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Resumo: A semeadura em condi¢des ambientais desfavoraveis tem se intensificado nos ultimos anos,
enquanto, a utilizacdo do tratamento de sementes com bioestimulantes tem aumentado de forma marcante.
Este trabalho objetivou avaliar o desempenho fisiolégico de sementes e a expressdo isoenzimatica de
sementes de arroz de sequeiro tratadas com bioestimulante ¢ submetidas a restri¢ao hidrica. Os tratamentos
consistiram em sementes sem tratamento (dose zero) e tratadas com bioestimulante (dose recomendada). O
déficit hidrico foi estabelecido pelos potenciais hidricos 0,0; -0,20; -0,40; -0,60; -0,80 ¢ -1,0 MPa. Foram
avaliados a germinag¢do e o indice de velocidade de germinagdo, comprimento ¢ massa seca de parte area e
de raiz, a expressao das isoenzimas peroxidase, malato-desidrogenase, glutamato oxalacetato transaminase e
esterase. A germinagdo e o indice de velocidade de germinagdo, o comprimento e a massa seca de parte aérea
¢ de raiz foram reduzidos ao diminuir o potencial hidrico. Potenciais hidricos inferiores a -0,4 MPa reduzem
drasticamente a germinagdo, o0 vigor ¢ a expressdo isoenzimatica de plantulas de arroz de sequeiro. O
tratamento de sementes com bioestimulante favorece o desempenho de sementes e plantulas de arroz de
sequeiro sob restri¢ao hidrica.

Palavras-chave: Oryza sativa L., crescimento inicial, enzimas, estresse hidrico.

Abstract: Sowing in unfavorable environmental conditions have intensified in recent years, while the use of
seed treatment with bio-stimulants has increased markedly. This study evaluated the physiologic
performance and isozyme expression of upland rice seeds treated with plant growth regulator and submitted
to water restriction. Treatments consisted of untreated seeds (zero dose) and treated with plant growth
regulator (recommended dose). Water deficit was established by water potentials 0.0; -0.20; -0.40; -0.60; -
0.80 and -1.0 MPa. Germination, index germination velocity, length and dry mass of root area and the
expression of peroxidase isozymes, malate dehydrogenase, glutamate oxaloacetate transaminase and esterase
were evaluated. Germination and index germination velocity, length and dry weight of shoot and root were
reduced by lowering the water potential. Water potentials below -0.4 MPa dramatically reduce germination,
vigor and seedling isozyme expression upland rice. Seed treatment with bio-stimulant enhances the
performance of seeds and seedlings of upland rice under water restriction.

Keywords: Oryza sativa L., initial growth, enzymes, water estress

Introducao humana e por constituir-se em alimento basico
O arroz (Oryza sativa L.) esta entre os para a maioria da populagdo mundial. No Brasil, o
cultivos mais produzidos no mundo, destacando- arroz ocupa a terceira posicdo em termos de

se pela expressiva participagdo na alimentacgdo
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produgdo, sendo produzidos na safra 2013/14,
cerca de 12 milhdes de toneladas.

O cultivo de arroz de sequeiro ¢ realizado
com emprego de baixos niveis tecnoldgicos, fato
que associado as frequentes adversidades
climaticas, resulta na redugcdo da producdo de
graos (Conab, 2014). E especialmente cultivado
na regido do Cerrado brasileiro, destacando-se
pela rusticidade e adaptagio a condigdes
edafoclimaticas adversas (Oliveira et al., 2001).
No entanto, cabe salientar, que baixa
produtividade tem sido observada em algumas
areas do referido agroecossistema, fato que
decorre em parte da restricdo hidrica verificada
durante os estadios iniciais de desenvolvimento.

A restri¢ao hidrica promove alteragdes em
processos fisiologicos do vegetal que influenciam
diretamente no crescimento e desenvolvimento
(Nogueira et al., 2001). Afeta a absorcdo de
nutrientes (Santos et al., 2008) e dependendo do
estadio fenologico das plantas, reduz a
produtividade da cultura (Crusciol et al., 2012),
ativa complexos enzimaticos de defesa e na
sintese de aminoacidos precursores de poliaminas
(Forde e Lea, 2007).

A utilizacdo de Dbioestimulantes visa
auxiliar as plantas na superagdo de condi¢des de
estresse, estimulando o crescimento das raizes,
possibilitando maior absor¢do de dgua e nutrientes
pela planta e conferindo maior tolerancia ao
déficit hidrico (Carvalho et al., 2013). Estes
produtos modificam a expressdo de proteinas ¢ a
interagdo com mecanismos de defesa da planta
(Almeida et al., 2009) e, quando associado a
micronutrientes, exercem importante papel na
ativagdo de enzimas e no crescimento das plantas
(Prado et al., 2007).

A avaliagdo da resposta do desempenho
fisioldgico de sementes e plantulas sob efeito da
associacdo tratamento de sementes e restricdo
hidrica, constitui importante ferramenta para o
estudo de respostas diferenciais de plantas. O
emprego de substincias capazes de realcar o
desempenho germinativo de sementes € o
crescimento de plantulas sob  condigdes
desfavoraveis ¢ fundamental no estabelecimento
inicial das plantas no campo (Abati et al., 2014).

Sendo assim, este trabalho objetivou avaliar
o desempenho fisiolégico e a expressdo
isoenzimatica de sementes de arroz de sequeiro
tratadas com bioestimulante e submetidas a
restri¢do hidrica simulada.

Material e Métodos

O experimento foi conduzido no
Laboratério de Analise de Sementes do
Departamento de Fitotecnia, Programa de Pods-
Graduagdo em Ciéncia e Tecnologia de Sementes
da Universidade Federal de Pelotas, situada na
latitude 31°52° S, longitude 52°21° W e altitude
13 m.

Foram utilizadas sementes de arroz de
sequeiro (Oryza sativa L) tratadas com
bioestimulante (95% Ecklonia mdxima sp. + 2%
Mo + 3% Zn p/v) na dose recomendada de 4 mL
Kg! de sementes, cuja qualidade foi inicialmente
comparada a qualidade de sementes nao tratadas a
fim de eliminar interferéncia deste fator na
resposta ao déficit hidrico (Tabela 1). Para tal as
sementes foram distribuidas em sacos plasticos,
de forma individual para cada tratamento. A calda
foi distribuida no fundo de cada saco de
polietileno, seguido de agitacdo e
homogeneizagdo. Posteriormente, as sementes
foram transferidas para sacos de papel pardo, a
temperatura ambiente de 25°C por 24 horas,
visando a secagem da calda.

Apbs o tratamento as sementes foram
submetidas a seis potenciais hidricos (0,0; -0,2; -
0,4; -0,6; -0,8 e -1,0 MPa) determinados a partir
de testes prévios com sementes ndo tratadas e
estabelecidos por meio de solugdes compostas por
agua destilada e diferentes concentragdes de
polietilenoglicol (PEG-6000), empregando-se a
relagdo massa e volume (m/v).

Para avaliagdo da influéncia da associacao
tratamento com bioestimulante e déficit hidrico,
foram realizados os seguintes testes:

Teste de germinacdo: conduzido em
quatro amostras de quatro subamostras de 50
sementes. As sementes foram dispostas em rolos
formados por trés folhas de papel de germinagao,
umedecidas com as solu¢des de diferentes
potenciais hidricos em quantidade equivalente a
2,5 vezes a massa seca do papel. Os rolos foram
transferidos para camara de germinagao tipo BOD
a 25 °C e fotoperiodo de 12 horas. As avaliagdes
foram efetuadas aos quatorze dias apos a
semeadura e os resultados expressos em
porcentagem de plantulas normais, conforme as
Regras para Analise de Sementes (Brasil, 2009).

Primeira contagem da germinacfo: realizada
conjuntamente ao teste de germinagdo, com
avaliagdo aos cinco dias apds a semeadura. Os
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resultados foram expressos em porcentagem de
plantulas normais, conforme as Regras para
Analise de Sementes (Brasil, 2009).

indice de velocidade de germinagcio:
obtido a partir de contagens diarias do ntimero de
sementes germinadas, utilizando o parametro de
avaliacdo como sendo a protrusdo radicular
minima de 3 a 4 mm. As contagens foram
realizadas até a obteng¢do do numero constante de
sementes germinadas e o indice (Peske et al.,
2012).

Comprimento de parte aérea e de raiz de
plantulas: avaliados por meio de quatro
subamostras de 10 plantulas, ao final do teste de
germinagdo. O comprimento de parte aérea foi
obtido pela medida da distancia entre a inser¢ao
da porcdo basal da radicula ao apice da parte
aérea, enquanto o comprimento de raiz foi
mensurado pela medida da distancia entre a parte
apical e basal da raiz. Os resultados foram
expressos em milimetros por 6rgao.

Massa seca de parte aérea e de raiz das
plantulas: obtida pela afericdo da massa de
quatro subamostras de 10 plantulas, ao final do
teste de germinacdo. As partes aéreas e raizes
foram acondicionadas em envelopes de papel
pardo e submetidas a secagem em estufa de
ventilagdo forgada sob temperatura de 70°C, até
massa constante. Os resultados foram expressos
em miligramas por orgao.

Expressdo isoenzimatica: o material
vegetal utilizado para a determinacdo das
isoenzimas foi obtido pela coleta de dez plantulas
do teste de germinacdo, sete dias apos a
semeadura. A  expressio das isoenzimas
peroxidase, malato-desidrogenase, glutamato
oxalacetato  transaminase e esterase  foi

determinada pelo sistema de eletroforese vertical
em gel de poliacrilamida. Para isso, as plantulas
foram maceradas separadamente em gral de
porcelana, em banho de gelo. Apos, 200 mg do
macerado de cada amostra foi transferido para
tubos de microcentrifuga e acrescidos de solugéo
extratora (Borato de Litio 0,2 M a pH 8,3 + Tris
Citrato + 0,2 M a pH 8,3) + 0,15% de 2-
mercaptoetanol) na propor¢ao 1:2 (m/v) conforme
metotologia empregada por Malone et al. (2007).
A cletroforese foi realizada em géis de
poliacrilamida 7%, aplicando-se 20 pL de cada
amostra. Os sistemas de coloragdo por Malone et
al. (2007).

O delineamento experimental foi de
blocos casualizados com quatro repeti¢des. Os
dados relacionados ao desempenho fisiologico de
sementes € ao crescimento inicial de plantulas
foram submetidos a analise de varidncia e se
significativo a 5%, foram ajustados por
polindmios ortogonais. A interpretagdo dos
resultados de expressdo isoenzimatica foi por
analise visual dos géis, presenca ou auséncia e
intensidade de expressdo das bandas.

Resultados e Discussao

Ao avaliar a qualidade inicial das sementes,
observa-se que o tratamento com bioestimulante
ndo afetou significativamente a germinacdo, o
indice de velocidade de germinacdo, a matéria
seca ¢ o comprimento de orgdos (Tabela 1). Abati
et al. (2014) ao avaliarem a qualidade fisiologica
sementes de trigo ¢ Moterle et al. (2011) ao
avaliarem sementes de soja tratadas com
bioestimulante obtiveram resultados similares
para o desempenho fisiologico de sementes e
plantulas.

Tabela 1. Comparativo entre germinagdo (G) e indice de velocidade de germinagdo (IVG), comprimento de
parte aérea (Cpa) € de raiz (C;), matéria seca de parte aérea (Wpa) e raiz (W,) de plantulas de arroz de sequeiro
sob efeito do tratamento com bioestimulante e ndo tratadas. Pelotas, UFPel, 2014

Tratamento G VG Cpa Cr Wpa Wr

Sementes (%) (mm) (mm) (mg) (mg)
Tratadas 96a* 39,68a 86,77a 125,28a 17,4a 7,7a
Nao tratadas 95a 39,33a 89,84a 127,99a 16,6a 6,9a
CV (%) 0,57 1,66 10,92 6,68 5,98 14,83

*M¢édias seguidas da mesma letra na coluna ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (P<5%)).

Por outro lado, a germinagdo foi alterada
pela restrigdo hidrica apresentando tendéncia
quadratica, com elevado coeficiente de

determinagdo (R? > 0,93). Houve redugdo do
processo germinativo ao diminuir o potencial
hidrico da solucdo a partir de -0,4 MPa (Figura
la). A germinag@o de sementes hibridas de milho
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sob déficit hidrico ¢ reduzida ao diminuir o
potencial hidrico (Kappes et al., 2010). Carvalho
et al. (2013) ao avaliarem a influéncia de
bioestimulantes na germinag¢do de sementes de

feijdo sob efeito da restricdo hidrica, observaram
reducdo na germinag¢do ao reduzir o potencial
hidrico.
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Figura 1. Germinagao (a) e indice de velocidade de germinagao de sementes (b), comprimento de parte aérea
(c) e de raiz (d), matéria seca de parte aérea (¢) ¢ de raiz (f) de plantulas de arroz de sequeiro sob efeito da

restricdo hidrica simulada por PEG-6000.

O indice de velocidade de germinagdo se
ajustou a tendéncia quadratica e foi obtido com
elevado coeficiente de determinagdo (R’= 0,99).
Houve reducdo do indice de velocidade de
germinagdo ao tornar o potencial hidrico mais
negativo, sendo observados resultados drasticos a
partir de -0,4 MPa (Figura 1b). Tal fato evidencia

influéncia negativa do potencial hidrico mesmo
sendo as sementes tratadas com bioestimulante. O
vigor consiste no conjunto de processos
fisioldgicos mediados por sinalizadores quimicos
¢ que envolvem a sintese, hidrélise, translocagdo e
alocagdo de assimilados para o embrido (Peske et
al., 2012). Resultados similares foram obtidos por
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Abati et al. (2014) ao estudarem a qualidade
fisiologica de trigo tratado com bioestimulante
sob efeito da restri¢ao hidrica.

Houve tendéncia ao acréscimo no
comprimento de parte aérea de plantulas de -0,4
MPa na ordem de 11,71%, com posterior
decréscimo até os menores potenciais hidricos na
ordem de 94,41% em relagdo ao maior potencial
(Figura 1c). Entretanto, o comprimento de raiz
apresentou tendéncia decrescente ao reduzir o
potencial hidrico (Figura 1d). E possivel inferir
que o tratamento de sementes com bioativador na
dose  recomendada,  proporcionou  maior
capacidade de alongamento ou crescimento de
parte aérea. Tal fato pode estar relacionado ao
efeito do bioestimulante no balango hormonal
(Carvalho et al., 2013), induzindo a melhor
resposta do vegetal no inicio do déficit hidrico.

O déficit hidrico altera de forma distinta
pardmetros fisiologicos de crescimento. A
reducdo do crescimento pode ser decorrente da
diminui¢do da expansdo celular ou reducdo da
eficiéncia de processos fisiologicos e bioquimicos
(Abati et al., 2014). Girotto et al. (2012) e Abati et
al. (2014) observaram redugdo do comprimento de
parte aérea e de raiz de plantulas de trigo
originadas de sementes ndo tratadas, com a
diminui¢do do potencial hidrico a partir de -0,4
Mpa.

A matéria seca de parte aérea e de raiz
apresentou tendéncia a reducdo nos menores
potenciais hidricos (Figura le; 1f). Resultados
mais severos impostos pelo potencial hidrico
sobre estes atributos de crescimento foram
observados a partir de -0,4 MPa. A redugdo da
massa seca de plantulas é explicada pelo menor
aproveitamento dos assimilados armazenados e
por alteragdes no sistema enzimatico das sementes
¢ plantulas que conduzem a perda de sua
eficiéncia (Peske et al.,, 2012). Balardin et al.
(2011) ao estudarem o efeito do tratamento de
sementes de soja submetida ao estresse hidrico,
observaram que houve reducao na matéria seca de
parte aérea e de raiz.

A expressdo e a intensidade das bandas das
isoenzimas foram alteradas pela restri¢do hidrica,

conforme a estrutura vegetal (Figura 2). A
isoenzima glutamato oxalacetato transaminase
apresentou bandas mais intensas sob os menores
potenciais hidricos, com apenas um alelo (GOTI)
na parte aérea (Figura 2a). A glutamato
oxalacetato transaminase atua na oxidagdo de
aminoacidos com vistas ao fornecimento de
energia para o ciclo de Krebs ou para a reducédo do
a-cetoglutarato, voltada a biossintese de novos
aminoacidos destinados ao crescimento do
embrido (Malone et al., 2007), podendo afetar a
retomada do crescimento do embrido e a
expressao do vigor da semente.

Tanto em parte aérea quanto em raiz, a
expressdo da esterase foi alterada em plantulas
sob potenciais hidricos de -0,6; -0,8 ¢ -1,0 MPa
(Figura 2b). A partir do potencial hidrico de -0,6
MPa houve menor intensidade e expressdo do
numero de bandas (ESTI; EST2). Todavia, em
raizes, a intensidade de expressio da banda
(EST4) foi mais intensa ao diminuir o potencial
hidrico até -1,0 MPa. A esterase esta envolvida
em reacoes de hidrdlise de ésteres e estreitamente
relacionada ao metabolismo de lipidios (Santos et
al., 2005). A redugdo da expressdo do vigor pode
estar relacionada a redugdo da seletividade do
sistema de membranas celulares (Peske et al.,
2012) ocasionado pelo acimulo de radicais livres,
refletindo na nos valores de massa seca
observados (Figura 1f; 1e).

A isoenzima malato-desidrogenase, em
parte aérea, apresentou baixa intensidade de
bandas a partir do potencial hidrico -0,6 MPa, sem
a ocorréncia de alteragdo quanto ao niimero de
bandas (MDHI) (Figura 2c). Nao foi observada
expressdao da malato-desidrogenase em raizes,
independentemente do tratamento utilizado. Por
desempenhar fungdo importante na sintese de
aminoacidos e na gliconeogénese, na manutengao
dos potenciais redox e no intercimbio de
metabolitos entre o citosol ¢ organelas, ¢ na
respiragdo celular (Santos et al., 2005), esta
enzima pode ter a maior expressdo relacionada ao
desempenho das plantulas.
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Figura 2. Expressdo isoenzimatica em parte aérea e raiz de plantulas de arroz de sequeiro sob efeito da
restricdo hidrica simulada por PEG-6000, sendo: a = glutamato oxalacetato transaminase; b = esterase; ¢ =

malato desidrogenase; d =; peroxidase.

A isoenzima peroxidase alterou a expressdo
do numero e a intensidade das bandas conforme o
potencial hidrico da solugdo (Figura 2d). O
aumento do potencial hidrico a partir de -0,6 MPa
a -1,0 MPa resultou em maior intensidade na
expressao da peroxidase (POI; PO2; PO3) na
parte aérea das plantulas, entretanto, em raizes
ndo houve diferengas no numero e na intensidade
das bandas. Rossi e Lima (2001) relatam que a
peroxidase tem sua atividade relacionada a
redugdo do nivel de perdxido de hidrogénio, que
pode alterar a permeabilidade de membranas
celulares e afetar o desempenho de pléantulas
(Figura 1).

Embora o tratamento de sementes com
bioestimulante ndo tenha alterado a qualidade
fisiologica inicial das sementes, ndo foi capaz de
reduzir o efeito danoso do potencial hidrico no
desempenho de sementes e plantulas de arroz de
sequeiro. Tanto atributos relacionados ao processo
germinativo quanto aqueles referentes ao
crescimento inicial das plantulas foram reduzidos,
com exce¢do do comprimento de parte aérea que
foi incrementado até -0,4 MPa. Assim, a
utilizagdo de bioestimulantes, segundo Carvalho
et al. (2013) pode ser alternativa na superacdo de
estresses abidticos. Contudo, a restrigdo hidrica

induzida alterou a expressdo isoenzimatica, sendo
resultados mais evidentes observados na raiz, para
glutamato oxalacetato transaminase e a malato
desidrogenase e mais marcantes para a esterase
determinada em raizes.

Conclusoes

O tratamento de sementes com o0
bioestimulante, ndo afeta a qualidade fisiologica
de sementes de arroz de sequeiro, sendo a reducdo
de atributos da germinacdo e do crescimento
inicial, resultado da diminuicdo do potencial
hidrico.

O comprimento de parte aérea foi
incrementado em plantulas originadas de
sementes tratadas com bioestimulante, até o
potencial hidrico de -0,4MPa.

A expressdo isoenzimatica em plantulas
de arroz de sequeiro demonstrou maior expressao
na parte aérea € menor nas raizes, aumentando a
intensidade das bandas, com a redugdo dos
potencias hidricos.
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