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RESUMO: (Desempenho de sementes, vigor e expressdo isoenzimatica em plantulas de teosinto (Euchlaena mexicana Schrader)
sob efeito da restri¢do hidrica). O trabalho objetivou avaliar o desempenho fisioldgico de sementes e a expressdo isoenzimatica
em plantulas de teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) sob restrigdo hidrica. Para a simulagdo da restrigéo hidrica, as sementes
de teosinto foram submetidas aos potenciais osmoticos de 0,0; -0,3; -0,6 e -0,9 MPa induzida por polietilenoglicol 6000. Foram
avaliados a germinagao, a primeira contagem do teste de germinagéo, o comprimento e a massa da matéria seca de parte aérea
e raiz, a expressdo das isoenzimas malato-desidrogenase, glutamato-oxalacetato-transaminase, esterase ¢ fosfatase acida. A
diminui¢ao do potencial osmotico a partir -0,3 MPa prejudicou o processo germinativo e o crescimento inicial das plantulas.
Arestri¢ao hidrica em sementes de teosinto afeta negativamente o desempenho de plantulas, fato que possivelmente mantém
relacdo com a alteragdo da expressao dos diferentes sistemas isoenzimaticos.

Palavras-chave: Euchlaena mexicana, estresse hidrico, esterase, crescimento inicial.

ABSTRACT: (Performance of seeds, vigor and isoenzyme expression in teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) seedlings
under the water restriction effect). This study aimed to evaluate seed physiological performance and isoenzyme expression in
seedlings of teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) under water restriction. For water restriction simulation, teosinto seeds
were subjected to osmotic potentials of 0.0, -0.3, -0.6 and -0.9 MPa induced by polyethylene glycol 6000. We evaluated: ger-
mination; first count of the germination test; length and mass of both shoot and root dry matter; and expression of isoenzymes
malate dehydrogenase, glutamate oxaloacetate transaminase, esterase and acid phosphatase. The decreased osmotic potential
from -0.3 MPa impaired germination and early seedling growth. Fluid restriction in teosinto seeds negatively affects seedling

performance, which may be related to alteration in expression of the isoenzymatic systems.
Keywords: Euchlaena mexicana, water stress, esterase, initial growth.

INTRODUCAO

O teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) ¢ uma
Poaceae anual de verdo que apresenta alto perfilhamento
e rebrote apds o corte, possui composi¢ao nutritiva simi-
lar ao milho e apresenta-se como alternativa de cultivo
sob condigdes ambientais desfavoraveis. E uma espécie
amplamente utilizada como pastagem para bovinos de
leite, sendo grande a ocorréncia de sementes salvas pe-
los agricultores, que comercializam o excedente da sua
produgdo (Motta & Maia 1999). Este fato colabora para
a baixa qualidade fisiologica das sementes e o inferior
desempenho de plantulas.

O cultivo de espécies forrageiras de verdo ¢ sujeito a
variagdes ambientais, principalmente ao déficit hidrico. A
baixa disponibilidade de agua para embebicao da semente
durante o processo germinativo reflete-se na diminuicao
da velocidade de processos fisiologicos relacionados a
retomada do crescimento do embrido (Moraes & Menezes
2003). Tal condi¢do de meio ambiente pode refletir-se na
reducdo da velocidade e do percentual de germinagéo,
resultando na desuniformidade do estande de plantulas

(Silva et al. 2011), na diminuigdo do crescimento pela
reducdo da turgescéncia celular ou provocar a redugdo da
viabilidade e do vigor das sementes (Fanti & Perez 2004).

Além disso, a restricao hidrica pode conduzir a ele-
vacdo na produgdo de radicais livres, afetar o padrao
de expressdo de isoenzimatica e reduzir a seletividade
de membranas celulares, afetando diferentes processos
envolvidos no metabolismo de plantulas (Malone et
al. 2007, Henning et al. 2010). O estudo da expressao
isoenzimatica durante o crescimento inicial de plantulas
¢ importante por possibilitar a melhor compreensio do
efeito da restricdo hidrica sobre a retomada do cresci-
mento do embrido (Peske et al. 2012).

As isoenzimas sdo altamente influenciadas pelo am-
biente (Malone et al. 2007), sendo importantes para a
avaliagdo do vigor das sementes sobre diferentes condi-
¢oes de meio (Henning et al. 2010, Veiga et al. 2010).
Além disso, catalisam reagdes envolvidas na producao
de energia (Veiga et al. 2010), na defesa contra estresses
ambientais, sejam bidticos ou abidticos.

Desse modo, o presente trabalho objetivou avaliar
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o desempenho fisioldgico de sementes e a expressao
isoenzimatica em plantulas de teosinto sob efeito da
restri¢do hidrica.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi conduzido no laboratorio de Fisiologia
de Sementes do Programa de Pos-Graduagao em Ciéncia
e Tecnologia de Sementes da Faculdade de Agronomia
Eliseu Maciel, Universidade Federal de Pelotas.

Foram utilizadas sementes de um acesso de teosinto em
condigdes, fisicas, fisiologicas e sanitarias apropriadas
para a semeadura, produzidas conforme recomendagoes
para a cultura. As sementes foram colhidas, submetidas
ao processo de secagem artificial em estufa e beneficia-
das, sendo posteriormente armazenadas em condi¢des
de camara fria e seca.

A dorméncia das sementes foi superada conforme re-
comendagdes de Motta & Maia (1999). Os tratamentos
consistiram em quatro potenciais osmoticos: zero (0,0 g
L1); -0,3 MPa (151,4 g L'"); -0,6 MPa (223,7 g L); ¢
-0,9 MPa (279,3 g L"), estabelecidos a partir de testes
preliminares por meio de solu¢des compostas por dgua
destilada e diferentes concentragdes de polietilenoglicol
(PEG-6000) e empregando-se a relacdo massa e volume
(m/v).

Para a avaliagdo do efeito do déficit hidrico sobre
o desempenho fisiologico das sementes e a expressao
isoenzimatica em plantulas de teosinto foram efetuadas
as seguintes analises:

Teste de germinagdo (G): realizado em quatro repe-
ticdes, cada uma composta de quatro amostras de 50
sementes, dispostas para germinar em rolos formados
por trés folhas de papel germitest, umedecidas com as
solugdes de diferentes potenciais osmaticos, com volu-
me de 2,5 vezes a massa seca do papel. Os rolos foram
transferidos para cdmara de germinagédo tipo BOD a 25
°C e periodo luminoso de 12 h. Os rolos foram colocados
dentro de sacos de polietileno e fechados com atilhos de
borracha. As avalia¢des foram efetuadas aos sete dias
apos a semeadura e os resultados expressos em porcen-
tagem de plantulas normais, conforme recomendagdes
expressas nas Regras para Analise de Sementes (Brasil
2009).

Primeira contagem de germinagdo (PC): conduzida
conjuntamente ao teste de germinacao e avaliada aos qua-
tro dias ap6s a semeadura. Os resultados foram expressos
em porcentagem de plantulas normais, conforme indicado
pelas Regras para Andlises de Sementes (Brasil 2009).

Comprimento da parte aérea (C,,) e da radicula das
plantulas (C,): obtidos a partir de quatro amostras de 10
plantulas, coletadas aleatoriamente, ao final do teste de
germinacdo. O comprimento de parte aérea foi obtido
pela medida da distancia entre a insercdo da porgao
basal da radicula e o apice da parte aérea, enquanto o
comprimento de radicula foi mensurado pela medida
da distancia entre a parte apical e basal da radicula. Os
resultados foram expressos em mm 6rgao-'.

Massa da matéria seca de parte aérea (W,) e das
raizes das plantulas (W ). obtida pela aferi¢do da massa
de quatro amostras de 10 plantulas, coletadas aleato-
riamente, ao final do teste de germinacgdo. As plantulas
foram acondicionadas em envelopes de papel pardo e
submetidas a secagem em estufa de ventilacao forcada
sob temperatura de 70 °C, até massa constante. Os re-
sultados foram expressos em miligramas por 6rgao (mg
orgdo™).

Expressdo isoenzimatica: foram coletadas 10 plantulas
por repeticdo, coletadas aleatoriamente, apos o final do
teste de germinacdo. A expressdo das isoenzimas malato-
-desidrogenase, glutamato-oxalacetato-transaminase,
esterase e fosfatase acida 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. Apds, 200 mg do
macerado de cada amostra foi transferido para tubos de
microcentrifuga e acrescidos de solugao extratora (Borato
de litio 0,2 M a pH 8,3 + Tris Citrato + 0,2 M a pH §,3)
+ 0,15% de 2-mercaptoetanol) na propor¢do 1:2 (m/v)
e a eletroforese foi realizada em géis de poliacrilamida
7%, aplicando-se 20 pL de cada amostra, conforme me-
todologia (Malone et al. 2007). Os sistemas de colorag@o
utilizados foram os descritos por Scandalios (1969) e
Alfenas (1998).

O delineamento experimental foi blocos casualizados
com quatro repeti¢des. Os dados de germinagdo e cresci-
mento inicial foram submetidos & analise de variancia e se
significativo a 5%, realizou-se analise de regressao. Para
a expressao isoenzimatica, a interpretacdo dos resultados
foi por andlise visual dos géis, presenca ou auséncia e
intensidade de expressao das bandas (Peske et al. 2012).

RESULTADOS E DISCUSSAO

As diferentes restri¢des hidricas simuladas por po-
lietilenoglicol afetaram o desempenho de sementes
e a expressdo isoenzimatica em plantulas de teosinto
(Figs. 1 e 2). A germinagdo e a primeira contagem do
teste de germinagdo apresentaram valores de 74 e 22
%, respectivamente, com posterior redugdo a partir do
potencial osmotico de -0,3 MPa. O menor percentual
de germinagdo foi observado no potencial osmético
de -0,9 MPa, com redugado de 73 % (Fig. 1A). O efeito
do polietilenoglicol sobre a reducdo da germinacao de
sementes ¢ explicado pelo seu elevado peso molecular e
a alta viscosidade somada a baixa taxa de difusdo de O,
(Braccini et al. 1996). Além disso, a baixa disponibilidade
hidrica constitui fator que influencia negativamente no
processo respiratorio, na mobilizacao de reservas, na ati-
vidade enzimatica hidrolitica e na ativagdo de diferentes
processos fisiologicos relacionados a germinagdo e ao
vigor (Peske et al. 2012).

O comprimento de parte aérea e de raiz ajustaram-se ao
modelo quadratico e foram obtidos elevados coeficientes
de determinagdo (R*=0,93 e R2=0,98). O comprimento
de ambas as estruturas vegetais mostrou tendéncia de
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reducdo a partir de 0,0 MPa, sendo mais afetado a partir
de -0,3 MPa (Fig. 1B). A reducdo do crescimento pode
ser explicada pelo fato de o alongamento e a sintese de
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Figura 1. Qualidade fisiologica de sementes e crescimento inicial
de plantulas de teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) sob agdo
de diferentes potenciais osmoticos. A. Germinagdo (@ ) e primeira
contagem da germinagdo (O ). B. Comprimento da parte aérea (O) e
radicula (®). C. Massa seca da parte aérea (®) e radicula (0).

parede celular serem altamente sensiveis ao déficit hi-
drico, e pelo decréscimo na turgescéncia celular (Silva
etal 2011). Ao estudarem o efeito do déficit hidrico em
sementes de soja, Moraes & Menezes (2003), observaram
reducdo do comprimento de plantula abaixo do potencial
osmoético de -0,01 MPa.

A massa da matéria seca de parte aérea e de raiz tam-
bém apresentou reducdo com o decréscimo do potencial
osmotico (Fig. 1C). Tendéncia de diminuigdo mais acen-
tuada do crescimento de parte aérea e raiz ocorreram em
potenciais osméticos abaixo de -0,3 MPa. A redugdo da
massa seca de plantulas em funcdo da restri¢do hidrica,
possivelmente, ¢ decorrente do retardamento de proces-
sos fisiologicos de hidrélise e mobilizagdo das reservas.
Ainda, pode estar relacionada a produgdo de radicais
livres potencialmente causadores da peroxidacdo de
lipideos, a qual ocasiona a degrada¢do de membranas
celulares e o extravasamento exacerbado de eletrolitos
(Greggains et al. 2000). Ao estudarem o efeito do déficit
hidrico induzido em sementes de milho-pipoca, Moterle
et al. (2006) observaram redu¢do na massa seca das
plantulas, de forma semelhante ao verificado no presen-
te trabalho. Vale ressaltar que o potencial osmético de
-0,9 MPa inibiu a germinagao visivel, ndo permitindo a
formagdo de plantulas.

A expressdo da isoenzima esterase foi modificada de
forma distinta pelos diferentes potenciais osmoticos (Fig.
2A). Houve aumento da intensidade e do numero de
bandas com a reducdo do potencial osmotico da solugao.
Esta isoenzima esta envolvida na hidrolise de ésteres e de-
sempenha papel importante no metabolismo de lipideos
(Imolesi et al. 2001), podendo o aumento da intensidade
das bandas nos menores potenciais osmoticos, estar as-
sociado ao possivel aumento na peroxidacao de lipideos,
provocando dano as membranas celulares e afetando a
expressao do vigor das sementes, conforme evidenciado
na primeira contagem de germinagdo (Fig. 1A).

Por outro lado, a isoenzima fosfatase acida apresentou
similar expressao de bandas em plantulas sobre todos os
potenciais osmoticos (Fig. 2B). Esta enzima ¢ importante
por atuar na mobilizagdo do fosfato inorganico durante o
processo de germinativo (Granjeiro et al. 2008), sendo,
portanto, importante durante a germinacdo e o cresci-
mento inicial das plantulas. Devido a similar expressao
isoenzimatica em todos os potenciais hidricos, € possivel
que o efeito deletério ocasionado pela baixa disponibili-
dade de dgua durante o processo germinativo, ndo man-
tenha relagdo a expressdo da isoenzima fosfatase acida.

Houve aumento da intensidade de banda da malato-
-desidrogenase com redugao do potencial osmotico (Fig.
2C). A malato-desidrogenase atua na catalizagdo da rea-
¢do de malato a oxaloacetato no ciclo de Krebs (Imolesi
et al. 2001), sendo responsavel pelo fornecimento de
energia ao catalisar a conversao dos triacilglicerois ar-
mazenados em glicose e em outros metabdlitos essenciais
para o processo germinativo e para o crescimento inicial
de plantulas. O incremento na expressdo da malato-
-desidrogenase com a diminuic¢ao do potencial osmético
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Figura 2. Expressao isoenzimatica em plantulas de teosinto (Euchlaena mexicana Schrader) sob agdo de diferentes potenciais osmoticos
(MPa). A Esterase. B. Fosfatase acida. C. Malato-desidrogenase. D. Glutamato-oxalacetato-transaminase.

ndo descarta a possibilidade da redugdo da expressao do
vigor em sementes de teosinto manter relagdo a menor
atividade desta enzima, pois pode haver expressdo sem
haver atividade enzimatica.

A isoenzima glutamato-oxalacetato-transaminase
expressou-se de forma diferenciada de acordo com o
potencial osmético (Fig. 2D). Em todos os potenciais
osmoticos utilizados houve a expressdo de mais de uma
banda, ocorrendo a intensificagdo de uma terceira banda
no potencial -0,3 MPa. Esta isoenzima esté relacionada
ao metabolismo do nitrogénio, a sintese protéica duran-
te o processo de retomada do crescimento do embrido
(Malone et al. 2007).

A analise conjunta dos dados quantitativos de germi-
nagéo e vigor demonstram o efeito negativo da restricéo
hidrica no processo de germinagdo e no crescimento da
parte aérea e da raiz. O déficit hidrico ocasionou altera-
¢des na expressao isoenzimatica, o que pode ter refletido
no pior desempenho das sementes e plantulas de teosinto
sob menores potenciais hidricos. Assim, abaixo de -0,3
MPa ocorreu a redugdo mais drastica na massa seca € no
alongamento da parte aérea, provavelmente pela perda de
eficiéncia em diferentes processos fisiologicos em fungéo
da menor disponibilidade de dgua para hidrélise de assi-
milados e para a translocagdo de metabolitos destinados
a retomada do crescimento do embrido.

CONCLUSAO

A restri¢do hidrica, promovida em potenciais osmoti-
cos inferiores a -0,3 MPa, altera a expressao isoenzima-
tica e prejudica o desempenho fisiologico de sementes e
em plantulas de teosinto.
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