 ml de alcool. O
sobrenadante do tubo foi coletado para quantificacdo dos agucares. A dosagem de agucares
sollveis totais foi determinada pelo método da antrona (YEMM; WILLIS, 1954), com o0s
resultados expressos em pmol de GLI g de massa fresca.

f) aminoéacidos livres totais — foram colocados 0,2 g de massa fresca em tubos
contendo 3 ml de alcool. Os tubos foram hermeticamente fechados e aquecidos em banho-
maria a 60 °C por 20 minutos. Para a quantificacdo dos teores de aminoacidos, realizou-se a
medicdo da absorbancia a 570 nm, com a aplicacdo do método da nihidrina acida (YEMM,;
COCKING, 1955), tendo a glicina como substancia padréo e os resultados expressos em pmol
AALT g de massa.

g) prolina — as amostras foram obtidas a partir da massa fresca de partes aéreas e
radiculares das plantas coletadas ap6s oito dias de estresse, sendo assim colocados 0,2 g de
massa fresca em tubos contendo 3 ml de &lcool. Os tubos foram hermeticamente fechados e
aquecidos em banho-maria a 60 °C por 20 minutos. A determinacgéo de prolina foi de acordo
com a metodologia descrita por Bates (1973). As concentragdes de prolina foram
determinadas com base em uma curva padrdo obtida a partir de L-Prolina, com seus

resultados expressos em pmol PRO g™ de massa fresca.
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h) massa seca total de plantulas — todas as plantulas normais da unidade experimental
foram fracionadas em raiz e parte aérea e postas para secar em estufa de circulacdo de ar
forcado, regulada a 65 °C, até que fosse obtido peso constante, sendo posteriormente pesadas
em balanca analitica de precisdo (0,001 g). A massa seca total foi determinada pelo somatério
das massas secas.

Os resultados foram submetidos a analise de variancia pelo teste F, a 5% de
probabilidade. E de acordo com a significancia, os dados foram submetidos a analise de

regressao polinomial (p < 0,05) com o auxilio do programa estatistico SISVAR®

(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Entre os niveis de potenciais osmoticos e temperaturas, verificou-se interacao

significativa para a germinacao, indice de velocidade de germinacdo, comprimento da parte

aérea e da radicula das plantulas de S. hispanica ao nivel de 5% de probabilidade (Grafico 1).
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Grafico 1. Percentagem de germinacdo (A), indice de velocidade de germinagdo (B),
comprimento da parte aérea-CPA (C) e comprimento da radicula-CR (D) de plantulas de chia
(Salvia hispanica L.), submetidas a diferentes potenciais osmoticos induzidos por PEG6000,
em diferentes temperaturas. UFERSA, Mossoré/RN, 2017.

De maneira geral, os potenciais osmoticos até o nivel de -0,2 MPa promoveram

germinacGes com valores acima de 70% para todas as temperaturas, com excecdo das
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sementes germinadas a 30 °C, em que se constatou 56% de germinagéo, caracterizando o
estresse hidrico a partir desse ponto na maior temperatura estudada (Grafico 1A). O estresse
hidrico afetou a percentagem de germinacdo das sementes de S. hispanica a partir do
potencial de -0,3 MPa sob as temperaturas de 20, 25 °C e 20-30 °C, chegando a atingir
percentagens inferiores a 10% de plantulas normais no potencial de -0,4 MPa (Grafico 1A).

Essa reducdo na percentagem de germinacdo na medida em que 0s potenciais
osmoticos se tornam mais negativos é explicada em virtude da restri¢do hidrica, que diminui a
velocidade dos processos metabdlicos e bioquimicos, atrasando ou reduzindo a percentagem
de germinacdo das sementes, interferindo na embebicdo e no alongamento celular do embrido
(BRADFORD, 1990). Além disso, a diminuicdo do potencial hidrico do meio influencia a
absorcdo de agua e reduz ou impede a emissdo da raiz primaria (GHADERI-FAR et al.,
2010). A reducdo da germinacdo em funcdo do aumento de déficit hidrico também foi
verificada por Silva et al. (2014) em sementes de agrido (Barbarea verna), cujos autores
constataram que na temperatura mais alta (35 °C) ocorreu reducéo de forma mais rapida que
nas temperaturas mais amenas (20 e 25 °C). Silva Jr. et al. (2014) também verificaram que 0s
potenciais osmoticos a partir de -0,4 MPa reduziram significativamente as variaveis
germinacao, indice de velocidade de emergéncia e comprimento de plantulas em tomate.

O maior indice de velocidade de germinacdo foi registrado sob a temperatura de 30 °C
no potencial osmotico de 0,0 MPa (Gréfico 1B), o que se deve ao fato de temperaturas
elevadas aumentarem a velocidade dos processos metabolicos, encurtando a duracao da fase Il
do processo de embebicdo. Segundo Nascimento (2005), temperaturas muito baixas ou muito
altas poderdo alterar tanto a velocidade quanto a porcentagem final de germinacdo. Deste
modo, observou-se que a partir do nivel de -0,1 MPa nas temperaturas de 30 e 20-30 °C, e em
-0,2 MPa nas temperaturas 20 e 25 °C houve acentuadas redu¢des no indice de velocidade de
germinacdo das sementes de S. hispanica, chegando a indices inferiores a 0,5 no potencial
osmatico de -0,4 MPa, independentemente da temperatura estudada. Esses resultados indicam
que a temperatura pode aumentar a intensidade do estresse hidrico sob as plantulas de S.
hispanica, assim como observado nas temperaturas de 30 °C e 20-30 °C, haja vista as
acentuadas redugdes (>30%) com uma pequena oscilagdo do potencial osmoético de 0,0 MPa
para -0,1 MPa.

Em trabalhos realizados por Stefanello et al. (2006) com sementes de anis
(Foeniculum vulgare), houve reducéo linear de germinacéo e da velocidade, zerando em -0,3

MPa. Sementes de pinhdo-manso (Jatropha curcas L.) submetidas ao estresse hidrico também
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sofreram reducgdes na porcentagem de germinacdo e velocidade de germinagdo sob estresse
hidrico, com reducdo de mais de 10 unidades do controle para a condi¢cdo de —0,2 MPa,
chegando aos valores proximos de zero a -0,8 MPa. (PEREIRA; LOPES, 2011). Ja em
sementes de pau-de-jangada (Apeiba tibourbou), Guedes et al. (2013) verificaram que 0 maior
indice de velocidade de germinagdo ocorreu na temperatura mais alta (35 °C), e que a menor
reducdo em funcdo da pouca disponibilidade hidrica ocorreu em temperaturas de 25 °C.

Assim como observado na germinacdo, a reducdo da disponibilidade hidrica do
substrato, causada pelo aumento da concentracdo de PEG 6000, promoveu diminui¢do do
comprimento da parte aérea e da radicula das plantulas de S. hispanica em todas as
temperaturas estudadas (Gréfico 1C e D). No entanto, o efeito do estresse hidrico aumentou
com o0 aumento da temperatura, para 0 comprimento da parte aérea e da radicula, verificando-
se crescimento satisfatério até o nivel de -0,1 MPa nas plantulas, das sementes germinadas
sob as temperaturas de 20 e 25 °C. Porém, a partir deste nivel ja sdo notdrias drasticas
reducdes (>40% para comprimento da parte aérea e > 30% no comprimento radicular) no
crescimento das plantulas provenientes das sementes germinadas sob as temperaturas de 30
°C e 20-30 °C. Verificou-se ainda que nos potenciais osmoticos de -0,3 e -0,4 MPa houve
maior protrusdo da raiz primaria, e menor emissdo da parte aérea, 0 que pode estar
relacionado ao mecanismo de tolerancia da espécie, aumentado o crescimento da radicula em
busca de &gua no substrato.

As reducBes observadas na germinacdo e no crescimento das plantulas de S. hispanica
em funcdo da reducdo do potencial osmotico podem ser atribuidas a reducdo na velocidade
dos processos metabdlicos e bioquimicos em virtude da restricdo hidrica, 0 que atrasa ou
reduz a germinacdo das sementes e interfere na embebicdo e no alongamento celular do
embrido. Além disto, pode reduzir ou impedir a emissdo da raiz primaria, pela alteracdo da
permeabilidade da membrana plasmatica, e as propriedades do tonoplasto, aumentando a
degradacdo de proteinas, por estimular a sintese de enzimas proteoliticas (YAMASHITA,
GUIMARAES, 2010). Segundo Taiz e Zeiger (2013), o primeiro efeito mensuravel do
estresse hidrico é uma diminuicdo do crescimento, causada pela reducdo da expansdo celular,
gue necessita de potencial de turgor adequado. Os resultados encontrados estdo coerentes com
0s obtidos por Kappes et al. (2010), trabalhando com sementes de milho, em que a solucdo de
PEG 6000 reduziu drasticamente o comprimento das plantulas.

Houve influéncia significativa dos niveis de potencial osmoético sobre os teores de

clorofila a, b e carotenoides, com reducdes lineares de 6,12; 4,17 e 1,39 mg L™ para cada
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reducdo unitaria do potencial osmotico, respectivamente (Gréafico 2 A, B e C). O estrese
hidrico promoveu a degradacdo do R-caroteno e a reducdo na formacdo de zeaxantina,
produzindo diminuicdo no teor de carotenoides, pigmentos aparentemente envolvidos na
protecdo contra a fotoinibicdo (STREIT et al.,, 2005; TAIZ; ZEIGER, 2013). Como 0s
carotenoides sdo pigmentos acessorios na absorcdo e transferéncia de energia radiante, além
de serem protetores da clorofila no processo de fotoxidagdo, provavelmente a reducdo dos
teores de clorofila esta relacionada a reducdo dos seus protetores. Alem disso, a reducdo do
conteddo de pigmentos pode estar relacionada a reducdo do acumulo de biomassa e da

reducdo do crescimento da parte aérea.
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NS @ ** = nap significativo e significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), respectivamente. Letras iguais na coluna
ndo diferem entre si perante o teste de Tukey (p<0,05).

Graéfico 2. Teores de Clorofila a (A), clorofila b (B) e carotenoides (C) de plantulas de chia
(Salvia hispanica L.), submetidas a diferentes potenciais osmoticos induzidos por PEG6000.
UFERSA, Mossord/RN, 2017.
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Para as variaveis clorofila b e carotenoides, também foi verificada influéncia
significativa das diferentes temperaturas. Com o0 aumento da temperatura, constatou-se
resposta inversa dos teores de clorofila b e carotenoides, de modo que na medida em que se
aumentou a temperatura os teores de clorofila b aumentaram e os teores de carotenoides
diminuiram (Gréfico 3 A e B). Foi constatado que as plantulas das sementes germinadas a 20
°C apresentaram menor desenvolvimento em comparacdo as plantulas das sementes
germinadas nas demais temperaturas, fato nitidamente verificado no tratamento controle (0,0
MPa) (Gréaficos 1C e D). O menor desenvolvimento das plantulas nesse tratamento é
relacionado a reducdo da atividade metabdlica, ocasionada pelo estresse térmico por baixa
temperatura (MARAGHNI et al., 2010; TAIZ; ZEIGER, 2013). De acordo com Duarte
(2003), quando as plantas estdo sujeitas a algum tipo de estresse, ocorre aumento nos teores

de carotenoides, reduzindo a producdo de clorofila, como observado no presente trabalho.
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NS e ** = nao significativo e significativo a 1% de probabilidade (p<0,01), respectivamente. Letras iguais na coluna
ndo diferem entre si perante o teste de Tukey (p<0,05).

Gréfico 3. Teores de clorofila b (A) e carotenoides (B) de plantulas de chia (Salvia hispanica
L.), submetidas a diferentes temperaturas. UFERSA, Mossord/RN, 2017.

Houve comportamento quadratico dos teores de aminoacidos nas plantulas oriundas
das sementes germinadas em todas as temperaturas estudadas em fungdo da reducdo do
potencial osmatico induzido por PEG 6000, verificando os maiores teores de aminoacidos sob
0s potenciais osmoticos de -0,16, -0,18, -0,23 e -0,13 para as temperaturas constantes de 20,
25, 30 °C e para alternada de 20-30 °C (Grafico 4A). Resultados semelhantes foram
verificados para os teores de prolina, sendo os maiores teores verificados sob os potenciais
osmoticos de -0,15, -0,25, -0,31 e -0,18 para as temperaturas constantes de 20, 25, 30 °C e
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para a alternada de 20-30 °C (Grafico 4B). E possivel constatar que o aumento da temperatura
influenciou significativamente o aumento dos teores de prolina e, consequentemente, os teores
de aminoacidos livres totais, permitindo maior sintese destes compostos em niveis mais altos
de potencial osmotico.

Ao correlacionar os dados de prolina e aminoacidos com os dados de crescimento,
pode-se constatar que sob a temperatura de 25 °C 0 aumento desses teores corroborou com as
repostas de crescimento das plantulas, haja vista que em condicdes de estresse hidrico
apresentaram maior crescimento em relacdo as demais temperaturas, denotando um ajuste
osmatico eficiente. Todavia, sob a temperatura de 30 °C as plantulas de S. hispanica também
sintetizaram prolina e aminoacidos até altos niveis de potencial osmético, no entanto, esse
aumento ndo corrobora com as respostas de crescimento, o0 que indica que a sintese desses
compostos nessa condicdo esta relacionada a intensificacdo do estresse hidrico pelo aumento
da temperatura (Graficos 1C e 2A e B).
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ndo diferem entre si perante o teste de Tukey (p<0,05).

Graéfico 4. Teores de aminoacidos (A), prolina (B) e aclcares (C) de plantulas de chia (Salvia
hispanica L.), submetidas a diferentes potenciais osméticos induzidos por PEG6000 e
temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Para os teores de acUcares nas plantulas de S. hispanica, observou-se comportamento
quadratico em funcdo da reducdo do potencial osmoético induzido por PEG 6000 em todas as
temperaturas estudadas. Os maiores teores de agUcares foram verificados sob os potenciais
osmoticos de -0,26, -0,16, -0,18 e -0,21 para as temperaturas constantes de 20, 25, 30 °C e
para a alternada de 20-30 °C (Gréafico 4A). Constata-se que a sintese de aclcares pelas plantas
de S. hispanica comportou-se de maneira diferente da sintese de aminoéacidos, verificando-se
a maior sintese desses compostos quando as plantas estavam submetidas a condi¢6es de baixa
temperatura (20 °C ou 20-30 °C). Ao correlacionar com os dados de crescimento, € possivel
constatar que o aumento da sintese de aclcares nas plantulas das sementes germinadas sob a
temperatura de 20 °C auxiliou no ajuste osmético e, consequentemente, no crescimento da
parte aérea até o nivel de -0,3 MPa. Entretanto, sob a temperatura de 20-30 °C, 0 aumento dos
teores de acUcares ndo promoveu ganhos no crescimento, o que indica que essa sintese esta
relacionada ao aumento do estresse hidrico impulsionado pela temperatura de 30 °C, assim
como constatado para a prolina e os aminoacidos (Graficos 1C, 2A, B e C).

Quanto a sintese de osmolitos, de maneira geral verifica-se que as pléantulas de S.
hispanica aumentam os teores de prolina, amino&cidos livres e aglcares sob condi¢bes de
estresse hidrico, considerando-se que esses compostos se acumulam como solutos

compativeis para estabilizar membranas e manter a conformacéo de proteinas, o que impede a
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desidratacdo do citosol (KISHOR et al., 2005; SZABADOS et al., 2011; TAIZ; ZAIGER,
2013). No entanto, esse ajuste osmotico sé € efetivo quando as plantulas de S. hispanica
tiveram suas sementes germinadas até a temperatura de 25 °C.

Para a massa seca total das plantulas, houve influéncia significativa apenas dos niveis
de potencias osmoticos, nos quais se observou ajuste quadratico dos dados, verificando-se
reducdes no acumulo de massa seca até o nivel ajustado de -0,37 MPa, com reducgéo de 92%
em relacdo ao nivel controle (0,0 MPa) (Grafico 5A). Tais resultados indicam que a reducéo
da disponibilidade hidrica na fase de semeadura ocasionou estresse irreversivel nas sementes,
afetando a transferéncia de reservas para as plantulas, o que sugere que as sementes de S.
hispanica sejam sensiveis a reducdo da disponibilidade hidrica do substrato durante a
semeadura. Resultados semelhantes também foram observados por Guedes et al. (2013), em
gue o conteudo de massa seca das plantulas de Apeiba tibourbou foi afetado pelos diferentes
potenciais osmoticos, ocorrendo redugdes do conteudo a partir do potencial de -0,2 MPa até
se tornar quase nulo no potencial osmético de -0,8 Mpa.
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Graéfico 5. Massa seca total de plantulas de chia (Salvia hispanica L.), submetidas a diferentes
potenciais osméticos induzidos por PEG6000. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.
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4 CONCLUSOES

O nivel de polietilenoglicol de -0,4 MPa para todas as temperaturas estudadas, e -0,3
MPa nas temperaturas de 30 °C e 20-30 °C inviabilizam a germinacéo e vigor das plantulas de
S. hispanica.

As plantulas de S. hispanica sdo capazes de realizar ajuste osmatico sob condigdes de
estresse hidrico até os niveis de -0,3MPa, quando oriundas de sementes germinadas em

temperaturas de até 25 °C.
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ANEXOS
CAPITULO 2

Tabela 1. Resumo da anélise de varidncia das varidveis percentagem de germinagédo (PG),
tempo médio de germinacdo (TMG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz
(CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR), massa seca total (MST)
e relacdo raiz/parte aérea (RRPA) sementes de Salvia hispanica L. germinadas sob diferentes

substratos e volumes de agua. UFERSA, Mossord/RN, 2017.

Quadrado médio

Fonte de variacdo GL e ™G CPA CR
Substrato (S) 1 374,08 0,093 1,947 29,24”
Teor Agua (TA) 5 17,55 "™ 0,005" 0,49” 2,417
SxTA 5 9,68 " 0,010 1,33" 2,717
Erro 36 11,19 0,011 0,11 0,60
CV (%) 3,61 9,45 14,11 17,92
- Quadrado médio
Fonte de variacao GL VISPA VSR MST RRPA
Substrato (S) 1 1,96 ™ 6,75 15,98 0,14~
Teor Agua (TA) 5 6,17 0,23"™ 8,26 0,02
SxTA 5 1,947 1,107 2,69 0,07
Erro 36 0,78 0,34 1,23 0,02
CV (%) 20,24 34,49 18,28 40,13

" significativo a 1%;  significativo a 5%; "™ ndo significativo a 5%; CV- coeficiente de variag&o.
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CAPITULO 3

Tabela 2. Resumo da analise de variancia das varidveis percentagem de germinagdo (PG),

tempo médio de germinacdo (TMG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento da raiz

(CR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca da raiz (MSR) e relacdo raiz/parte aérea

(RRPA) em plantulas de Salvia hispanica L. submetidas a diferentes regi
temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

mes de luz e

Quadrado médio

Fonte de variacao GL e ™G CPA CR
Temperatura (T) 5 3363,0" 1,16 9,8 10,17
Luz (L) 2 781,17 3,48" 842" 1447
TxL 10 544,6" 0,28" 1,17 1,05~
Erro 54 141,1 0,05 0,06 0,18
CV (%) 14,49 6,81 6,40 10,59

- Quadrado médio

Fonte de variacao GL VISPA MSR RRPA
Temperatura (T) 5 0,000013" 0,000006 0,03”

Luz (L) 2 0,000003" 0,00001™ 0,25~
TxL 10 0,000006™ 0,000001™ 0,01”
Erro 54 6,4E0007 2,9E 70007 0,29
CV (%) 14,49 10,56 21,01

" significativo a 1%; ~ significativo a 5%: ™ ndo significativo a 5%; CV- coeficiente de variag&o.
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CAPITULO 4

Tabela 3. Resumo da analise de variancia das variaveis percentagem de germinacao (PG),
indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento
da raiz (CR), massa seca total (MST), clorofila a, clorofila b, carotenoides, agUcares,
aminoéacidos e prolina plantulas de Salvia hispanica L, germinadas sob diferentes condicGes
de salinidade e temperatura. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Fonte de variagdo ~ GL Quadrado medio

PG IVG CPA CR
Sal (S) 4 30034 327,47 17,54~ 36,42"
Temperatura (T) 3 149457 1638,2" 1,25" 11,62
SxT 12 15082 76,8" 0,32 1,39"
Erro 60 12,7 1,0 0,01 0,24
CV (%) 4,01 5,11 10,27 14,87
- Quadrado médio
Fonte de variagao GL MST Clorofilaa Clorofilab Carotenoides
Sal (S) 4 204,78 7147 131,76" 4520
Temperatura (T) 3 0,89" 206,2" 374,73" 0,58"
SxT 12 0,74™ 227,87 221,23 10,617
Erro 60 0,65 32,4 26,82 1,81
CV (%) 31,89 20,17 29,64 23,26
. Quadrado médio
Fonte de variagdo  GL Acucares Aminoéacidos Prolina
Sal (S) 4 15,317 60,67 0,009
Temperatura (T) 3 43,44 93,63 0,001
SxT 12 14,78" 65,05 0,008
Erro 60 0,36 1,02 0,000088
CV (%) 10,05 9,37 9,91

“ significativo a 1%; ~ significativo a 5%; ™ néo significativo a 5%; CV- coeficiente de variagao.
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CAPITULO 5

Tabela 4. Resumo da analise de variancia das variaveis percentagem de germinacao (PG),

indice de velocidade de germinacdo (IVG), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento
da raiz (CR), massa seca total (MST), clorofila a, clorofila b, carotenoides, agUcares,
aminoacidos e prolina plantulas de Salvia hispanica L, submetidas a diferentes potenciais
osmoticos induzidos por PEG6000 e temperaturas. UFERSA, Mossor6/RN, 2017.

Quadrado médio

Fonte de variagdo  GL e CPA CR
Peg (P) 4 25419327 219850 17,16 83,48"
Temperatura (T) 3 2830,06 154,77 0,39" 5,07
PxT 12 1539,52" 124,79" 0,197 1,697
Erro 60 11,30 0,03 0,23
CV (%) 5,06 14,83 20,56
— Quadrado médio
Fonte de variaggo  GL MST Clorofilaa Clorofilab Carotenoides
Peg (P) 4 206,68 1502,93" 705,917 94,94
Temperatura (T) 3 1,03™ 39,09 304,73 466"
PxT 12 0,69 33,58"™ 39,30™ 0,92
Erro 60 0,91 1405,40 21,82 0,86
CV (%) 38,05 39,25 33,53
. Quadrado médio
Fonte de variagdo  GL Acucares Aminoéacidos Prolina
Peg (P) 4 297,95 816,57 0,00231"
Temperatura (T) 3 234,05 58,42 " 0,00004 "
PxT 12 126,43 180,11 0,00119”
Erro 60 4,23 33,44 0,00004
CV (%) 16,09 25,26 17,79

“ significativo a 1%; ~ significativo a 5%; ™ néo significativo a 5%; CV- coeficiente de variacao.
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