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RESUMO

O mogango (Cucurbita pepo) apresenta multiplicacdo por semen-
tes, via semeadura direta ou em bandejas para posterior transplante,
sendo indispensavel a utilizagdo de sementes com elevado vigor.
Para que as sementes germinem ¢ necessario que existam condigdes
favoraveis de oxigénio, temperatura e disponibilidade de agua, mas
nem sempre essas condi¢des sdo adequadas, especialmente em solos
salinos. O objetivo desta pesquisa foi avaliar a influéncia de diferentes
concentragdes salinas na manifestagdo da qualidade fisiologica de
sementes e na expressao dos sistemas isoenzimaticos em plantulas de
mogango. Foram utilizadas sementes de mogango, cv. Sul Mineiro,
submetidas as concentragdes salinas de 0, 25, 50, 75 ¢ 100 mM no
substrato. A resposta das sementes a essas varia¢des foi avaliada pelos
testes de germinacao (computando-se a primeira contagem de germi-
nagdo e porcentagem de plantulas normais e anormais), comprimento
de parte aérea e sistema radicular, indice de area foliar, fitomassa seca
(parte aérea e raiz) e isoenzimas (superdxido dismutase, peroxidase
e esterase). Sob condigdes de estresse salino, sementes de mogango,
cultivar Sul Mineiro, apresentam dificuldades para a germinagao e
desenvolvimento de plantulas; estas ativam mecanismo de defesa
com maior expressao no sistema radicular.

Palavras-chave: Cucurbita pepo, estresse salino, vigor, expressao
enzimatica.

ABSTRACT

Effect of salinity on physiological performance of mogango
seeds and seedlings

The mogango (Cucurbita pepo) is multiplied directly by seeds
or indirectly by sowing in trays for subsequent transplanting and the
use of highly vigorous seeds is important. Seed germination requires
favorable conditions of oxygen, temperature and water availability,
but these conditions are not always appropriate, especially in saline
soils. The objective of this research was to evaluate the influence of
different salt concentrations in the manifestation of physiological seed
quality and expression of isoenzyme systems in mogango seedlings.
We evaluated seeds of mogango, cv. Sul Mineiro, subjected to salt
concentrations of 0, 25, 50, 75 and 100 mM in the substrate. The
response of seeds to these variations was evaluated by germination
(first count and percentage of normal and abnormal seedlings), length
of shoot and root system, leaf area index, shoot and root dry matter and
isoenzymes (superoxide dismutase, peroxidase and esterase) activity.
Squash seed performance, cv. Sul Mineiro, was affected under salt
stress. In this situation, seedlings activate a defense mechanism with
higher expression in the root system.
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mogango (Cucurbita pepo) per-

tence a familia das cucurbitaceas.
No Brasil, ¢ muito cultivado no estado
do Rio Grande do Sul, sendo muito
apreciado na culinaria. O mogango ¢
multiplicado por semeadura direta ou,
indiretamente em bandejas com células
individuais para posterior transplantio,
sendo indispensavel a utilizagdo de
sementes com elevado vigor (Malone
et al.,2008).

No Brasil, a area afetada pelo
estresse salino corresponde a 2% da
area total (Menezes-Benavente et al.,
2004), sendo grande obstaculo a pro-
dutividade das lavouras, especialmente
no Rio Grande do Sul, onde o sistema
de irrigacdo ocorre principalmente por
inundacao e a 4gua usada para irrigacao
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provém de rios abastecidos por lagoas
costeiras, podendo conduzir a saliniza-
cdo dos solos que possuem drenagem
inadequada, impedindo a remog¢ao do
sal por lixiviagdo.

Para que as sementes germinem
¢ necessario que existam condigdes
favoraveis de oxigénio, temperatura
e disponibilidade de 4agua (Carvalho
& Nakagawa, 2000). Entretanto, nem
sempre essas condi¢des sdo adequadas,
especialmente em solos salinos.

A alta concentra¢do de sais é um
fator de estresse para as plantas, pois re-
duz o potencial osmético e proporciona
a agdo dos ions sobre o protoplasma. A
agua ¢ osmoticamente retida na solugao
salina, de forma que o aumento da con-
centragdo de sais a torna cada vez menos

disponivel para as plantas (Ribeiro et
al., 2001). Assim, com o aumento da
salinidade ocorre diminui¢do do po-
tencial osmotico do solo, dificultando a
absorcao de agua pelas raizes (Amorim
et al., 2002; Lopes & Macedo, 2008).

As sementes também sofrem in-
fluéncia significativa da condi¢do de
salinidade dos solos. O alto teor de
sais, especialmente de cloreto de sodio
(NaCl), pode inibir a germinacao devido
a diminui¢do do potencial osmético,
ocasionando prejuizos as demais fases
do processo (Lima et al., 2005).

Um dos métodos mais difundidos
para determinagdo da tolerancia das
plantas ao excesso de sais ¢ a obser-
vagdo da porcentagem de germinagao
em substratos salinos (Lima & Torres,
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2009). A redugdo do poder germinativo,
em comparagdo com o controle, serve
como um indicador do indice de tole-
rancia da espécie a salinidade (Gois et
al., 2008). Nesse método, a habilidade
para germinar indica, também, a tole-
rancia das plantas aos sais em estadios
subsequentes do desenvolvimento (Taiz
& Zeiger, 2006).

O estudo da tolerancia a salinidade
em plantas ¢ de especial importancia,
pois o sal se constitui em fator limitan-
te para a producdo agricola, causando
dois tipos distintos de estresse: estresse
osmotico e estresse por fitotoxicidade
ionica especifica, o que consequente-
mente diminui a absor¢do de nutrientes
e o crescimento, provocando distiurbios
nas atividades metabolicas em geral.

Na tecnologia de sementes, uma
das maiores dificuldades para avaliar a
qualidade de sementes refere-se a meto-
dologia para execug@o dos testes. Dessa
forma, novos testes devem ser desen-
volvidos para obter resultados efetivos
¢ mais rapidos, na tentativa de estimar
o desempenho dos lotes que chegam ao
laboratorio (Tunes et al., 2010). A eletro-
forese vem sendo utilizada no estudo de
isoenzimas com relagdo, ndo apenas em
mudangas da qualidade fisiologica de
sementes, mas também nas regulagdes
génica e bioquimica, entre outros.

Desta forma, o objetivo desta pes-
quisa foi avaliar a influéncia de diferen-
tes concentragdes salinas na qualidade
fisiologica de sementes, e os sistemas
enzimaticos em plantulas de mogango.

MATERIAL E METODOS

A pesquisa foi conduzida no Labo-
ratorio Didatico de Analise de Sementes
(LDAS), da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, da Universidade Federal
de Pelotas.

Foram utilizadas sementes de mo-
gango, cv. Sul Mineiro, submetidas
a diferentes concentragdes salinas 0
(controle), 25 mM (1,462 g L' de NaCl),
50 mM (2,925 g L' de NaCl), 75 mM
(4,387 g L'"de NaCl) e 100 mM (5,850
g L' de NaCl). O substrato utilizado
na conducao dos testes de avaliacdo da
qualidade das sementes foi embebido
com solugdes salinas com os diferentes
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potenciais osmoticos.

A qualidade fisiologica foi avaliada
pelos testes: Germinacio — conduzido
com quatro subamostras de 50 semen-
tes em rolos de papel germitest, por
unidade experimental, umedecido com
solucdes na propor¢do 2,5 vezes o seu
peso seco, transferidas para germinador
a 25°C. As avaliagdes foram realizadas
no quarto e oitavo dia apos a semeadu-
ra, computando-se as porcentagens de
plantulas normais e anormais (Brasil,
2009); Primeira contagem do teste
de germinac¢io — representada pelo
registro realizado juntamente ao teste
de germinagdo avaliando-se as plantulas
normais, no quarto dia apés a semeadura
do teste de germinacdao (Nakagawa,
1999); Comprimento de plantulas
— quinze plantulas normais, de cada re-
peticdo, obtidas de maneira aleatdria da
contagem final do teste de germinacao,
foram medidas com o auxilio de régua
graduada, obtendo-se os comprimentos
de parte aérea e do sistema radicular. Os
resultados foram expressos pelo valor
médio por plantula, em cm, em cada uni-
dade experimental (Nakagawa, 1999);
indice de area foliar — utilizaram-se as
mesmas plantulas usadas para avaliacao
do comprimento de plantulas. Cada
parte aérea foi avaliada individualmente
em um medidor de area foliar modelo
LI3100/Area Meter, sendo obtidos va-
lores médios por repeticdo; Fitomassa
seca (plantula) — apos a avaliagdo da
area foliar e do comprimento de parte
aérea e do sistema radicular, o material
foi acondicionado em céapsulas de alu-
minio e seco em estufa com circulagao
de ar forcado na temperatura de 60+2°C,
por 72 horas. As amostras foram entao
colocadas em dessecador contendo
silica para resfriamento e posterior pesa-
gem em balanca analitica com precisao
de 0,0001 g (Nakagawa, 1999); Isoen-
zimas - As avaliag¢des da atividade das
enzimas superoxido dismutase (SOD),
peroxidase (PO) e esterase (EST) foram
realizadas utilizando-se o sistema de
eletroforese vertical em gel de poliacri-
lamida. O material vegetal composto
de 10 plantulas com oito dias, de cada
tratamento, foi macerado em mortar de
porcelana sobre cubos de gelo. Apro-
ximadamente 200 mg de cada extrato
vegetal foram colocados em tubo de

microcentrifuga acrescidos de solucao
extratora composta pelo tampao do gel
(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 proporc¢ao 1:2
(p/v). Realizou-se a eletroforese em géis
de poliacrilamida 7%, aplicando-se 20
pL de cada amostra. Foram utilizados
os sistemas de coloragdo descritos por
Alfenas (1998). A interpretacdo dos
resultados foi baseada na analise visual
dos géis de eletroforese, levando-se em
consideracdo a presenca e a auséncia e
a intensidade de expressao de cada uma
das bandas.

O experimento foi conduzido com
delineamento inteiramente casualizado
com quatro repeti¢des. Para analise esta-
tistica utilizou-se o programa estatistico
Winstat (Machado, 2002), sendo as mé-
dias submetidas a analise de variancia e
analise de regressdo polinomial.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Analisando os dados obtidos ¢ in-
terpretando a analise de regressdo, foi
observado efeito significativo das con-
centragdes salinas sobre a germinagdo
de sementes de mogango, (Figura 1A),
onde na auséncia do NaCl as sementes
apresentaram em média germinagdo de
85%, obtendo uma reducdo discreta nas
concentragdes de 25 ¢ 50 mM e mais
acentuada a partir da concentragdo de
75 mM, chegando a valores inferiores a
30% na maior concentragdo avaliada. De
maneira geral, a salinidade provoca efei-
to negativo sobre a germinag@o de se-
mentes; entretanto, este comportamento
varia com a espécie e as concentragdes
testadas. Até a concentracdo de 100
mM, Deuner et al. (2011) observaram
que sementes de feijao-mitdo (Vigna
unguiculata) ndo apresentaram redugao
na germinagao.

Trabalhando com sementes de ce-
vada, Silva et al. (2007) observaram
reducdo na porcentagem de germinacao
com o aumento da concentragdo de sal,
indicando que o NaCl reduziu a viabi-
lidade das sementes.

A primeira contagem do teste de
germinacao (Figura 1B) caracterizou o
efeito do estresse salino na velocidade
de germinacdo, sendo observada ten-
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Figura 1. Teste de germinagao (A), primeira contagem do teste de germinagao (B), plantulas anormais (C), comprimento da parte aérea (D)
e comprimento da raiz primaria(E) de plantulas oriundas de sementes de mogango (Curcubita pepo) expostas a diferentes concentragdes
de cloreto de sddio [germination test (A), first count of germination (B), abnormal seedlings (C), shoot length (D) and root length (E) of
mogango seedlings (Curcubita pepo) from seeds exposed to different concentrations of sodium chloride]. Pelotas, UFPel, 2011.

déncia de reducdo para esta variavel,
de modo que na concentragao de 100
mM ainda ndo houve germinag¢do. Em
sementes de feijdo-miudo, Deuner ez al.
(2011) observaram o mesmo comporta-
mento, ressaltando que na concentragao
de 50 mM houve redugio da germinacao
na primeira contagem.

A porcentagem de plantulas anor-
mais (Figura 1C) foi altamente influen-
ciado pelo aumento nas concentragdes
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de NaCl, apresentando em média 11%
de plantulas anormais na concentragdo
zero e atingindo 65% na concentracdo de
100 mM de NaCl. A germinagao dimi-
nuiu de forma mais acentuada a partir da
concentragdo 50 mM. Trabalhando com
sementes de pepino, Torres et al. (2000)
constataram também o crescente aumen-
to na ocorréncia de plantulas anormais
a medida que o potencial osmotico da
solucdo era reduzido.

Para Van Der Moezel & Bell (1987),
o cloreto de sodio, afeta negativamente
a germinagao pelo efeito osmotico e/ou
i6nico, dificultando a absor¢ao de agua
ou facilitando a penetracdo de ions nas
células. Porém, o comportamento das
plantas em relacdo a salinidade pode
variar de acordo com o seu estadio de
desenvolvimento, embora nido tenha
sido comparado se isto ¢ devido a susce-
tibilidade a salinidade em determinado
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Figura 2. Fitomassa seca de parte aérea (A), fitomassa seca de raiz (B), fitomassa seca de plantulas (C) e indice de area foliar de plantulas
(D) oriundas de sementes de mogango (Curcubita pepo) submetidas a diferentes concentragdes de cloreto de sddio [dry mass of shoots (A),
root dry weigth (B), seedling dry weight (C) and leaf area index of mogango seedlings (Curcubita pepo) (D) from seeds exposed to different
concentrations of sodium chloride]. Pelotas, UFPel, 2011.

estadio de crescimento ou ao longo do
periodo em que a planta ficou exposta
ao substrato salino, ou a interag@o entre
esses fatores.

Analisando as variaveis comprimen-
to de parte aérea e de raiz (Figura 1D
e 1E), foi observado que ambas apre-
sentaram comportamento semelhante,
havendo efeito linear decrescente com
o aumento das concentragdes de NaCl,
com decréscimo mais acentuado no
comprimento de raiz. Resultados seme-
lhantes foram observados em sementes
de Chorisia glaziovi por Guedes et
al. (2011); esses autores verificaram
que o comprimento de raiz e de parte
acrea foram afetados a medida em que
houve aumento nos niveis de salinida-
de. Estes resultados estdo de acordo
com Dickmann et al. (2005), os quais
trabalhando com sementes de girassol,
concluiram que solugdes salinas com
potenciais osmoéticos mais negativos
produzem decréscimo no vigor de
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sementes, que pode ser avaliado pelo
comprimento de plantula.

A fitomassa seca da parte aérea
(Figura 2A) apresentou comportamento
diferenciado das demais varidveis, pois
com o aumento das concentracdes de
cloreto de sédio houve incremento na
fitomassa seca, a partir da concentracao
de 25 mM atingindo uma diferenca de
aproximadamente 24% entre o trata-
mento zero € a maior concentragao tes-
tada. No entanto, na variavel fitomassa
seca de raiz houve redugao na massa das
raizes com o aumento das concentragdes
a partir da concentragdo 25 mM (Figura
2B); discordando dos resultados obtidos
por Secco et al. (2010) que, trabalhando
com sementes de meldao, observaram
aumento no peso de matéria seca, nas
sementes submetidas a estresse por
salinidade; esses mesmos autores afir-
mam que tal fato deve-se ao acumulo
de nutrientes na raiz.

Em arroz a presenca de cloreto de

sodio ndo interferiu na fitomassa das
plantulas nos estagios iniciais de cres-
cimento, sendo que normalmente, em
plantas sensiveis a salinidade, ocorre
diminui¢do da taxa de emergéncia ¢
redugdo nas fitomassas seca e fresca da
parte aérea e do sistema radicular (Lima
et al., 2005).

A fitomassa seca da plantula (Figura
2C), que corresponde ao somatorio da
fitomassa da parte aérea e das raizes,
apresentou comportamento similar ao
da fitomassa da parte aérea, havendo
aumento na massa com a elevacao da
concentra¢do de sal, a partir da concen-
tracao de 25 mM.

O indice de area foliar apresentou
comportamento semelhante a maioria
das variaveis, pois 0 aumento do estresse
salino ocasionou redugdo no indice de
area foliar de maneira linear (Figura
2D). Estes resultados corroboram com
os observados por Melo et al. (2006) que
constataram a ocorréncia de resposta
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Figura 3. Padrdo eletroforético obtido com
o sistema isoenzimatico peroxidase (A),
esterase (B) e superdxido dismutase (C) em
tecido da parte aérea e raiz de plantulas de
mogango, a partir de sementes expostas a
diferentes concentragdes de cloreto de sodio
[electrophoretic pattern obtained with the
isoenzimatic peroxidase system (A), esterase
(B) and superoxide dismutase (C) tissue in
the shoot and root of mogango seedlings
obtained from seeds exposed to different
concentrations of sodium chloride]. Pelotas,
UFPel, 2011.

linear ao aumento da condutividade
elétrica do solo, pela maior concentragao
salina, de forma que com o aumento
da concentragdo salina ha reducdo na
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area foliar.

Diferentemente, em sementes de pi-
nhao-manso, Andréo-Souza et al. (2010)
observaram que os tratamentos com so-
lugdo de salina de 4 dS m!, foi benéficos
na expansao foliar, e consequentemente
aumentou a area foliar. Para esses auto-
res, essa ocorréncia indica tolerancia das
plantulas ao estresse salino.

A enzima peroxidase esta envolvida
em diversas fun¢des nas plantas, for-
mando ligagdes com polissacarideos,
participando na cicatrizagao de feri-
mentos, na defesa contra patégenos e
regulacdo e elongagdo de células. No
presente trabalho, a atividade de enzima
(Figura 3A), ndo foi expressiva na ava-
liacdo através da eletroforese em gel de
poliacrilamida em tecido da parte aérea
de plantulas de mogango submetidas ao
estresse salino. Porém, nas raizes houve
formagao de trés bandas, sendo mais
intensas na maior concentraciao salina
(100 mM de NaCl).

Estes resultados sdo concordantes
com Mittal & Dubey (1991), ao cons-
tatarem também aumento na atividade
da peroxidase em plantas cultivadas em
meio salino.

A variagdo observada na atividade
da peroxidase pode ser uma adaptacdo
do tecido vegetal a condi¢do imposta
(Gaspar et al., 1985), pois pode ocorrer
incremento da oxidagdo dos lipideos da
membrana sob condi¢des de estresse; o
aumento da atividade da peroxidase de-
vido a salinidade poderia indicar papel
protetor da enzima contra o estresse. A
peroxidase agiria como barreira contra
o efeito danoso do estresse pelo desdo-
bramento de substancias toxicas geradas
como peroxidos e compostos fendlicos
(Gangopadhyay et al., 1996). A alta
atividade da peroxidase em plantas man-
tidas em estresse salino, poderia indicar
um grau mais elevado do metabolismo
oxidativo nestas células, principalmente
em raizes, que sdo estruturas que ficam
em contato direto com a solug¢do
(Srivastava et al., 1995).

A enzima esterase, constituida por
um complexo e heterogéneo grupo de
enzimas reativas com ampla gama de
substratos especificos, expressou ativi-
dade em ambos os tecidos para todos
os tratamentos. No entanto, nas raizes,
para os tratamentos com 50, 75 ¢ 100

mM de cloreto de s6dio houve formagao
de bandas mais intensas, caracterizando
maior atividade da referida enzima
(Figura 3B).

Resultados semelhantes foram
obtidos por Padilha ef al. (2001) que
verificaram aumento da intensidade
das bandas para os estresses mais
drasticos em sementes de milho e por
Bock (1999), que analisaram avango
no numero de bandas desta enzima,
em sementes de cevada e soja, res-
pectivamente. Analisando a atividade
da esterase em cultivares de cevada
submetidas a diferentes concentragdes
salinas, Tunes et al. (2010) verificaram
que, conforme aumenta a concentra¢ao
de cloreto de sodio, incrementa a inten-
sidade das bandas em todas as épocas
de colheita. Segundo Silva et al. (2000),
essa indugdo pelo cloreto de s6dio pode
ser decorrente da sensibilidade dessa en-
zima a interferéncia de fatores abiodticos.

A enzima superoxido dismutase, que
atua na primeira linha de defesa contra
as EROs (espécies reativas de oxigénio),
dismutando o superoxido (02°) a peroxi-
do de hidrogénio (H,0,), ndo apresentou
diferenca expressiva de intensidade de
bandas, tanto na parte aérea quanto na
raiz, nas diferentes concentracdes de
sal (Figura 3C). Este comportamento
sugere que as diferentes concentragdes
de cloreto de sodio testadas nao inten-
sificaram maior atividade da enzima
superdxido dismutase, fator que pode
estar relacionado a maior atividade da
peroxidase e esterase observada nas
raizes nas maiores concentracdes de sal,
atuando em defesa ao estresse.

Desta forma, ¢ possivel observar que
as plantulas de mogango submetidas ao
estresse salino ativam seu mecanismo
de defesa contra o estresse, sendo mais
expressivo nas raizes do que na parte
aérea, o que pode ser atribuido a maior
sensibilidade do sistema radicular.

Com base nos resultados obtidos,
pode-se concluir que, quando expostas
a estresse salino, sementes de mogan-
go, cultivar Sul Mineiro, apresentam
dificuldades para a germinacdo e de-
senvolvimento de plantulas; estas ati-
vam mecanismo de defesa com maior
expressao no sistema radicular.
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