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RESUMO

Zonas aridas e semidridas enfrentam desafios na produtividade vegetal devido a salinidade da
agua e do solo, impactando a germinacdo e emergéncia das plantulas. A salinidade reduz o
potencial osmético, prejudicando a absor¢do de agua e inibindo o metabolismo vegetal para o
desenvolvimento da planta. O priming, especialmente o ultrassénico (US), é uma abordagem
para melhorar o desempenho de sementes, pois oferece vantagens por ser de facil aplicacdo e
rapida operacdo, gerando multiplos efeitos sobre as sementes. Este estudo investigou o efeito
do priming ultrassénico em sementes de algodao (Gossypium hirsutum L.) e sorgo (Sorghum
bicolor) sob estresse salino. Sementes comerciais de algodao e sorgo foram tratadas com
ultrassom a poténcias de 20, 40 e 60W por 10 segundos e testadas em condicOes de estresse
salino (NaCl 200 mM) e controle (Agua destilada). A germinacdo, o comprimento das plantulas,
a massa fresca, a concentracdo de proteinas solUveis totais e a atividade da peroxidase do
guaiacol (GPX) foram monitorados. Os resultados mostraram que o priming ultrassonico
melhorou significativamente a taxa e a velocidade de germinagdo, mesmo sob estresse salino,
em todas as poténcias avaliadas. No algoddo, o ultrassom aumentou a concentracdo de
proteinas sollveis e a atividade de GPX, indicando uma melhor resposta antioxidante e
tolerancia ao estresse. No sorgo, a ultrasonicacdo aumentou a taxa de germinacao e o indice de
velocidade e também melhorou o comprimento da raiz e a massa fresca das plantulas. A analise
de componentes principais revelou que os tratamentos com 60W e 40W se destacaram,
especialmente sob condicBGes de estresse, mostrando respostas fisiologicas e bioquimicas
diferenciadas. Estas técnicas podem aumentar a germinacao das sementes levando ao aumento
da produtividade das plantacfes e ativar mecanismos de defesa em sementes, sendo solucdes

promissoras para regides salinizadas e aridas com escassez de agua.

Palavras-chave: salinidade; ultrasonicagéo; priming;



Abstract

Arid and semi-arid zones face challenges in plant productivity due to water and soil salinity,
impacting seed germination and seedling emergence. Salinity reduces osmotic potential,
impairing water absorption and inhibiting plant metabolism for growth. Priming, particularly
ultrasonic (US) priming, is a method to enhance seed performance, offering advantages such
as ease of application and rapid operation, resulting in multiple effects on seeds. This study
investigated the effect of ultrasonic priming on cotton (Gossypium hirsutum L.) and sorghum
(Sorghum bicolor) seeds under saline stress. Commercial cotton and sorghum seeds were
treated with ultrasound at powers of 20, 40, and 60W for 10 seconds and tested under saline
stress conditions (200 mM NacCl) and control (distilled water). Germination, seedling length,
fresh mass, total soluble protein concentration, and guaiacol peroxidase (GPX) activity were
monitored. The results showed that ultrasonic priming significantly improved the germination
rate and speed, even under saline stress, with 60W being the most effective. In cotton,
ultrasound increased soluble protein concentration and GPX activity, indicating a better
antioxidant response and stress tolerance. In sorghum, ultrasound increased the germination
rate and speed index, especially with 40W, and also improved root length and seedling fresh
mass. PCA analysis revealed that treatments with 60W and 40W stood out, especially under
stress conditions, showing differentiated physiological and biochemical responses. These
techniques may enhance crop productivity and activate defense mechanisms in seeds, offering
promising solutions for saline and water-scarce regions.

Keywords: salinity; ultrasonic; priming; germination
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1. INTRODUCAO GERAL

A germinacdo das sementes representa uma fase crucial e delicada no ciclo de vida das
plantas, determinando o estabelecimento das plantulas e seu subsequente crescimento.
Condicdes favoraveis de temperatura, luz e umidade sdo essenciais para a germinacdo das
sementes (Nakagawa, 1994). No entanto, essas condi¢des ideais nem sempre sdo atingidas,
especialmente em solos salinos. Os solos salinos sdo predominantemente encontrados em
regides aridas e semi &ridas, caracterizadas por uma taxa de evaporacdo que supera a
precipitacdo. Esse desequilibrio resulta no acimulo de sais solGveis e no aumento do teor de
sadio trocavel na superficie do solo. Em ambientes como esses, a germinacao das sementes é
frequentemente afetada, pois as condi¢des adversas podem comprometer a disponibilidade de
agua e, consequentemente, afetar negativamente o0 processo de germinacdo e O

desenvolvimento inicial das plantulas (Barros et al., 2004).

A crescente salinidade do solo representa um desafio global, uma vez que o sal compromete
0 crescimento e o desenvolvimento das plantas, diminuindo a produtividade das colheitas.
Além da salinidade natural, a salinizacdo do solo pode ser aumentada pelas praticas de
irrigacdo, tratos culturais inadequados e pelas mudancas climaticas. A reducdo da
disponibilidade de agua para as plantas ocorre devido ao acumulo de sais no solo, os quais
também apresentam efeitos toxicos ao metabolismo vegetal. O estresse osmético e a toxicidade
dos sais inibem o crescimento e alteram o desenvolvimento das plantas, devido adaptacGes
metabolicas e sequestro ou exclusdo de ions (Van Zelm; Zhang; Testerink, 2020).

A maioria das espécies cultivadas é sensivel a salinidade, e a otimizacdo do manejo visa
melhorar as condi¢cGes ambientais para que as plantas se desenvolvam melhor, o que pode
resultar em maior produtividade das colheitas. Solos salinos, sdo aqueles com extrato de
saturagdo superior a 4 dS.m™ a 25 °C (Allison; Richards, 1954). O algodo é uma cultura
moderadamente tolerante a salinidade. Para essa cultura o nivel limiar de salinidade do solo
deve estar em 7,7 dS.m? (Sharif et al., 2019). J4 a cultura do sorgo é considerada
moderadamente sensivel, para ela a condutividade elétrica do solo deve estar com nivel limite
de 2,8 dS.m?, tendo principalmente seus estagios iniciais da germinacdo afetados pela
salinidade (Kafi; Shariat; Moayedi, 2013). Diante desse desafio, torna-se essencial a aplicagéo

de tecnologias que possam superar essa questao.



Vérias estratégias de manejo tém sido estudadas e aplicadas na producéo agricola, com foco
especial nas sementes. Uma dessas abordagens eficazes é o uso de técnicas de priming de
sementes, que visam conferir tolerancia a fatores estressantes, tanto biéticos quanto abi6ticos.
Essas técnicas controlam a hidratagdo das sementes em niveis adequados, facilitando um acesso
mais equitativo aos processos metabdlicos pré-germinativos (Ferreira; Perez-Marin, 2022.). A
ultrassonicacdo tem sido aplicada com eficiéncia para a superacdo da dorméncia e a melhoria
das caracteristicas de germinacdo de sementes. Nessa técnica, as ondas ultrassénicas com uma
frequéncia superior a 20.000 Hz, s&o usadas como um tratamento condicionante (priming) para
as sementes. Com a sua aplicacdo, em um curto periodo e com facil operacéo, é possivel gerar
multiplos efeitos sobre as membranas bioldgicas (Huang et al., 2022). A aplicacdo do priming
ultrassénico em sementes pode ser uma ferramenta promissora para aumentar a tolerancia a

salinidade durante a germinacéo e o desenvolvimento inicial das plantas.

Os efeitos, como aumento da permeabilidade da membrana, formacdo de bolhas de
cavitacdo e aquecimento localizado, dependem da intensidade, frequéncia e duracdo do
ultrassom. Essa abordagem tem o potencial de modular importantes processos bioquimicos,
incluindo a modificacdo da atividade de enzimas e a regulacdo da expressao génica. Para
culturas comerciais, o priming ultrassdnico oferece oportunidades, principalmente no
estabelecimento inicial das plantulas em campo. Ao melhorar a uniformidade da germinacéo e
0 vigor das plantulas, essa técnica contribui para uma implantacdo mais eficiente, reduzindo

falhas no plantio e maximizando o potencial produtivo.



OBJETIVOS

2.1 Geral

Avaliar, por meio de analises fisiologicas e bioquimicas, o efeito do priming
ultrassénico para a promogéo de toleréncia ao estresse salino em lotes de sementes de

algodao e sorgo.

2.2 Especificos

Realizar o tratamento pré-semeadura (priming) com trés diferentes potencias de
ultrassom nos lotes de algod&o e sorgo selecionados;

Germinar as sementes dos lotes selecionados, pds priming ultrassdnico, sob condi¢éo

de estresse salino;

Avaliar a qualidade fisioldgica das sementes tratadas com priming ultrassonico e

germinadas na condicdo de estresse salino;

e Analisar o conteudo de proteinas solUveis totais e a atividade de enzima antioxidante
em pléntulas oriundas das sementes dos lotes selecionados tratadas com priming

ultrassdnico e germinadas em condicao de estresse salino;

e Correlacionar os dados de qualidade fisioldgica e perfil bioquimico para determinar
o efeito do priming ultrassénico na tolerancia ao estresse salino e na condigéo

controle.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Germinagao

As sementes sao estruturas bioldgicas envolvidas por uma camada protetora chamada
tegumento, que desempenha diversas funcdes, incluindo a regulacdo da germinacao por meio
da absorc¢do de agua em sua superficie. Além disso, o tegumento envolve o tecido de reserva
cotiledonar e o eixo embrionario, o qual mantém temporariamente seu crescimento estavel
(Debeaujon et al., 2007). Quando devidamente umedecida, a semente da inicio ao processo de
reativacdo ou crescimento do eixo embrionario, evidenciando sua capacidade de gerar uma

plantula normal, caracterizando assim o fendmeno da germinacdo (Ferraz ; Calvi, 2010).

A germinacéo e definida como o processo de retomada de crescimento do embrido e
compreende essencialmente trés fases distintas. A primeira fase, conhecida como fase I,
envolve a embebicdo da semente, marcada pela hidratacédo dos tecidos internos, durante a qual
a semente absorve agua até atingir um determinado ponto. Na fase Il, ocorre a reativacao do
metabolismo, evidenciada pelo aumento na taxa respiratdria, indicando os primeiros sinais de
retomada das atividades metabolicas do embrido. Nessa fase, a entrada de oxigénio ocorre
simultaneamente com a entrada de agua e se estabiliza quando a absorcao de dgua diminui. A
fase 11l é caracterizada pela germinacdo propriamente dita, na qual se observa a protrusdo da

radicula devido ao alongamento celular (S& et al., 2018).

A presenca de salinidade pode resultar em um retardamento nas fases de germinacéo
das sementes, sendo essa situagdo associada a dificuldade na absorcdo de agua devido a
potenciais hidricos negativos, especialmente durante as fases iniciais de embebicdo. Esse
cenario tem o potencial de comprometer a sequéncia de eventos relacionados ao processo

germinativo (Moterle et al., 2006).

3.2 A salinidade

A salinidade, seja no solo ou na agua, representa um dos principais estresses abioticos,
sendo mais prevalente em regides aridas, semiaridas e costeiras. A salinizacdo do solo,
originada pelo acumulo de sais solluveis nas camadas agricultaveis, figura entre o0s

impulsionadores da desertificacdo e infertilidade (Luo, et al., 2017). As repercussdes incluem
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a intoxicacgdo das plantas e 0 aumento da pressdo osmatica sobre a vegetacao presente em areas
salinizadas (Castro; Dos Santos; Araujo, 2021), resultando na reducdo da cobertura vegetal e
da producdo agricola. Diversas sdo as a¢fes humanas que contribuem para o acumulo de sais
no solo. Isso inclui o uso de agua com elevados niveis de sais, a pratica de irrigacdo sem um
sistema de drenagem eficiente, e a aplicacdo de fertilizantes e defensivos agricolas com

concentragdes significativas de sais (Castro; Santos, 2020).

Globalmente, entre 20% a 50% dos solos irrigados se tornaram inférteis devido a
salinizagdo. O processo quimico coloca em risco a seguranca alimentar e o cultivo de alimentos
de pelo menos 1,5 bilhdo de pessoas. Existem ainda mais de 833 milhdes de hectares de solos
afetados pelo sal em todo o mundo (FAO, 2023). Na ultima atualizacdo realizada pela
Organizagdo das Nag¢des Unidas para Alimentacgao e Agricultura no Brasil (FAQ) sobre as &reas
salinizadas no pais, estima-se que 20 a 25% das areas irrigadas enfrentam esta problematica,

concentrando-se principalmente nos perimetros irrigados na Regido Nordeste (FAO, 2006).

A medida convencional da salinidade é expressa através da condutividade elétrica (CE) no
Sistema Internacional de Unidades, em deciSiemens por metro (1 dS.m™) a 25 °C. Essa medida
define a facilidade com que a corrente elétrica pode atravessar uma solucdo, indicando a
presenca de sais dissolvidos (Bohnen et al., 2000). A maioria das culturas é altamente
suscetivel ao solo salino, mesmo quando a condutividade elétrica é tdo baixa quanto 3 dS.m?,
assim, o estresse salino emerge como uma restri¢do significativa a produtividade das culturas
(Francois et al., 1994).

A germinacdo das sementes e o crescimento inicial das mudas representam etapas criticas
para o estabelecimento das culturas, sendo as mais suscetiveis a estresses abidticos (Patade;
Bhargava; Suprasanna, 2011). Diversos estresses abioticos, como os provocados pelo aumento
da concentracdo de sal, podem retardar ou impedir a germinacao de sementes de alta qualidade
(Fazlali; Asli; Moradi, 2013). A concentragéo crescente de sal ndo apenas inibe a germinagao
das sementes, mas também prolonga o tempo de germinacdo, atrasando o inicio desse processo
(Thiam et al., 2013). Enquanto concentragdes mais baixas de sal induzem um estado de
dorméncia e reduzem a germinagdo (Gul; Khan, 2008).

3.3 Algodéo
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O Algodao (Gossypium hirsutum L.) representa uma das dez principais espécies
cultivadas pela humanidade e é considerado de grande importancia econémica devido a sua
capacidade de produzir fibra, seu principal produto (Sousa, 2006). O algodoeiro é proveniente
de regides tropicais, altamente flexivel e capaz de se adaptar amplamente. Pode ser localizada
em diversas areas, tanto em seu estado natural selvagem quanto cultivada sob uma variedade
de condicdes de solo e clima (Vidal Neto; Freire, 2013). Atualmente, essa fibra é responsavel
por vestir quase metade da populacéo global. Além disso, o algoddo também gera 6leo utilizado
tanto na alimentagdo humana quanto na producdo de energia, especialmente biodiesel (Gama,
2014).

O Brasil é o quarto produtor e o segundo maior exportador mundial de algoddo. A
Bahia, segundo maior estado produtor de algoddo do Brasil, alcangou em 2023 uma producgéo
de aproximadamente 615 mil toneladas de algod&o beneficiado (pluma) em uma area de 312,6
mil hectares (ABAPA, 2023). Em termos regionais, a produc¢édo concentra-se em Mato Grosso
com 63,6% do Valor Bruto da Producao (VBP) e 25,0% no Oeste da Bahia, tornando estas
duas regides responsaveis por 88,6% do VBP (EMBRAPA, 2021).

Quanto a salinidade, o algodoeiro é classificado como uma cultura tolerante,
apresentando um limiar de salinidade em torno de 7,7 dS.m™ no extrato de saturacéo do solo e
5,1dS.m™ na dgua de irrigacdo (Ayers; Westcot, 1999). Apesar dessa caracterizacio, o algoddo
pode sofrer consideraveis reducfes no seu crescimento e na producdo quando exposto a
condig@es de salinidade conforme demonstrado por JAcome e colaboradores (2003).

3.4 Sorgo

O sorgo (Sorghum bicolor L.) é uma espécie originaria de regides tropicais e é cultivado
em diversos paises, sendo inclusive utilizado como fonte priméria de alimentacdo (Vieira,
2006). No Brasil, sua principal aplicagdo é na alimentacdo animal, servindo como uma
alternativa ao milho na producdo de racfes e contribuindo para a reducdo dos custos de
producdo (Sousa, 2006). Além de seus graos serem utilizados como alimento humano e animal,
eles também servem como matéria-prima para a producéo de &lcool anidro, bebidas alcodlicas,
colas e tintas (Ribas, 2008).

O cultivo de sorgo granifero € a atividade agricola que mais avanga proporcionalmente,

no Brasil, considerando a safra 21/22 (Silva, 2023). O Brasil, segundo o levantamento de safras
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da Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) produziu 2,85 milhdes de toneladas de
sorgo na referida safra (36,9% a mais que no periodo anterior), em uma area plantada de 1,03
milhdo de hectares chegando a um incremento de 19,4% (EMBRAPA, 2022). O sorgo ocupa
a quarta maior producdo no Oeste da Bahia depois de soja, milho e algoddo (AIBA, 2023).

Apesar do sorgo ser conhecido por sua capacidade de resistir ao déficit hidrico, o éxito
de sua implementacdo no Nordeste brasileiro também esta condicionado a habilidade da planta
de prosperar em solos com elevada concentracdo de sais dissolvidos. No que diz respeito a
salinidade, essa espécie é classificada como moderadamente sensivel, conseguindo suportar
niveis de salinidade variando entre 2.8 e 4 dS.m™ de condutividade elétrica (Kafi; Shariat;
Moayedi, 2013). Vale ressaltar que existe variacdo no grau de tolerancia entre os diversos

genotipos (Lacerda et al., 2003).

3.5 Priming ultrassonico

Os pré-tratamentos de sementes, que englobam abordagens fisicas e quimicas, sdo
amplamente empregados para otimizar o desenvolvimento das plantas. Na busca por
alternativas aos métodos quimicos, os métodos fisicos tém ganhado destaque entre o0s
agricultores, pois conseguem aprimorar de maneira mais eficiente a qualidade dos alimentos
sem comprometer sua seguranca (Lazim; Ramadhan, 2020.). Diversas técnicas fisicas, como
microondas e irradiacGes elétricas, sdo populares para promover a germinacdo de sementes
(Araujo et al., 2016). Essas abordagens fisicas afetam os processos bioquimicos e fisioldgicos
do cultivo de sementes sem causar impactos negativos no meio ambiente, proporcionando
melhorias no desempenho das plantas. Apesar disso, as tecnologias quimicas continuam sendo
amplamente utilizadas, embora apresentem desafios relacionados a sua eliminag¢&o no ciclo
ambiental (Sharma et al., 2015).

Recentemente, o ultrassom tem chamado a atengéo de especialistas como uma técnica
promissora para facilitar a semeadura, proteger as sementes e aprimorar seu crescimento em
condi¢cbes ambientais adversas. O fendmeno da cavitacdo, que envolve a formagéo,
desenvolvimento e colapso de microbolhas em um liquido durante a propagagdo de ondas
ultrassonicas, € crucial nesse contexto (Nogueira et al., 2023). A aplica¢do adequada de ondas
ultrassdnicas pode estimular a germinacao das sementes, promovendo o crescimento celular e

aumentando atividades fisiologicas ou enzimaticas (Chowdhury et al., 2014).

14



O ultrassom representa uma forma de energia originada por ondas acusticas que operam
em frequéncias superiores a 20 kHz (Risca; Fartais; Stiuca,2007). A faixa audivel dessas
frequéncias sonoras, variando de 20 a 100 kHz, encontra uma ampla gama de aplicagdes em
diversos setores (Barton; Bullock; Weir, 1996). Por exemplo, na area médica, ¢ utilizado para
criar imagens sonoras ultrassdnicas, como na ultrassonografia, facilitando a deteccéo de objetos
e a medicdo de distancias (Sutariya et al., 2018). O uso de ondas ultrassdnicas também se
estende a agroinddstria, onde contribui para a otimizacdo de processos como secagem,
extracdo, emulsificacdo e desespumacao (Mason et al., 2005).

Técnicas de priming podem induzir niveis adequados de estresse abiotico, resultando
na melhoria da resisténcia ao estresse durante a germinacdo e fases subsequentes do
crescimento, através do conceito de "memoria de estresse” (Liu; Quan; Bartels, 2022). Plantas
provenientes de sementes submetidas ao priming ultrassonico manifestam uma maior
habilidade para ativar sistemas de resposta ao estresse e estabelecer precocemente o estado
germinativo (Paparella et al., 2015). A aplicacdo de estimulacéo ultrassdnica pode intensificar
a cavitacdo no tegumento das sementes, contribuindo para uma maior taxa de permeabilidade.
Isso, por sua vez, acelera a taxa e/ou velocidade de germinagdo em sementes deterioradas
(Alfalahi et al., 2022).

Em vaérias culturas, como feijao preto, milho, cevada, alfafa, brécolis, grao-de-bico,
trigo, melancia e pimenta, tratamentos ultrassonicos tém sido observados aumentando a taxa
de germinacdo (Rifna; Ramanan; Mahendran, 2019). Os estudos com o ultrassom tém se
dedicado a melhora da taxa de germinacdo em sementes que apresentam dorméncia, como feito
por Babaei-ghaghelestany e colaboradores (2020) em sementes de ansarina-branca
(Chenopodium album). Também se tem estudado a aplicacdo do ultrassom quanto a melhora
da germinagdo de sementes submetidas ao estresse térmico em sementes de agrido-de-jardim
(Lepidium sativum L.) (El-Sattar et al., 2024). Existem ainda aplicacdes quanto ao efeito do
tratamento ultrassénico de sementes de arroz sob estresse de alagamento realizado por Huang
e colaboradores (2020). Até o presente momento ndo foram encontradas pesquisas relacionadas
a aplicacéo do ultrassom quanto a tolerancia a salinidade em sementes de sorgo e algodao, isso
traz o tratamento priming como pratica inovadora ao estudo, principalmente, em espécies

comerciais de grande importancia econdmica regional e nacional.
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Capitulo 1: Efeito do priming ultrassénico em sementes de algodoeiro (Gossypium
hirsutum 1.) submetidas a salinidade durante a fase de germinacao

Resumo

O priming de sementes é uma técnica que prepara as plantas para responder melhor a estresses
ambientais, acelerando a germinacdo e melhorando a distribuicdo das plantas. O ultrassom,
usando frequéncias acima de 20 kHz, tem mostrado aumentar a taxa de germinacéo em varias
sementes. Este estudo investigou o efeito do priming ultrassonico em sementes de algodéo
(Gossypium hirsutum L.) sob estresse salino. Sementes comerciais de algoddo foram tratadas
com ultrassom a poténcias de 20, 40 e 60W por 10 segundos e testadas em condicGes de estresse
salino (200mM NacCl) e controle (agua destilada). A germinacdo, o comprimento das plantulas,
a massa fresca, a concentracdo de proteinas solUveis totais e a atividade da peroxidase do
guaiacol (GPX) foram monitoradas. Os resultados mostraram que o priming ultrassonico
melhorou significativamente a taxa e a velocidade de germinacdo, mesmo sob estresse salino,
com a poténcia de 60W sendo a mais eficaz. O priming também aumentou a concentracao de
proteinas solUveis sob estresse salino, e a atividade da enzima antioxidante GPX foi maior em
todas as poténcias, especialmente a 60W, indicando uma melhor resposta antioxidante e
tolerancia ao estresse. Esta técnica pode aumentar a taxa de germinacdo das plantacfes de
algoddo e ativar mecanismos de defesa nas sementes, sendo uma solucdo promissora para

regides salinizadas.

Palavras-chave: Algodao, Estresse salino, Ultrassom.
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Abstract

Seed priming is a technique that prepares plants to better respond to environmental stresses by
accelerating germination and improving plant distribution. Ultrasound, using frequencies
above 20 kHz, has been shown to enhance germination rates in various seeds. This study
investigated the effect of ultrasonic priming on cotton seeds (Gossypium hirsutum L.) under
salt stress. Commercial cotton seeds were treated with ultrasound at powers of 20, 40, and 60W
for 10 seconds and tested under salt stress conditions (200mM NaCl) and control (distilled
water). Germination, seedling length, fresh weight, total soluble protein concentration, and
guaiacol peroxidase (GPX) activity were monitored. Results indicated that ultrasonic priming
significantly improved germination rate and speed, even under salt stress, with 60W being the
most effective power. Priming also increased soluble protein concentration under salt stress,
and antioxidant enzyme GPX activity was higher at all powers, especially at 60W, indicating
better antioxidant response and stress tolerance. This technique may enhance cotton crop
productivity and activate defense mechanisms in seeds, representing a promising solution for

saline-affected regions.

Keywords: Cotton, Priming, Ultrasound.
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1. Introducao

O estado "primed” de uma planta representa sua preparacéo eficaz para enfrentar varios
tipos de estresse ambiental (Conrath et al., 2015). Em estado de priming, as plantas reagem a
niveis muito baixos de estimulo de maneira mais rapida e intensa do que as plantas nao
primadas (Conrath et al., 2006). Esse estado esta associado a uma ativacdo mais rapida e
robusta das respostas de defesa quando confrontadas com patdgenos, insetos ou estresses
abidticos (Van Hulten et al., 2006). O priming pode ser desencadeado por sinais ambientais
que indicam um aumento na probabilidade de estresse, mas também pode persistir como um

efeito residual ap6s a exposicdo inicial ao estresse (Frost et al., 2008).

O tratamento priming de sementes, visa a exposi¢cdo das sementes a um estimulo
especifico com o objetivo de aumentar a tolerdncia das plantas a estresses futuros (Tanou;
Fotopoulos; Molassiotis, 2012). O priming cria uma memoria que prepara a planta para reagir
de forma mais eficaz e rapida quando confrontada com eventos estressantes subsequentes
(Kalita et al., 2021). Além disso, esse estado de alerta ndo implica em um aumento no uso de
energia pela planta, destacando sua estratégia de adaptacéo eficiente e que ndo requer custos
energéticos adicionais (Cipollini; Purrington; Bergelson, 2003). O tratamento das sementes
leva a reducdo no tempo de germinacdo, junto com melhorias no reparo de DNA, ativacdo de
enzimas e acumulacdo de metabdlitos vitais para o crescimento (Hossain; Burritt; Fujita, 2016),
0 que pode contribuir para uma distribuicdo uniforme das plantas e, consequentemente,

associado aos tratos culturais adequados, aumentar a produtividade em varias culturas.

O ultrassom, forma de energia gerada por ondas acusticas em frequéncias superiores a
20 kHz (Mason e Peters, 2002), tem sido utilizado como priming para melhorar a qualidade da
germinacdo de sementes de grdos (Wang; Wang, 2019), leguminosas (Lahijanian; Nazar,
2017), e flores (Santos et al., 2022). A aplicacdo do ultrassom acelera a taxa ou velocidade de
germinacdo em sementes, uma vez que pode intensificar a formacéo de bolhas no revestimento
das sementes, promovendo uma maior permeabilidade (Lopez-Ribera; Vicient, 2017). Esta
técnica fisica tem se mostrado também eficaz em aumentar a taxa de germinacao de sementes
sob estresse salino, como observado em arroz (Li et al., 2014) e bambu (Yin et al., 2022), sendo
reconhecida por sua operacao simples, ecologicamente amigavel e de baixo custo (Zhu et al.,
2020).

O algodao (Gossypium hirsutum L.) € uma das culturas comerciais mais importantes do

mundo, fornecendo fibra natural para a industria téxtil, além de proteina e 6leo de alta qualidade
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para consumo humano (Fontes et al., 2006). A salinizacdo do solo é um dos mais graves
problemas ambientais, sendo um dos principais estresses abidticos que comprometem a
produtividade das culturas agricolas (Pedrotti et al., 2015). Este fenbmeno representa uma
ameagca significativa a producdo de algoddao em todo o mundo, pois embora o algodoeiro
demonstre maior tolerancia a salinidade em comparacao com outras culturas, tais como o feijao
(Meloni et al., 2003), sorgo (Coelho et al., 2017) e tomate (Medeiros et al., 2012), seu
crescimento e produtividade sdo significativamente prejudicados, conforme demonstrado por
Jacome e colaboradores (2003). O estudo com cinco geno6tipos de algodao revelou que todos
apresentaram sensibilidade a salinidade nas variaveis de crescimento. Os pesos da fitomassa
do caule, dos ramos e das raizes foram os mais afetados, com reducdes superiores a 20% ja no
nivel de 4 dS m™.

Nesse sentido, esse trabalho se dedica ao estudo do priming ultrassénico em sementes
de algoddo e seu efeito quanto a tolerancia as condicdes de estresse salino durante a fase de

germinacédo dessas sementes.

2. Metodologia

2.1 Material vegetal

Sementes comerciais de algodao (espécie) lote BRS 432 B2RF, safra 19/20, obtidas por
doagdo da Fundacdo de Apoio a Pesquisa e Desenvolvimento do Oeste Baiano (Fundacédo
Bahia — Luis Eduardo Magalhaes/BA) foram utilizadas para a realizacdo dos experimentos.
Essas sementes foram previamente caracterizadas quanto ao teor de agua e condutividade
elétrica. Todos os experimentos foram realizados no Laboratério de Bioprocessos do Centro
Multidisciplinar de Luis Eduardo Magalhdes da Universidade Federal do Oeste da Bahia
(CMLEM-UFOB), localizado em Luis Eduardo Magalhdes - BA, durante o periodo de
setembro de 2020 a setembro de 2022.

2.2 Determinacao do teor de agua e condutividade elétrica

O teor de agua foi determinado segundo a Regras para Analises de Sementes - RAS
(Brasil, 2009). Duas repeticoes de 50 sementes foram pesadas e colocadas em estufa a 105 £ 3
°C por 24 h. Apos esse periodo, foram pesadas novamente e os resultados foram expressos

como a porcentagem média observada para as repeticdes, em base Umida (b.u). O teste de
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condutividade elétrica foi realizado com quatro repeticGes de 50 sementes, de acordo com
Nakagawa e colaboradores (1999). As sementes foram pesadas e submersas em 75 mL de 4gua
deionizada em recipientes plasticos de 100 mL. O material foi incubado a 25 °C por 24 h. Apds
esse periodo, a leitura da condutividade foi feita com um condutivimetro ION ® pHB500

calibrado. Os valores médios verificados foram expressos em uS cm™t.g ™2

2.2 Priming ultrassonico

Para o tratamento das sementes, a irradiacao ultrassdnica foi produzida com um gerador
de ultrassom Ultronique Ecosonics® com frequéncia fixa de 40kHz, temperatura ambiente e
poténcia ultrassonica determinada, segundo Liu et al (2016). Foram usados trés niveis de
poténcia (20W, 40W e 60W), em um Unico pulso com duracdo de 10 segundos. Duzentas
sementes foram contadas e em seguida foram colocadas em recipientes contendo 100 mL de
agua destilada. A micro sonda (4 mm de diametro) geradora de ultrassom foi imersa no liquido
do recipiente, evitando contato direto com as sementes e o0 pulso especifico aplicado. As
sementes tratadas foram imediatamente direcionadas ao ensaio de germinagdo com e sem
inducdo de estresse salino. Para o controle negativo, aqui denominado OW, foi considerado

todo o procedimento anteriormente citado, exceto a aplicacdo do pulso ultrassénico.

2.3 Teste de germinacéo

O teste de germinacdo seguiu as Regras para Analises de Sementes - RAS (Brasil,
2009). Quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento foram distribuidas entre trés folhas de
papel Germitest umedecidas com solucdo teste - para induzir o estresse salino, utilizou-se uma
solucdo de 200mM de cloreto de sédio (NaCl), enquanto que para a condi¢do controle foi
utilizada apenas agua destilada- na quantidade de 2,5 vezes a massa dos papéis secos. Apos
dispor as sementes entre as folhas, rolos foram montados e colocados em sacos plasticos para
manuten¢do da umidade. Os sistemas foram incubados a 25 °C durante todo o periodo de
avaliacdo. Os dados obtidos foram expressos como o valor médio das repeticdes para o

percentual de germinacéo final (GE).

2.4 Indice de velocidade de germinacéo (IVG)
A partir da instalacdo do teste de germinacdo, todas as sementes foram contadas
diariamente até a germinacdo final durante 12 dias. Com essas contagens, determinou-se o

indice de velocidade de germinacdo segundo a equac&o:
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we = 3™
= (ti)

em que: ni = nimero de sementes germinadas no tempo "i"; ti = tempo apds instalacdo do teste.

2.5 Comprimento de plantulas
As plantulas originarias das sementes em teste foram avaliadas quanto ao
desenvolvimento. Medidas de comprimento das estruturas - cotilédone, hipocétilo (parte aérea)
e radicula (raiz primaria) - de dez plantulas normais foram realizadas no momento da contagem
final com o auxilio de um paquimetro digital Western® DC-6. Os valores foram expressos em

milimetros (mm) como a média aritmética das medidas realizadas para cada repeticao.

2.6 Massa fresca
Ao final do teste de germinacdo, dez plantulas normais foram usadas para medidas da
massa fresca. As medi¢Oes foram realizadas em balanca analitica e os resultados apresentados
como a média dos valores obtidos para cada repeticdo. Apos a pesagem, as plantulas utilizadas
foram imediatamente congeladas e mantidas sob congelamento até a realizacdo da extracédo de

proteinas.

2.7 Extragdo de proteinas solUveis totais

O extrato de proteinas soluveis totais foi obtido das plantulas resultantes do ensaio de
germinacdo das sementes de algodao sob as diferentes condi¢des de tratamento. Para isso, foi
montado um pool composto por duas plantulas/repeticdo de cada tratamento. Os pools foram
pesados e macerados em presenca do tampédo de extracdo (p/v) onde a cada 1g de raiz foi
adicionado 2mL de tampéo. O tampao de extracao foi composto por fosfato de potassio 50 mM
(pH 7,0), contendo acido L-ascérbico 1 mM e &cido etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1
mM. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 30.000xg por 20 minutos e o sobrenadante
(extrato bruto soltvel) recuperado. Todo o material foi mantido em banho de gelo para

preservar a estabilidade molecular das amostras.

2.8 Quantificacdo de proteinas solUveis totais
A concentracdo de proteinas sollveis totais foi determinada pelo Método de Bradford,
utilizando albumina bovina (BSA) como padrdo (Bradford, 1976). Volumes de 30 uL de
extrato das amostras foram misturados a 70 pL de agua destilada e 2,5mL de reagente de
Bradford, em tubos de ensaio. A mistura dos tubos foi agitada rapidamente usando um agitador
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tipo Vortex e, em seguida, mantida em repouso por 5 minutos ao abrigo da luz. As leituras de
absorbancia foram realizadas a 595 nm e a concentracdo de proteinas solUveis totais presente
no extrato bruto foi dada em ug/uL, seguindo a equacéo da reta (y=0,0067x+0,7009) com Rz =
0,9803 (Anexo 1).

2.9 Atividade da Peroxidase do Guaiacol (GPX)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Matsuno e
Uritani (1972). O tampéo de reacdo contendo fosfato de sédio (25 mM, pH 6,8), H,0, (15
mM) e Guaiacol (10 mM) foi adicionado ao extrato bruto (50ug). As leituras de absorbancia
foram realizadas em 470 nm a 30 °C. A variacdo de absorbancia foi acompanhada por 60
segundos, com intervalos de 5 segundos entre as leituras. As medidas obtidas foram usadas
para determinar o intervalo linear e o resultado foi expresso como AAbs470nm/min/pg de

proteinas solUveis totais - PST. Para cada tratamento foram utilizadas 3 repetices.

2.10 Analise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade, e analisados em
delineamento inteiramente casualizado. As andlises estatisticas foram realizadas inteiramente
a0 acaso com o auxilio do programa estatistico Sisvar (SISVAR® verséo 5.3), em um fatorial
2x4 com dois tratamentos (com salinidade e controle negativo) e quatro testes de poténcias (0,
20, 40 e 60W) em quadruplicata experimental e as médias foram comparadas pelo Teste de
Scott-Knott ao nivel de 5% de probabilidade de erro. A anéalise de componentes principais
(PCA) foi realizada por meio do software PAleontological STatistics 4.03 (PAST 4.03).

3. Resultados e discussoes

A germinagéo de sementes sob condigdes de estresse salino é um importante indicador
para determinacdo de variedades resistentes e 0 sucesso do cultivo da planta nas diferentes
regides (Jeller e Perez, 2003). O aumento da concentragéo salina ao redor das sementes diminui
o0 potencial hidrico do organismo pela reducéo da variacdo do potencial hidrico do sistema,
meios interior e exterior da semente. (Verslues, et al., 2006). A absorcdo insuficiente de dgua
pelas sementes prejudica a utilizacdo do material de reserva do endosperma e inibe a respiracgéo,

atrasando o processo germinativo e reduzindo o vigor das sementes (Ali e Alaaeldin, 2017).
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A determinacdo do teor de agua e da condutividade elétrica em lotes de sementes
colabora para a compreensdo do potencial de germinacdo do material vegetal em ensaios
experimentais e também para a determinacdo de condicGes fisioldgicas das sementes
(Milosevi¢; Vujakovi¢; Karagi¢, 2010.). O lote de sementes de algodao avaliado neste estudo
apresentou 13% de teor de 4gua e 745,31 uS.cm™.g! de condutividade elétrica. Segundo De
Almeida e colaboradores (2002), a umidade com que as sementes oleaginosas séo colhidas nas
regides produtoras do Nordeste do Brasil é em torno de 6%, sendo a faixa de umidade ideal
para a colheita entre 4-8% b.u (base Umida). J& lotes de sementes com condutividade elétrica
até 110 uS.cm™.g* estabelecem um estande de campo adequado, embora valores superiores a
90 uS.cm™.g? indiquem pouca tolerancia ao estresse hidrico ou salino (Vieira et al., 1999).
Desse modo, os valores aumentados de teor de 4gua e condutividade elétrica observados neste
estudo indicam que, possivelmente, o armazenamento ao qual o material esteve sujeito afetou
a condicdo fisiologica das sementes em questdo. Tais alteragdes promoveram impacto
moderado na taxa de germinacdo (Tabela 1), visto que na condicdo controle (sem priming
ultrassonico e sem salinidade) o GE e 0 IVG do lote foram de 81% e 59,32%, respectivamente.
O percentual de germinacédo e o indice de velocidade de germinacédo sdo fatores determinantes
para a viabilidade das sementes, permitindo o estabelecimento eficaz das plantas tanto em

habitats naturais quanto no campo (Reed; Bradford; Khanday, 2022).

O priming ultrassonico aplicado as sementes de algoddo promoveu melhora do GE e
do IVG do lote, tanto para a condicdo controle quanto para a condicdo teste de estresse salino
(Tabela 1). Sob essa ultima condicao, observou-se reducgdes estatisticamente significativas para
os parametros de germinacao (p< 0,05), sendo que o GE foi reduzido em 21% em relagdo ao
controle e o IVG foi igual a 31,97 (Tabela 1). O tratamento ultrassénico nesta condicdo
permitiu que o lote de sementes de algoddo atingisse GE superior ao minimo (75%)
estabelecido pelos padrdes para comercializagdo de sementes de algoddo (Brasil, 2005).
Também foi observado aumento de 95,55% para o IVG das sementes tratadas com priming
60W e germinadas em condicao salina em relacdo as sementes nao tratadas e germinadas sob
a mesma condi¢do. J& para a condigdo controle (sem salinidade), o priming elevou
significativamente a porcentagem de germinacdo do lote, alcancando o valor de 98% na
poténcia de 20W (Tabela 1) ndo havendo diferenca estatistica entre os poténcias 20 e 40W, que
também apresentou um alto percentual de germinacdo (92,5%). Os resultados observados
indicam que sementes de algod&o tratadas com o priming ultrassdnico germinam mais

uniforme e rapidamente e com isso podem aproveitar de maneira mais oportuna e eficiente 0s
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nutrientes e a dgua disponiveis (Bort et al.1998). Esse efeito se torna ainda mais evidente e

relevante quando se avalia a germinacdo sob condicdo de salinidade (Tabela 1).

Tabela 1: Percentual de Germinacéo Final (GE) e indice de Velocidade de Germinag&o
(IVG) de sementes de algod&@o sob estresse salino apds priming ultrassénico e condi¢oes
controle:

Amostras GE (%) IVG

Poténcia(W)

Controle 0 20 40 60 0 20 40 60

81 aB 98aA 93aA 83aB 58aC 79aA 73aA 67aB

Teste 0 20 40 60 0 20 40 60

60 bB 77TbA T76bA 78aA 32bB 60bA 61bA  63bA

Médias seguidas de mesma letra, maitscula na linha e mindscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knoct, a 5% de probabilidade.

A alta salinidade do meio eleva o potencial osmético no substrato, o que caracteriza
uma condicdo de estresse abidtico a ser superado pela planta em desenvolvimento, uma vez
que ela terd absorcao de agua reduzida (Dias e Blanco, 2010). Sob essa condi¢do, o priming de
ultrassom aplicado as sementes ndo promoveu alteracBes significativas quanto ao
desenvolvimento das plantulas de algoddo (Tabela 2). A reducdo do comprimento das partes
aérea e raiz observada nesse estudo para as plantulas germinadas na condicdo de salinidade
pode ser explicada pela acumulacéo excessiva de sais solUveis nas estruturas vegetais, 0s quais
interferem nos processos fisiologicos, prejudicando assim o crescimento da planta (Oliveira;
Do Nascimento; Ferreira, 2017). O aumento dos ions de sdédio (Na") e cloreto (CI),
especificamente, € responsavel pela diminuicdo na eficicia das atividades enzimaticas,
resultando em perturbacfes na absor¢do de nitrogénio e na producdo de energia (Ferreira e
Borguetti, 2009).

Tabela 2: Comprimento médio de raiz (RZ), Hipocotilo (PA), Cotilédone (CO) e massa
média (MA) de plantulas de algodao sob estresse salino apds priming ultrassénico e
condicdes controle:
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RZ PA CO MA

Amostras Poténcia (W) (mm) (mm) (mm) (9)
0 46,55 aA 77,70 aA 12,14 aA 0,35 aA
20 51,07 aA 70,70 aB 11,38 aA 0,24 aB
Controle
40 48,04 aA 61,76 aB 12,01 aA 0,27 bB
60 40,56 aB 69,12 aB 11,75 aA 0,29 bB
0 24,84 bA 37,41 bA 12,20 aA 0,32 aA
20 27,03 aA 36,11 bA 10,86 aB 0,31aA
Teste
40 24,22 aA 41,23 bA 11,10 bB 0,34 aA
60 21,36 aA 43,08 bA 10,86 bB 0,34 aA

Médias seguidas de mesma letra, mailscula entre as poténcias e minuscula entre as amostras (controle e teste),
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knoct, a 5% de probabilidade.

O processo de germinacgdo requer a ativacdo de diferentes mecanismos bioquimicos,
entre eles a degradacdo das proteinas armazenadas nas sementes para fornecimento dos
aminoacidos necessarios a biossintese de novas proteinas (Ali e Elozeiri, 2017). O priming, de
modo geral, induz a semente a iniciar o processo de germinacao e, em seguida, interromper o
processo antes que a germinacdo real ocorra, levando a degradacdo de algumas proteinas
durante o processo (Lutts et al., 2016). A degradacdo proteica € especialmente relevante
durante os estagios iniciais da germinacdo, quando a planta ainda ndo pode realizar a
fotossintese e depende inteiramente de suas reservas internas para obter energia e nutrientes
(Mintz, et al., 2001).

Neste estudo, as sementes que receberam priming ultrassénico com poténcia de 40W e
60W e que germinaram em condi¢do controle apresentaram reducdo da concentracdo de
proteinas totais soltveis em relagcdo aquelas que nao receberam o priming ou que foram tratadas
com a poténcia de 20W (Gréafico 1). Assim, a diminui¢do do conteudo de proteinas soltveis
nos tecidos vegetais pode ser atribuida & agdo do priming ultrassonico sobre a atividade de

enzimas hidroliticas que atuam na degradacdo de diferentes biomoléculas (Xia, et al., 2023).

Um contraponto foi observado para as sementes germinadas em condicdo salina e que
receberam o priming de 40W e 60W, essas amostras apresentaram aumento da concentragao
de proteinas totais sollveis em relacdo aquelas que ndo receberam o priming ou que foram

tratadas com a poténcia de 20W e que germinaram sob a mesma condicéao de salinidade (Figura
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1). Esse aumento pode estar relacionado ao efeito inibitorio dos sais absorvidos junto com a
agua sobre a atividade das enzimas hidroliticas (Oliveira; Do Nascimento; Ferreira, 2017). No
entanto, vale salientar que, as essas sementes apresentaram perfil de conteido protéico soltvel
préximo ao das sementes germinadas na condicao controle (Figura 1), o que pode indicar que
0 priming ultrassénico, pela manutencdo de um contetdo maior de proteinas, pode também ter
induzido mecanismos bioquimicos de tolerancia ao estresse salino nas sementes tratadas
(Gupta e Huang, 2014).

Figura 1: Quantidade média (ug/uL) de proteinas solGveis totais de plantulas de algodao
sob estresse salino apds priming ultrassénico e condi¢des controle:

2,50 -

2,00 1 aA aA
= aB aB bB
3 bB bB |
GE) 1,50 - bB
S
S 00 A O Controle
©
2 B Teste

0,50 A

0,00 . . .

0 20 40 60
Poténcia (W)

Médias seguidas de mesma letra, maitscula entre as colunas (Controle e teste) e mindscula no eixo de poténcia,
ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade.

Outro importante impacto da salinidade sobre as plantas diz respeito a producdo de
grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio (ROS) nos tecidos vegetais
(Hasanuzzaman et al., 2021). Eles aumentam a permeabilidade das membranas, promovem o
vazamento de eletrdlitos e a peroxidagéo lipidica causando o dano oxidativo (Pang e Wang,
2008). A peroxidase de guaiacol (GPX) é uma enzima antioxidante crucial que participa na
defesa das plantas contra o estresse oxidativo (Zhang et al., 2013). O expressivo aumento da
atividade GPX apresentado pelas sementes germinadas em condicédo salina (509 min/ug) em
relacdo ao controle (2121 min/ug) (Figura 2) demonstra o papel essencial dessa enzima na
eliminacdo de espécies reativas de oxigénio (ROS) produzidas em excesso na situacdo de
estresse salino (Das e Roychoudhury, 2014). Ela catalisa a decomposi¢do do perdxido de
hidrogénio (H202) em 4dgua e oxigénio, utilizando guaiacol como doador de elétrons. Ao reduzir

os niveis de H202, a GPX ajuda a proteger as células vegetais dos danos oxidativos (Orabi e
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Abou-Hussein, 2019). O priming ultrassénico aplicado as sementes de algoddo elevou a

atividade da enzima GPX em todos os tratamentos testados (Figura 2).

Figura 2: Atividade média (min/ug) da enzima peroxidase do guaiacol (GPX) em
plantulas de algodao sob estresse salino ap6s priming ultrassonico e condic¢Ges controle:
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Médias seguidas de mesma letra, maitscula no eixo de amostra (Controle e teste) e mindscula no eixo de poténcia,

ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knoct, a 5% de probabilidade.

O aumento da atividade GPX promovido pelo priming ultrassénico nas sementes
germinadas na condicdo controle pode representar a geracdo de uma memdoria de protecdo, que
atuara preventivamente ao dano oxidativo (Yang; Zhi; Chang, 2022). A defesa prévia pela
atividade da GPX em algod&do pode ser alcancada pelo priming ultrassonico nas diferentes
poténcias testadas, alcancando uma atividade de aproximadamente 5,83 vezes maior que a
amostra sem ultrassom na condicdo controle. Embora o aumento da atividade GPX para as
plantas germinadas em meio salino fosse uma resposta bioquimica esperada (Pieris e Siegel,
1991), observou-se que a aplica¢do do priming ultrassénico as sementes promoveu 0 aumento
da atividade dessa enzima em relacdo ao material ndo tratado (Figura 2). Assim, para a
condicdo de salinidade, o priming ultrassénico pode potencializar a resposta antioxidante da
planta, levando ao melhor desempenho durante o desenvolvimento pela maior habilidade em
degradar substancias tdxicas como radicais livres (perdxidos), fenois e outros liberados em

condicdes de estresse (Lima, 1994).

Com a realizacdo de todos os testes, montou-se o arranjo para a PCA. Nessa analise foi

considerado todos dados obtidos para a condicéo teste e salina e observou-se com o plot como
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as poténcias de ultrassom se agrupam e quais as variaveis que mais se destacaram para o arranjo
obtido (Figura 3).

Figura 3: Analise de componentes principais biplot mostrando a projecéo das variaveis

nos dois primeiros componentes principais.

Component 2

Eigenvalue % variance Eig25%  Eig 97.5%
M B34 [ 505

Legenda: CO - cotilédone; PST - proteinas sollveis totais; PA - hipoc6tilo; RZ - raiz; GE - germinagdo; IVG -
indice de velocidade de germinacdo; MA - massa fresca; GPX - peroxidase do guaiacol. Onde os pontos em preto
representam a condicao controle e 0s X representam a condicao salina. A elipse indica a area onde 95% dos dados
estdo localizados, mostrando a variabilidade e a dispersdo dos dados em torno da média.

Na anélise realizada verificou-se que a soma das duas primeiras componentes principais
da anélise dos componentes principais, explicaram 82% da variagdo. A andlise da distribuicdo
dos tratamentos com e sem sal no grafico de PCA revela uma distin¢do clara na resposta das
plantas sob diferentes condic@es, destacando a influéncia da salinidade no comportamento das
mesmas. Os tratamentos com sal, representados em vermelho, estdo fortemente agrupados no
quadrante inferior esquerdo do grafico, sugerindo uma resposta homogénea das plantas,
independentemente da intensidade do tratamento (20, 40 e 60W). Esse agrupamento indica que
a salinidade atua como um estresse dominante, uniformizando as respostas das plantas e
possivelmente ativando mecanismos de defesa que reduzem a variabilidade entre os

tratamentos. Por outro lado, os tratamentos sem sal, representados em preto, mostram maior
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dispersao, especialmente os tratamentos de 0 e 20W, sugerindo uma variabilidade mais ampla
nas respostas das plantas nessas condi¢des. As variaveis como cotilédone, hipocdtilo, proteinas
soluveis, raiz, germinacdo e indice de velocidade de germinacdo estdo mais fortemente
associadas aos tratamentos sem sal, particularmente em niveis mais elevados de poténcia, com
destaque para 40W e 60W, que parecem induzir respostas mais significativas. 1sso sugere que
as plantas respondem de maneira mais intensa a essas variaveis em condi¢cdes normais de
crescimento, especialmente sob alta poténcia. Por outro lado, as poténcias obtiveram correlagéo
maior com a varidvel GPX na condicdo salina, o que indica que o priming ultrassénico pode
estar induzindo a atividade da GPX nas plantas, possivelmente como um mecanismo de defesa

contra o estresse oxidativo causado pelo sal.

4. Conclusdo
O priming ultrassénico aplicado as sementes de algoddao promoveu uma melhora
significativa na germinacéo e no indice de velocidade de germinacao (IVG) tanto em condicdes
de controle quanto sob estresse salino. As sementes tratadas com priming apresentaram uma
maior toleréncia ao estresse salino, refletida em uma maior taxa de germinagdo e uma melhor
resposta antioxidante. O aumento na atividade da enzima GPX nas sementes tratadas indicou
uma capacidade aprimorada de neutralizar espécies reativas de oxigénio (ROS), que sdo

geradas em excesso sob condicGes de salinidade.

A melhor poténcia para o priming ultrassénico em sementes de algoddo variou
conforme a condi¢do. Em condicdes de controle, a poténcia de 20W e 40W foi suficiente para
alcancar uma alta taxa de germinacdo (98% e 92,5%). Ja em condicdes de estresse salino, a
poténcia de 40 e 60W mostraram-se mais eficazes, levando em consideragdo o conjunto de
todas as variaveis analisadas, promovendo um aumento significativo no indice de velocidade
de germinacédo (IVG) e na taxa de germinacédo, além de melhorar a atividade antioxidante. Na
analise de componente principal, foi demonstrado que existe uma correlacéo entre a atividade

da GPX e tratamento ultrassénico demonstrando seu efeito sob as moléculas bioldgicas.
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Capitulo 2: Efeitos do priming ultrassénico na germinacdo de sementes de sorgo e
respostas bioquimicas ao estresse salino induzido por NacCl

Resumo

A germinacéo rapida e o crescimento vigoroso das mudas s&o cruciais para o sucesso agricola,
especialmente em regibes aridas com escassez de agua. A salinidade é um fator critico que
compromete processos Vvitais das plantas, como fotossintese e metabolismo. Técnicas de
condicionamento de sementes, como o priming, ajudam a melhorar a tolerancia ao estresse
abiotico através da memoria de estresse. Este estudo investigou os efeitos do priming
ultrassdnico na germinacdo de sementes de sorgo sob estresse salino induzido por NaCl,
avaliando parametros fisiologicos e bioguimicos. A metodologia incluiu 0 uso de sementes
comerciais de sorgo, andlise de teor de agua e condutividade elétrica, e tratamento com
ultrassom em diferentes poténcias (OW, 20W, 40W, 60W). Testes de germinacédo e parametros
como comprimento de plantulas e massa fresca foram avaliados, assim como o contetdo de
proteinas solUveis e atividade da peroxidase do guaiacol (GPX). Os resultados mostraram que
0 priming ultrassénico aumentou a taxa de germinacéo e o indice de velocidade, principalmente
com 40W. Este tratamento também melhorou o comprimento da raiz e a massa fresca das
plantulas, além de aumentar o contetdo de proteinas solGveis e a atividade de GPX, sugerindo
uma melhor adaptacdo ao estresse salino. A analise de PCA revelou que os tratamentos com
60W e 40W se destacaram, especialmente sob condi¢des de estresse, mostrando respostas
fisioldgicas e bioquimicas diferenciadas.

Palavras-Chave: ultrassom; salinidade; Sorghum bicolor ; priming;
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Abstract

Rapid germination and vigorous seedling growth are crucial for agricultural success, especially
in arid regions with water scarcity. Salinity is a critical factor that compromises vital plant
processes such as photosynthesis and metabolism. Seed conditioning techniques, such as
priming, help improve abiotic stress tolerance through stress memory . This study investigated
the effects of ultrasonic priming on sorghum seed germination under NaCl-induced salinity
stress, evaluating physiological and biochemical parameters. The methodology included using
commercial sorghum seeds, analyzing moisture content and electrical conductivity, and
treating with ultrasound at different powers (OW, 20W, 40W, 60W). Germination tests and
parameters such as seedling length and fresh weight were assessed, as well as soluble protein
content and guaiacol peroxidase (GPX) activity. The results showed that ultrasonic priming
increased the germination rate and speed index, particularly at 40W. This treatment also
improved root length and fresh weight of seedlings, as well as soluble protein content and GPX
activity, suggesting better adaptation to salinity stress. PCA analysis revealed that treatments
with 60W and 40W stood out, especially under stress conditions, showing differentiated
physiological and biochemical responses.

Keywords: ultrasound; salinity; Sorghum bicolor; priming.
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1. Introducao

A répida germinacdo e 0 crescimento vigoroso das mudas sdo essenciais para o
estabelecimento bem sucedido das plantas, especialmente em regibes aridas, onde a escassez
de 4gua pode comprometer a producado agricola (Harris et al., 1999). Além disso, a salinidade
é um fator critico que afeta o desenvolvimento das plantas, impactando significativamente
processos Vitais como a fotossintese, 0 metabolismo energético, e a sintese de proteinas e
lipidios (Mahajan e Tuteja, 2005; Aftab, 2021; Muhammad et al., 2021).

Diversas técnicas de condicionamento de sementes, como o priming, podem induzir
niveis controlados de estresse abiotico, fortalecendo a tolerdncia ao estresse em sementes
germinadas e em fases subsequentes de crescimento, por meio da "memdria de estresse"
(Alfalahi et al., 2022). Em particular, a estimulagéo ultrassonica tem se mostrado eficaz em
aumentar a cavitacdo do tegumento, elevando a permeabilidade e, consequentemente,
acelerando ou melhorando a taxa de germinacdo em sementes deterioradas (Nogueira et al.,
2024).

O ultrassom, uma técnica que aplica frequéncias sonoras inaudiveis (20-100 kHz), tem
diversas aplicacdes na industria quimica e agricola, demonstrando potencial na melhoria da
germinagao de sementes (Gallego-Juarez, 2017). Estudos indicam que a aplica¢do de ultrassom
em diferentes espécies, como cenoura, rabanete, milho, cevada e arroz, pode melhorar a
germinacdo dependendo da frequéncia e da duracdo da exposicdo (Aladjadjiyan, 2002;
Shimomura, 1990; Gong et al., 2024; Miano et al., 2015; Huang et al., 2024).

O sorgo, um cereal de grande importancia em regides semiaridas, pertence a familia
Poaceae e é originario da Africa (Dos Santos et al., 2015). Atualmente, é o quinto cereal mais
cultivado no mundo, e o Brasil se destaca como o0 nono maior produtor, com uma producdo de
4,76 milhdes de toneladas na safra 2023/2024 (CONAB, 2024). Embora o sorgo seja conhecido
por sua capacidade de resistir ao déficit hidrico, o sucesso de sua implementacdo também
depende da sua habilidade de prosperar em solos com elevada concentragéo de sais dissolvidos.
Nesse contexto, este estudo investiga os efeitos do priming ultrassénico na germinagdo de
sementes de sorgo sob estresse salino induzido por NaCl, por meio de analises fisiologicas e

bioquimicas.
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2. Metodologia

2.1 Material vegetal

O experimento foi conduzido no Laboratorio de bioprocessos, situado na Universidade
Federal do Oeste da Bahia (UFOB), no municipio de Luis Eduardo Magalhédes (BA). Foram
utilizadas sementes comerciais de sorgo forrageiro safra 19/20 obtidas por doacdo da Fundacao
de Apoio a Pesquisa e Desenvolvimento do Oeste Baiano (Fundacdo Bahia — Luis Eduardo
Magalhdes/BA), onde foram previamente caracterizadas quanto ao teor de agua e

condutividade elétrica.

2.2 Determinacao do teor de agua e condutividade elétrica

O teor de agua foi medido conforme as Regras para Analises de Sementes (RAS, Brasil,
2009). Foram pesadas e secas em estufa a 105 + 3 °C por 24 h duas repeti¢cdes de 50 sementes.
A porcentagem média do teor de agua foi calculada em base umida (Equacgédo 1). O teste de
condutividade elétrica seguiu Nakagawa et al. (1999), com quatro repeticdes de 50 sementes.
Estas foram pesadas, imersas em 75 mL de &gua deionizada em recipientes de 100 mL e
incubadas a 25 °C por 24 h. A condutividade foi medida com um condutivimetro ION ®

pHB500 calibrado e os valores médios foram expressos em puS cm—1.g—1 (Equagao 2).

100 (P—p) qul

% de umidade = 7

Onde: P = peso inicial; p = peso final; t = tara

~
I
vy
m
=
N

CE

|

Onde, L ¢ a leitura da amostra no condutivimetro, em pS.cm-1; B = leitura do “branco”,

4dgua deionizada, em pS.cm™; M = massa da amostra em gramas.
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2.3 Tratamento priming ultrassonico

A irradiacdo ultrassonica foi produzida com um gerador de ultrassom (Ultronique
Ecosonics®) com frequéncia fixa de 40 kHz, temperatura ambiente e poténcia ultrassonica
determinada, segundo Liu et al (2016). Foram usados trés niveis de poténcia (20W, 40W e
60W), sendo cada poténcia representada por um tratamento, com tempo de 10 segundos
aplicados em um unico pulso. Duzentas sementes foram contadas e posteriormente foram
colocadas em recipientes contendo 100 mL de &gua destilada. A micro sonda (4 mm de
didmetro) geradora de ultrassom foi imersa no liquido do recipiente, evitando o contato direto
com as sementes. Para o controle negativo, aqui denominado OW, foi considerado todo o

procedimento anteriormente citado, exceto a aplica¢do do pulso ultrassonico.

2.4 Teste de germinacgéo

O teste de germinacéo foi realizado conforme as Regras para Analises de Sementes-
RAS (Brasil, 2009), conduzido com cinco amostras de 50 sementes, um total de 200 sementes
para cada tratamento. As sementes foram semeadas entre trés folhas de papel Germitest
umedecidas com a solucdo de 200mM de cloreto de sédio (NaCl) para inducdo de estresse
salino, sendo utilizada a quantidade de 2,5 vezes a massa de todos 0s papéis secos, aferida em
balanca de precisdo. Apds a disposicdo das sementes sobre as duas folhas, as sementes foram
cobertas com outra folha de papel Germitest. A partir desse material foram feitos rolos, 0s
mesmos foram colocados em sacos plasticos para manter a umidade e entdo incubados a 25 °
C. O percentual de germinagéo e contagem de plantulas normais foram obtidos segundo as

RAS (BRASIL, 2009) e apresentados como a média das repeticoes.

2.5 Indice de velocidade de germinagio (IVG):
A partir da instalacdo do teste de germinacdo, todas as sementes avaliadas no estudo,
foram contadas até a germinagdo final durante 10 dias. Com as contagens, determinou-se o

indice de velocidade de germinacdo para todos os tratamentos (Equacéo 3).
ni
VG = 5 Eq3

[T3L1I N

Em que: ni = nimero de sementes que germinaram no tempo “i”’; ti = tempo apoés instalagdo do

teste; Unidade: adimensional.
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2.6 Comprimento de plantulas

As plantulas originarias das sementes tratadas com priming ultrassénico e néo tratadas,
submetidas ao estresse salino e controle, foram avaliadas quanto ao crescimento. Medidas de
comprimento das estruturas - cotilédone, hipocotilo (parte aérea) e da radicula (raiz primaria),
de dez plantulas normais foram realizadas no momento da contagem final com o auxilio de um
paquimetro digital Western® DC-6. Os valores foram expressos em milimetros (mm) como a
média aritmética das 10 medidas realizadas para cada repeticdo dos lotes de sementes
selecionadas.

2.7 Massa fresca
Dez plantulas normais obtidas ao final do teste de germinagdo foram usadas para medidas
da massa fresca. As medidas foram realizadas em balanca analitica e os resultados foram
apresentados como a média das 10 plantulas em 4 repeticdes. Apds a pesagem as plantulas
foram imediatamente congeladas e armazenadas. Esse material foi usado para a extracdo de

proteinas solUveis e analise da atividade enzimatica — peroxidase do guaiacol (GPX).

2.8 Extracdo de proteinas solUveis totais

O extrato de proteinas soluveis totais foi obtido das plantulas resultantes do ensaio de
germinacdo. Para isso, foi montado um pool composto por duas plantulas/repeticdo de cada
tratamento. Os pools foram pesados e macerados em presenca do tampdo de extracdo (p/v)
onde a cada 1g de raiz foi adicionado 2mL de tamp&o. O tampé&o de extragdo foi composto por
fosfato de potassio 50 mM (pH 7,0), contendo &cido L-ascérbico 1 mM e A&cido
etilenodiaminotetracético (EDTA) 0,1 mM. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 30.000xg
por 20 minutos e o sobrenadante (extrato bruto solGvel) recuperado. Todo o material foi

mantido em banho de gelo para preservar a estabilidade molecular das amostras.

2.9 Quantificacdo de proteinas solUveis totais
A concentragdo de proteinas solUveis totais foi determinada pelo Método de Bradford
utilizando a albumina bovina (BSA) como padrdo (Bradford, 1976). Volumes de 30 pL de
extrato das amostras foram misturados a 70 pL de agua destilada e 2,5mL de reagente de
Bradford, em tubos de ensaio. Os tubos foram agitados em um agitador tipo Vortex e ficaram

em repouso por 5 minutos ao abrigo da luz. O espectrofotdémetro foi calibrado utilizando agua
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destilada e as leituras foram feitas na absorbancia de 595 nm. A concentracdo de proteinas

sollveis totais (ug/ul) foi calculada pela equacéo da reta (y=0,0067x+0,7009) com Rz=0,9803.

2.10 Atividade da Peroxidase do Guaiacol (GPX)

A atividade foi determinada de acordo com a metodologia descrita por Matsuno e Uritani
(1972). O tampao de reacdo contendo fosfato de sodio (25 mM pH 6,8), H202 (15 mM) e
Guaiacol (10 mM) foi adicionado ao extrato bruto (50ug). As leituras de absorbancia foram
realizadas em 470 nm a 30 °C. A variacgdo de absorbancia foi acompanhada por 60 segundos
com intervalos de 5 segundos entre as leituras. As medidas obtidas foram usadas para

determinagdo do intervalo linear e o resultado foi expresso como AAbs470nm/min/pug de PST.

2.11 Anélise estatistica

Os dados foram testados quanto a normalidade e homocedasticidade, e analisados em
delineamento inteiramente casualizado. As analises estatisticas foram realizadas inteiramente
a0 acaso com o auxilio do programa estatistico Sisvar (SISVAR® verséo 5.3), em um fatorial
2x4 com dois tratamentos (com salinidade e controle negativo) e quatro testes de poténcias (0,
20, 40 e 60W) em quadruplicata experimental. A analise de componentes principais (PCA) foi
realizada por meio do software PAleontological STatistics 4.03 (PAST 4.03).

3. Resultados e discussoes

Os testes de vigor estdo ganhando crescente importancia na avaliacdo da qualidade
fisiolégica das sementes, tanto para uso comercial na agricultura quanto para a recuperacéo de
areas degradadas (Syed e Rizvi, 2021). Um dos parametros avaliados nestes testes € o teor de
umidade das sementes, que influencia diretamente diversos aspectos de sua qualidade
fisiolégica. Por conseguinte, a determinacéo deste teor € crucial para a avaliacdo da qualidade
dos lotes de sementes (Carvalho e Nakagawa, 1983). Aspectos como 0 processo de maturacao
das sementes, sua capacidade de armazenamento, a necessidade de pré-tratamentos para 0s
testes de germinag@o e o0 momento ideal para a colheita estdo estreitamente ligados ao teor de
umidade (Grabe, 1989).

O teste de condutividade elétrica se baseia no fato de que as sementes, ao serem embebidas
em agua, liberam ions, acucares e metabdlitos, especialmente no inicio do periodo de
embebicdo, devido a alteracdo da integridade das membranas celulares (Gonzales; Paulg;
Valeri, 2009). No entanto, com o passar do tempo de embebicdo, suas estruturas se
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reorganizam, retornando a uma configuracédo estavel. Em sementes deterioradas, esse processo
ou a velocidade de reorganizacgéo estdo ausentes ou sdo ineficientes (Bewley e Black, 1994),
resultando na liberacdo de uma quantidade maior de eletrolitos. No presente estudo, as
sementes de sorgo apresentaram um teor de agua de 16% e uma condutividade elétrica de

137,24 uS em™t. g7%, respectivamente.

A qualidade fisiologica das sementes diz respeito a sua capacidade de expressar todo o seu
potencial e realizar suas func@es vitais através da germinacéo e do vigor (Popinigis, 1985). E
fundamental destacar que a méaxima qualidade fisiol6gica das sementes € atingida durante o
estagio de maturidade fisioldgica da cultura (Marcos-Filho, 2015). No caso especifico do sorgo,
esse estagio de maturacdo é alcancado quando o teor de agua das sementes esta entre 25% e
35% (Vanderlip e Reeves,1972) indicando que as sementes utilizadas neste estudo possuiam
baixa qualidade fisiol6gica em termos de base umida. Valores de condutividade elétrica
superiores a 110 uS.cm™.g"!' indicam baixa tolerancia ao estresse hidrico ou salino e nao
estabelecem estande adequado (Vieira et al., 1999). Como as sementes avaliadas neste estudo
apresentaram valores acima desse limite, elas se caracterizam por uma baixa tolerancia ao

estresse salino.

Para que as sementes germinem, é essencial utilizar as reservas armazenadas nelas.
Entretanto, a salinidade dificulta a absor¢cdo de agua pelas mudas (Rabbani et al.,2013). Isso
resulta na inibicdo da hidrélise das reservas de sementes, 0 que por sua vez atrasa e reduz a
taxa de germinacdo das sementes (Hakim et al., 2010.). A concentracdo salina empregada
resultou em uma reducdo significativa tanto na germinacdo das sementes de sorgo quanto no

indice de velocidade de germinacdo, conforme evidenciado na Tabela 1.

Tabela 1: Germinacéo final e IVG de um lote comercial de sorgo tratadas com priming

ultrassonico sob estresse salino:

GE (%) VG
Amostras .
Poténcia (W)
0 20 40 60 0 20 40 60
Controle 47,38 5501 62,51 59,65
87aA T77aA 88aA 84aA aB A A A
0 20 40 60 0 20 40 60
Salinidade 38,02 58,23 57,87
75bA 70aA 82aA 8laA bB 50 aA aA A

Médias seguidas de mesma letra, mailscula na linha e minGscula na coluna, ndo diferem entre si, pelo teste de
Scott-Knoct, a 5% de probabilidade.
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A aplicacédo do ultrassom nas poténcias testadas ndo promoveu aumentos significativos
(p< 0,05) quanto a taxa de germinacado, tanto na condi¢cdo de estresse quanto na auséncia dele,
porém foi capaz de elevar significativamente o indice de velocidade de germinagdo. Esse
aumento foi observado em ambos os tratamentos (com e sem estresse). Os principais efeitos
do ultrassom incluem impactos mecanicos, como a cavitacdo acustica, e a ruptura das paredes
das células vegetais, levando a um aumento na absor¢édo de agua (Rajewska e Mierzwa, 2017).
A cavitacdo, durante o processo de sonicacdo, foi sugerida como outra possivel causa de micro
fissuras no tegumento da semente, o que pode ter contribuido para a melhoria da absorcao de
umidade e, consequentemente, para 0 aumento da velocidade de germinacdo nas sementes
(‘Yaldagard; Mortazavi; Tabatabaie, 2008).

O acumulo de ions é responsavel pela toxicidade nas plantas. Além disso, a diferenca
de potencial hidrico entre 0 ambiente externo e as sementes, caracterizado pela menor
disponibilidade de &gua, suprime o desenvolvimento das raizes principais (Delachiave e
DePinho, 2003). O ultrassom afetou significativamente a maioria das caracteristicas estudadas
das plantulas de sorgo em comparagdo com os controles (Figura 1). Assim, o efeito positivo do

condicionamento osmotico via ultrassom pode ser facilmente detectado.

Figura 1: Plantula de sorgo apos priming sob estresse salino

Legenda: A- plantula tratada sob estresse salino; B- plantula ndo tratada sob estresse salino.
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Nas avaliacOes realizadas, o estresse salino causou reducéo do desenvolvimento daraiz,

hipocotilo e massa fresca das plantulas, enquanto houve um aumento na condicdo de estresse

para o cotilédone (Tabela 2).

Tabela 2: Comprimento médio (mm) e massa fresca (g) de plantulas germinadas sob

estresse salino pos priming ultrassénico

Poténcia Hipocotilo  Cotilédone
Amostra (W) Raiz (mm) (mm) (mm) Massa (g)
0 135,6 aA 91,1aA 4,6 aA 0,1aA
20 130,5 aA 79,7 aB 4,6 aA 0,1aA
Controle
40 121,1 aA 77,7 aB 4,3 aB 0,1aA
60 149,2 aA 95,4 aA 4,3 bB 0,1aA
0 60,7 bB 21,6 bA 4,7 aA 0,1 bA
20 82,7 bA 17,3 bA 4,5 aA 0,1aA
Salinidade
40 90,6 bA 19,8 bA 4,4 aA 0,1aA
60 90,4 bA 17,6 bA 4,5 aA 0,1 bA

Médias seguidas de mesma letra, maitscula entre as poténcias e minuscula entre as amostras nao diferem entre si,
pelo teste de Scott-Knoct, a 5% de probabilidade.

O priming promoveu um aumento apenas no comprimento da raiz em todas as

poténcias testadas. De acordo com estudos, doses reduzidas de ultrassom podem acelerar a

divisdo celular em certos 6rgdos vegetais, enquanto doses mais elevadas podem inibir essa

divisdo (Ran; Yang; Cao, 2015.). Além disso, Machikowa e colaboradores (2013) observaram

variagBes na germinagdo, no indice de vigor das sementes e nos comprimentos das raizes e

partes aéreas das mudas tratadas com ultrassom, dependendo da intensidade desse tratamento.

O tratamento ultrassénico aumentou o conteudo de proteinas sollveis totais na poténcia

de 60W na condicéo de estresse (Figura 2).

Figura 2: Quantificacdo de proteinas sollveis totais em plantulas de sorgo submetidas a

estresse salino ap6s priming ultrassénico:
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Médias seguidas de mesma letra, minuscula entre as colunas (Controle e salinidade) e maitscula no eixo
de poténcia (W), ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knoct, a 5% de probabilidade. As barras
representam os desvios padréo.

Sob estresse salino, as enzimas amilase e protease tornam-se mais ativas, o0 que poderia
explicar o aumento no teor de proteinas nas plantulas tratadas (Ashraf et al., 2002). A
osmorregulacdo se manifesta através do aumento do conteddo de solutos orgéanicos nas células,
como carboidratos sollveis e proteinas soluveis, o que resulta na diminui¢cdo do potencial
hidrico celular (Ahanger et al., 2013). Em resposta ao estresse salino, as plantas aumentam a
concentracdo de solutos osmoprotetores, como prolina e carboidratos soltveis (Chelli-
Chaabouni et al., 2010). Um dos principais mecanismos de adaptacdo das plantas as alteraces
no potencial osmatico do ambiente é a sintese de metabdlitos que funcionam como solutos
compativeis (Munns e Tester, 2008). Além disso, para se defenderem contra danos causados
por espécies reativas de oxigénio (ROS), as plantas frequentemente acumulam proteinas
sollveis, que desempenham um papel importante na osmorregulagédo e na manutencdo do

turgor celular (Anjum et al., 2011).

Estresses ambientais que limitam a fotossintese podem intensificar o dano celular
causado pelo oxigénio, devido ao aumento na producdo de espécies reativas de oxigénio
(Alscher et al., 1997). Assim, a capacidade de resisténcia ao estresse salino pode estar
relacionada a melhoria do sistema de defesa antioxidante, o qual abrange tanto compostos
antioxidantes quanto diversas enzimas antioxidantes (Ahmad et al., 2019). Nas analises
realizadas, observou-se que a atividade da peroxidase do guaiacol (GPX) manteve-se

semelhante ao controle ap6s o priming ultrassdnico em todas as poténcias testadas (Figura 3).
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Embora o aumento na atividade enzimatica ndo tenha apresentado significancia estatistica, o
grafico demonstra uma tendéncia clara de elevacgéo da atividade com o incremento da poténcia,
especialmente sob condicdes de salinidade. Esse padréo sugere que o priming ultrassonico pode
estar potencializando a capacidade antioxidante das plantulas de sorgo, ajudando-as a

minimizar os efeitos do estresse oxidativo induzido pelo sal.

Figura 3: Atividade da GPX em plantulas de sorgo submetidas a estresse salino ap6s

priming ultrassénico:
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Médias seguidas de mesma letra, minGscula entre as colunas (Controle e salinidade) e maidscula no eixo de
poténcia (W), ndo diferem entre si, pelo teste de Scott-Knoct, a 5% de probabilidade. As barras representam 0s
desvios padrao.

A inducdo das atividades das enzimas antioxidantes, como GPX, € uma estratégia geral de
adaptacdo que as plantas utilizam para superar os estresses oxidativos (Bhaduri e Fulekar,
2012.). Em particular, a resisténcia ao estresse salino estd fortemente associada a atividade
constitutiva e/ou induzida de varias enzimas antioxidantes (Abogadallah, 2010). A atividade
dessas enzimas € frequentemente aumentada em resposta a diversos estresses ambientais, como
salinidade, 0 que tem sido observado em varias espécies vegetais (Zare e Pakniyat, 2012).
Cultivares tolerantes ao sal geralmente exibem atividades mais elevadas dessas enzimas em
comparagdo com cultivares sensiveis, sugerindo que a alta atividade enzimatica desempenha

um papel crucial na conferéncia de tolerancia ao sal (Sreenivasasulu et al., 2000).

No presente estudo, a tendéncia de aumento na atividade de GPX, especialmente sob
estresse salino, reforga a hipotese de que essa enzima pode estar atuando como um mecanismo

de defesa essencial para as plantulas de sorgo. A GPX, ao catalisar a reducao de perdxidos,
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ajuda a proteger as células vegetais contra os danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio (ROS), que sdo geradas em maior quantidade sob condi¢cdes de estresse, como a
salinidade (Gill e Tuteja, 2010). Resultados semelhantes foram observados em outras culturas,
como batata (Spychalla E Desborough, 1990.), ervilha (Hernandez et al., 2000), e trigo (Sairam
et al., 2002), onde o aumento na atividade de enzimas antioxidantes foi associado a maior

tolerancia ao estresse salino.

Apos a realizacdo de todos os testes, foi montado o arranjo para a anélise de PCA. Nesta
andlise, foram considerados todos os dados obtidos. O gréafico resultante mostrou como o0s
diferentes potenciais ultrassdnicos se agruparam, destacando as variaveis mais relevantes para
o arranjo final (Figura 4). A analise do grafico de PCA revela uma clara separacdo entre 0s
tratamentos com e sem sal, com as duas primeiras componentes principais explicando quase
80% da variancia total. Observa-se que os tratamentos de 60W, tanto com sal quanto sem sal,
sd0 0s que mais contribuiram para a separacdo das amostras, destacando-se pela sua posi¢édo
mais afastada no grafico. Isso sugere que, em condicBes de estresse elevado, as plantas

submetidas a 60W exibem respostas fisiologicas ou bioquimicas mais diferenciadas.

Figura 4: Andlise de componentes principais biplot mostrando a projecdo das variaveis

nos dois primeiros componentes principais.
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Legenda: CO - cotilédone; PST - proteinas soluveis totais; PA - hipocoétilo; RZ - raiz; GE - germinagdo; IVG -
indice de velocidade de germinacdo; MA - massa fresca; GPX - peroxidase do guaiacol. Onde os pontos em preto
representam a condicdo controle e os quadrados representam a condicédo salina. A elipse indica a area onde 95%
dos dados estdo localizados, mostrando a variabilidade e a dispersdo dos dados em torno da média.

Observa-se que as variaveis GPX e PST emergem como as principais responsaveis pela
distincdo dos tratamentos com sal, influenciando fortemente tanto a PC1 quanto a PC2 nos
tratamentos de 40 e 60W. Por outro lado, as varidveis GE, PA e RZ mostraram-se mais
influentes para os tratamentos sem sal, contribuindo significativamente para a separacéo
observada nos tratamentos de 60 e 40W. Isso sugere que, sob condi¢fes normais, as plantas
investem mais na eficiéncia de crescimento e na absor¢do de recursos, o que pode ser menos
pronunciado sob estresse salino. Adicionalmente, a variavel VG também contribuiu para a
separacgdo, principalmente nos tratamentos de estresse intermediario sem sal (como 20W e
40W), sugerindo que o vigor inicial das plantas pode ser um indicador sensivel das condigdes
de estresse moderado. Entre as variaveis, GPX e PST foram as mais influentes para os
tratamentos com sal, sugerindo que esses marcadores sao mais expressivos sob condicdes
salinas. Por outro lado, GE, PA e RZ tiveram maior impacto nos tratamentos sem sal,

especialmente nos tratamentos de 60W e 40W.

4. Conclusao

A aplicagdo do ultrassom demonstrou um efeito positivo em todos o0s aspectos
analisados, especialmente na germinacdo e no indice de velocidade de germinacdo, em todas
as poténcias testadas nas sementes tanto em condi¢des normais quanto sob estresse salino. O
priming também promoveu um aumento significativo no conteldo de proteinas sollveis e na
atividade da peroxidase do guaiacol (GPX), sugerindo uma potencial adapta¢éo bioquimica das

plantas para tolerar o estresse oxidativo induzido pela salinidade.

A analise de componentes principais contribuiu para elucidar qual poténcia tem maior
influéncia sobre as variaveis analisadas, evidenciando que as variaveis relacionadas ao estresse
oxidativo, como GPX e proteinas sollGveis totais, sdo determinantes na separacdo dos
tratamentos sob estresse salino, enquanto parametros de crescimento, como germinacéo e
comprimento de raiz, foram mais influentes em condi¢Oes sem estresse. Esses resultados
sugerem que 0 uso de priming ultrassonico, especialmente com poténcia de 40W e 60W, pode
ser uma estratégia eficaz para melhorar a tolerancia das sementes de sorgo ao estresse salino,
potencializando mecanismos de defesa antioxidante e promovendo uma melhor germinacao e

crescimento inicial das pléantulas.
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Conclusédo Geral

A aplicacdo do priming ultrassénico demonstrou efeitos positivos em diversos aspectos
fisiologicos e bioquimicos das sementes, tanto de sorgo quanto de algoddo, em condicGes
normais e sob estresse salino. Em ambas as culturas, o tratamento com ultrassom melhorou
significativamente a germinacdo e o indice de velocidade de germinacdo (IVG), além de
aumentar a atividade antioxidante, como indicado pelo aumento na atividade da peroxidase do
guaiacol (GPX) e no contetdo de proteinas sollveis. Esses resultados sugerem uma adaptacao
bioquimica das plantas ao estresse oxidativo induzido pela salinidade, potencializando a

tolerancia ao estresse salino.
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As poténcias de 40W e 60W se destacaram como as mais eficazes para promover maior
germinacdo e melhor resposta antioxidante em ambas as espécies. A analise de componentes
principais reforcou a importancia das varidveis ligadas ao estresse oxidativo, como GPX e
proteinas sollveis, em condicBes salinas, enquanto os parametros de crescimento foram mais
influenciados em condicdes sem estresse. Assim, 0 uso de priming ultrassénico se mostrou uma
estratégia promissora para aumentar a tolerancia de sementes ao estresse salino, ao promover
mecanismos de defesa antioxidante e otimizar a germinagéo e o desenvolvimento inicial das

plantulas, com resultados especialmente relevantes em poténcias de 40W e 60W.
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