Embebição, condicionamento fisiológico e efeito do hipoclorito de sódio na germinação de sementes de alface. [1]
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Resumo - O condicionamento fisiológico é uma técnica que pode diminuir os efeitos negativos de estresses ambientais no desenvolvimento inicial das sementes e o objetivo deste trabalho foi avaliar métodos alternativos para melhorar a germinação e o vigor de sementes de alface, cultivar Regina, em altas temperaturas. Utilizaram-se sementes testemunhas e três métodos de condicionamento fisiológico: hidrocondicionamento em papel, hidrocondicionamento por imersão em água destilada e osmocondicionamento em solução de PEG 6000 -1,5 Mpa. Inicialmente determinaram-se as marchas de absorção de água em cada método e esses resultados foram submetidos à análise de regressão. Foi avaliada a imersão ou não das sementes em solução de hipoclorito de sódio (NaClO). Os resultados para os testes de avaliação da qualidade fisiológica foram submetidos à análise de variância em um arranjo fatorial 4 x 2 e as médias comparadas pelo teste de Tukey, P<0,05.  A qualidade fisiológica das sementes foi avaliada pelo teste de germinação, primeira contagem do teste de germinação, índice de velocidade de emissão de radícula, índice de velocidade de germinação, teste de germinação a 35ºC, condutividade elétrica e teste de pH. A taxa de embebição foi mais lenta no osmocondicionamento e este manteve a germinação e aumentou o vigor de sementes. O uso de NaClO aumenta a germinação e o vigor, em sua maioria, inclusive na germinação a 35ºC.
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Imbibition, priming methods and sodium hypochlorite effect on germination in lettuce seed.  
Abstract - The priming is a technique that can reduce the negative effects of environmental stresses in the initial development of seeds and the objective of this study was to evaluate alternative methods to improve germination and vigor of lettuce seeds, cultivar Regina, especially at high temperatures. We used unprimed seeds and three methods of priming: hydropriming on paper, hydropriming by immersion in distilled water and priming in PEG 6000 -1.5 MPa. Initially, were determined the water absorption marches in each method and these results were submitted to regression analysis. Was evaluated immersion or not the seeds in a sodium hypochlorite (NaClO) solution. The results of tests for evaluation of physiological quality were subjected to analysis of variance in a factorial 4 x 2 and the means were compared by Tukey test, P <0.05.  The physiological quality of seeds was evaluated by the germination test, first count of germination test, speed rate of emission of radicle, speed rate of germination, germination at 35°C, electrical conductivity and pH test. The rate of absorption was slower in the priming and this kept germination and increased seed vigor. The use of NaClO increased germination and vigor, most of them, including germination at 35ºC. 
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INTRODUÇÃO

As sementes de alface têm a germinação, a emergência e o desenvolvimento inicial de plântulas diretamente afetado pela temperatura do substrato no qual se efetua a semeadura, sendo que a temperatura ótima está em torno de 20°C, e a maioria das cultivares não germina em temperaturas superiores a 30°C (Filgueira, 2003).

Em temperaturas variando de 10 a 20°C a percentagem de germinação de sementes de alface é superior a 80% e em temperaturas superiores a 30°C essas sementes entram em estado de dormência, onde elas não voltam a germinar mesmo em temperaturas adequadas (Nascimento & Pereira, 2007; Marcos Filho, 2005).

Alguns tratamentos pré-germinativos são eficientes, aumentando a tolerância das sementes a temperaturas elevadas e, de acordo com Balbinot & Lopes (2006), o uso de condicionamento de sementes é sugerido para caracterizar o conjunto de técnicas destinadas a realçar a qualidade ou beneficiar o desempenho de lotes de sementes e/ou das plântulas produzidas.

A absorção de água pela semente se dá em três fases: na primeira ocorre rápida absorção de água, na segunda a absorção é mais lenta e na terceira, após a protrusão da raiz primária, esta volta a se intensificar (Bewley & Black, 1994).

Para esta técnica, a determinação da marcha de absorção de água é importante, pois a tolerância das sementes à desidratação decresce à medida que progride a embebição. Torna-se necessário saber quando ocorre a ativação metabólica adequada e o momento de cessar o fornecimento de água e a realização da secagem (Marcos Filho, 2005).

A escarificação feita pelo hipoclorito de sódio também evita a termodormência de sementes, pois além de aumentar a permeabilidade do tegumento ao oxigênio, água e solutos, também pode facilitar a remoção ou oxidação de inibidores de germinação, é utilizada para a quebra de dormência em sementes (Ferreira & Ranal, 1999).


O uso de hipoclorito de sódio como forma de assepsia de sementes ou outras unidades de dispersão é bastante comum, no entanto essa substância pode afetar a germinação das sementes de algumas espécies, estimulando ou inibindo o processo. Em algumas espécies o tratamento com hipoclorito de sódio estimula a germinação, mas, em tratamento prolongado ela é reduzida (Carnelossi et al., 1995).

O embrião da semente de alface é totalmente envolvido pelo endosperma, o qual é constituído de uma camada de duas a quatro células. O endosperma pode atrasar ou prevenir a germinação das sementes atuando como uma barreira física à emissão da radícula, especialmente sob condições desfavoráveis. Assim, o “enfraquecimento” (“amolecimento”) do endosperma favoreceria a emissão da radícula e consequentemente a germinação das sementes de alface sob altas temperaturas (Nascimento & Cantiliffe, 2002).

Este trabalho teve por objetivo avaliar a embebição, os efeitos do hidrocondicionamento em papel, hidrocondicionamento por imersão em água destilada e osmocondicionamento na melhoria do vigor de dois lotes de sementes de alface em condições de altas temperaturas e o uso associado de solução de hipoclorito de sódio.

MATERIAL E MÉTODOS

O presente trabalho foi realizado no Laboratório de Controle de Qualidade de Sementes da Universidade Federal Rural do Rio de Janeiro, em Seropédica - RJ. Foram utilizadas sementes de alface da cultivar “Regina”, com o peso de mil sementes de 1,493g e um teor de água inicial de 6,2%. A pesquisa foi dividida em dois ensaios:

1. Embebição

A marcha de absorção de água ou embebição das sementes foi realizada utilizando sementes, onde foi determinada a variação do teor de água em função do tempo de exposição destas em diferentes meios, condições e métodos de embebição, definidos como: 

1.1. Hidrocondicionamento em papel: Amostras de 0,500 g foram colocadas entre quatro folhas de papel germitest, que foram umedecidas com água destilada na proporção de duas vezes o peso do papel, a 15ºC, por 30 minutos, 1, 3, 6, 12, 22, 26, 36 e 48 horas (Marcos Filho & Kikuti, 2008). 

1.2. Hidrocondicionamento por imersão em água destilada: Amostras de 1,000 g de sementes foram imersas em 50 mL de água destilada na relação 1:50 (volume semente : volume de solução), em recipientes de polietileno com altura de 17,4 cm e diâmetro de 3,2 cm, à temperatura de 10 + 2ºC, onde a aeração do sistema foi realizada por meio de bombas de aquário, por  períodos de15 minutos, 30 minutos, 2, 4 e 6 horas (Afzal et al., 2007).

1.3. Osmocondicionamento: Amostras de 1,000 g de sementes foram imersas em 10 mL de solução de polietilenoglicol 6000 com potencial osmótico de –1,0 MPa na relação 1:10 (volume semente: volume de solução), à temperatura de 15ºC em mesa de agitação a 250 rpm, para a aeração da solução, por períodos de 24, 48, 72 e 168 horas (Pereira et al., 2009).

O teor de água das sementes foi determinado por meio da variação de peso inicial e final das sementes, considerando o teor de água inicial. A determinação da taxa de embebição (Figura 1) foi avaliada pelo tempo médio, em horas, necessário para que as sementes tenham atingido o teor de água suficiente para a protrusão da raiz primária, levando em consideração pelo menos cinco sementes com raiz primária com pelo menos 1 mm de comprimento.


Figura 1. Taxa de embebição das sementes.

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado com quatro repetições. Os valores obtidos foram submetidos à análise de variância e de regressão relacionando o tempo de embebição e o teor de água, sendo utilizado o programa estatístico SAEG – Sistema para Análises Estatísticas. 

2. Condicionamento fisiológico

O condicionamento fisiológico foi avaliado por três métodos:
2.1. Hidrocondicionamento em papel: Amostras de 0,500 g foram colocadas entre quatro folhas de papel germitest, que foram umedecidas com água destilada na proporção de duas vezes o peso do papel. O condicionamento foi realizado a 15ºC por um período de 6 horas. Após este período, as sementes foram secas em estufa de circulação de ar a 35 + 2ºC, até atingirem o teor de água inicial e foram submetidas aos testes para avaliação da germinação e do vigor descritos posteriormente.
2.2. Hidrocondicionamento por imersão em água destilada: Amostras de 1,000 g de sementes foram imersas em 50 mL de água destilada na relação 1:50 (volume semente : volume de solução), em recipientes de polietileno com altura de 17,4 cm e diâmetro de 3,2 cm. O condicionamento foi realizado à temperatura de 10 + 2ºC, onde a aeração do sistema foi realizada por meio de bombas de aquário por um período de 2 horas. Após este período, as sementes foram retiradas e secas em estufa de circulação de ar a 35 + 2ºC, até atingirem o teor de água inicial e foram submetidas aos testes para avaliação da germinação e do vigor descritos posteriormente. 
2.3. Osmocondicionamento: Amostras de 1,000 g de sementes foram imersas em 10 mL de solução de polietilenoglicol 6000 na concentração de 273,237 g. L-1, correspondente ao potencial osmótico de –1,0 MPa na relação 1:10 (volume semente: volume de solução), em recipientes de polietileno com  altura de 7,4 cm e diâmetro de 3,6 cm. O condicionamento foi realizado à temperatura de 15ºC e os recipientes foram colocados sobre uma mesa de agitação a 250 rpm, para a aeração da solução, por um período de 24 horas. Após este período, as sementes foram lavadas, secas em estufa de circulação de ar a 35 + 2ºC, até atingirem o teor de água inicial e foram submetidas aos testes para avaliação da germinação e do vigor descritos posteriormente.

As amostras de sementes de alface condicionadas fisiologicamente foram imersas em solução de NaClO a 1%, por 1 minuto e em seguida lavadas com água destilada, além destas as sementes testemunhas também passaram por esta imersão.

A qualidade fisiológica das sementes foi avaliada por meio do teste de germinação, da primeira contagem do teste de germinação, do índice de velocidade de emissão de radícula, do índice de velocidade de emergência e do teste de germinação sob estresse térmico a 35ºC.

· Teste de germinação (TG): quatro repetições de 50 sementes foram imersas previamente em solução de NaClO a 1%, por 3 minutos e semeadas sobre três folhas de papel germitest, umedecidas com água destilada na proporção de duas vezes e meia o peso do substrato, no interior de caixas tipo gerbox, envolvidas em sacos de polietileno. As sementes de cenoura permaneceram em câmaras reguladas a 20°C, com luz artificial por 16 horas. As avaliações foram realizadas aos quatro aos sete dias, de acordo com as Regras para Análises de Sementes (BRASIL, 2009).
· Primeira contagem do teste de germinação (PCG): foi registrado o percentual de plântulas normais após quatro dias da implantação do teste de germinação (BRASIL, 2009). 
· Índice de velocidade de emissão de radícula (IVER) e índice de velocidade de germinação (IVG): os dois testes foram conduzidos conjuntamente, utilizando a metodologia do teste de germinação, registrando diariamente o número de sementes que inicialmente emitiram a radícula e posteriormente o número de plântulas normais até sete dias. O índice de velocidade de emissão de radícula e de germinação foi calculado de acordo com Maguire (1962). 
· Teste de germinação a 35ºC (G35ºC): a germinação a 35ºC foi avaliada de acordo com o teste de germinação, exceto pela temperatura da câmara que foi mantida a 35ºC. As plântulas normais foram registradas aos sete e aos quatorze dias de acordo com as recomendações das Regras para Análise de Sementes para a espécie (BRASIL, 2009; Pereira et al., 2007). 
· Condutividade elétrica: Quatro repetições de 50 sementes para cada tratamento foram pesadas e imersas em 50 mL de água destilada e mantidas por 6 horas em câmara de germinação à temperatura de 20ºC (Franzin et al.,  2004). A avaliação foi realizada com o auxílio de um condutivímetro DIGIMED modelo DM-31. Os resultados foram expressos em µS cm-1 g-1 de sementes (Vieira & Krzyzanowski, 1999). 
· Teste de pH: Os valores de pH foram determinados nas mesmas condições da avaliação da condutividade elétrica com o auxílio de medidor de pH digital MS TECNOPON modelo mPA-210.

O delineamento experimental para os testes de avaliação da qualidade fisiológica relacionaram os três tratamentos de condicionamento fisiológico mais a testemunha, com o tratamento de imersão ou não em solução de hipoclorito de sódio foi inteiramente casualizado, em quatro repetições. Os resultados foram submetidos à análise de variância em um arranjo fatorial 4 x 2, onde as médias foram comparadas entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade, sendo utilizado o programa estatístico SAEG – Sistema para Análises Estatísticas. Os dados do teste de germinação a 35ºC e de condutividade elétrica foram previamente transformados em arcsen√(x+0,5), e os valores originais foram empregados nas tabelas. 

RESULTADOS E DISCUSSÃO

A marcha de absorção do método do hidrocondicionamento em papel mostrou rápida absorção de água pela semente nas primeiras 12 horas de embebição, identificada como fase I, com uma taxa de embebição de 3,28% teor de água h-1, já a fase II teve uma taxa de embebição das sementes de 0,21% teor de água h-1. A protrusão da raiz primária ocorreu com 36 horas de embebição, quando as sementes atingiram um valor médio de teor de água de 50,6%, dando início a fase III de embebição de água pelas sementes de alface da cultivar Regina, tornando-se parâmetro para os outros métodos (Figura 1).
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Figura 1. Variação da porcentagem do teor de água de sementes de alface cv. Regina, submetidas ao método de hidrocondicionamento em papel em função do tempo (horas).

Foi observado em sementes de pepino, cv. Safira que a protrusão da raiz primária ocorreu após o teor de água médio de 33,3%, após um período médio de 15 horas e as do cv. Jóia apresentaram protrusão da raiz primária após o teor de água médio de 36,4%, após um período médio de 21,5 horas (Lima & Marcos Filho, 2009).

A absorção rápida de água se deve provavelmente ao completo contato das sementes com a água e a maior diferença de potencial hídrico entre as sementes e o meio, principalmente nos estágios iniciais de embebição.

Já a fase I do hidrocondicionamento por imersão em água destilada foi mais rápida que nos outros métodos, como esperado e ocorreu nas primeiras duas horas de embebição com uma taxa de 13,80% de teor de água h-1, onde as sementes atingiram 33,8% de teor de água. Este teor de água foi utilizado como referência para a definição do período de condicionamento, pois em testes preliminares alcançou maior porcentagem de germinação. A partir deste teor de água foi observado um aumento de plântulas anormais, provavelmente devido aos danos causados pela rápida embebição, diminuindo a germinação.  A fase II teve uma menor taxa de embebição com valor médio de 2,35% teor de água h-1 e alcançou 43,2% de teor de água ao final de 6 horas de embebição (Figura 2).
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Figura 2. Variação da porcentagem do teor de água de sementes de alface cv. Regina, submetidas ao método de hidrocondicionamento por imersão em água destilada em função do tempo (horas).

No osmocondicionamento, os teores de água das sementes se mostraram muito próximos a partir das 24 até 168 horas (7 dias) de embebição, variando de 37,7 a 42,8%, sem a protrusão da raiz primária (Figura 3).
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Figura 3. Variação da porcentagem do teor de água de sementes de alface cv. Regina, submetidas ao método de osmocondicionamento em função do tempo (horas).

Bittencourt et al. (2004) observaram que após as 48 horas de embebição de sementes de aspargo em solução de PEG -1,0 e -1,2 MPa iniciou a fase II e somente após 504 horas (21 dias) de embebição iniciou a protrusão da raiz primária.

No osmocondicionamento a fase I ocorreu nas primeiras 24 horas de embebição com uma taxa de 1,31% teor de água h-1. A fase II apresentou uma taxa de embebição de 0,04% de teor de água h-1 (Figura 3).

A absorção muito rápida de água pelas sementes favorece a ocorrência de injúrias às sementes (Marcos Filho, 2005). Em sementes de alface, cv. Regina, a taxa de embebição foi mais lenta nas fases I e II no osmocondicionamento (Figura 3) e mais rápida no hidrocondicionamento por imersão em água destilada (Figura 2).

O método do osmocondicionamento favoreceu a germinação de sementes de alface, em relação aquelas não condicionadas, e o uso de NaClO após o condicionamento favoreceu a germinação de sementes, exceto quando elas foram hidrocondicionadas em papel (Tabela 1).

Tabela 1. Porcentagem de germinação na primeira contagem do teste de germinação aos 4 dias (PCG) e germinação final aos 7 dias (G), de sementes de alface, cv. Regina, imersas ou não em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) e submetidas a diferentes métodos de condicionamento fisiológico.

	Método
	PCG
	TG

	
	Sem NaClO
	Com NaClO
	Sem NaClO
	Com NaClO

	
	(%)

	Testemunha
	1 bB
	29 bA
	33 bB
	64 aA

	Hidrocondicionamento em papel
	8 bA
	0 cA
	42 bA
	0 bB

	Hidrocondicionamento em água destilada
	12 bB
	41 abA
	35 bB
	57 aA

	Osmocondicionamento
	49 aA
	50 aA
	66 aA
	64 aA


Letras minúsculas discriminam médias nas colunas e letras maiúsculas nas linhas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Em determinação de germinação de sementes de alface cv. Maioba aos 7 dias, as sementes tratadas com hipoclorito de sódio obtiveram mesmos percentuais de germinação, como aconteceu com sementes osmocondicionadas, já as sementes cv. Moreninha-de-Uberlândia tratadas com hipoclorito de sódio não germinaram (Carnelossi, et al., 1995), acontecendo o mesmo com as sementes hidrocondicionadas em papel neste trabalho (Tabela 1).

O vigor representado pela primeira contagem do teste de germinação foi superior nas sementes osmocondicionadas e a utilização do NaClO aumentou a germinação, exceto nas sementes hidrocondicionadas em papel (Tabela 1).

Após condicionar fisiologicamente sementes de alface nos métodos avaliados, pode-se verificar que tanto no teste de germinação quanto na primeira contagem do teste de germinação que o osmocondicionamento apresentou melhores resultados e que o uso de solução de NaClO aumentou a porcentagem de germinação, com exceção do hidrocondicionamento em papel (Tabela 1). 

O IVER (Tabela 2) de sementes osmocondicionadas sem imersão em solução de NaClO e de sementes hidrocondicionadas em papel com a imersão em solução de NaClO foi baixo, sendo no primeiro caso pela emissão tardia de raiz primária e no segundo pela baixa emissão total.

Tabela 2: Índice de Velocidade de Emissão de Radículas (IVER) e Índice de Velocidade de Germinação (IVG) de sementes de alface, cv. Regina, imersas ou não em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) e submetidas a diferentes métodos de condicionamento fisiológico.

	Método
	IVER
	IVG

	
	Sem NaClO
	Com NaClO
	Sem NaClO
	Com NaClO

	Testemunha
	17,45 bA
	17,81 bA
	3,82 bA
	2,42 bcA

	Hidrocondicionamento em papel
	28,89 aA
	6,37 cB
	8,48 aA
	0,70 cB

	Hidrocondicionamento em água destilada
	36,27 aA
	23,65 bB
	11,21 aA
	5,02 bB

	Osmocondicionamento
	6,52 cB
	36,93 aA
	1,20 bB
	10,01 aA


Letras minúsculas discriminam médias nas colunas e letras maiúsculas nas linhas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os melhores resultados para IVG foram em sementes hidrocondicionamento em papel e hidrocondicionamento por imersão em água destilada sem a imersão em solução de NaClO e em sementes osmocondicionadas com a em solução de NaClO (Tabela 2).

O índice de velocidade de emissão de radícula e o de germinação refletem o vigor das sementes. Sendo assim, os resultados da tabela 2 indicam que o osmocondicionamento diminuiu o vigor das sementes em relação aos outros métodos de condicionamento. A imersão das sementes em solução de NaClO favoreceu somente os resultados das sementes osmocondicionadas.

No teste de germinação a 35ºC (Tabela 3) com sementes que não foram imersas em solução de NaClO, as hidrocondicionadas em papel e em água destilada mostraram maiores percentuais de germinação, já as sementes imersas em solução de NaClO, todos os métodos de condicionamentos foram superiores as não condicionadas. 

Tabela 3: Porcentagem de germinação de dois lotes de sementes de alface, cv. Regina a 35ºC (G35ºC), imersas ou não em solução de hipoclorito de sódio (NaClO) e submetidas a diferentes métodos de condicionamento fisiológico.

	Condicionamento
	Sem NaClO
	Com NaClO

	
	(%)

	Testemunha
	0 bA
	0 bA

	Hidrocondicionamento

em papel
	7 abA
	15 aA

	Hidrocondicionamento

em água destilada
	13 aA
	18 aA

	Osmocondicionamento
	0 bB
	11 abA


Letras minúsculas discriminam médias nas colunas e letras maiúsculas nas linhas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

As sementes de alface podem ser induzidas a dormência secundária (termodormência) quando submetidas a altas temperaturas (Nascimento & Cantliffe, 2002) e os resultados da tabela 3 mostram que o condicionamento pode auxiliar na superação desta dormência, aumentando a germinação. O uso de NaClO aumentou os percentuais de germinação de sementes condicionadas.

Schwember & Bradford (2010) obtiveram valores de germinação a 20ºC de 96% e 100% para sementes de alface hidrocondicionadas em água destilada por 6 horas e osmocondicionadas por 24 horas respectivamente, já em teste de germinação a 35ºC sementes hidrocondicionadas não germinaram e as osmocondicionadas tiveram 40% de germinação.

Sementes osmocondicionadas em solução de PEG -1,2 MPa mantiveram o mesmo percentual de germinação a 20 e a 30ºC, enquanto que as testemunhas tiveram resultados de 100% de germinação a 20ºC e de 4% a 35ºC (Nascimento, 2003). 

O teste de condutividade elétrica pode ser útil na avaliação de sementes condicionadas. Os resultados obtidos revelam que valores entre 7,625 e 10,245 µS cm-1 g-1 indicam o aumento de vigor das sementes, principalmente nas sementes osmocondicionadas em relação a testemunha. Este valor poderá servir de referência para sementes de alface. Os valores do teste de pH não identificaram em geral, os melhores tratamentos (Tabela 4).

Tabela 4: Resultados para condutividade elétrica (µS cm-1 g-1) e testes de pH da solução de imersão de sementes de alface, cv. Regina submetidas a diferentes métodos de condicionamento fisiológico.

	Condicionamento
	C.E. (µS cm-1 g-1)
	pH

	Testemunha
	19,740 a
	5,13 a

	Hidrocondicionamento

em papel
	10,245 b
	5,23 a

	Hidrocondicionamento

em água destilada
	7,775 b
	4,93 b

	Osmocondicionamento
	7,625 b
	5,18 a


Letras discriminam médias nas colunas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Sementes de cebola condicionadas fisiologicamente obtiveram menores valores de condutividade elétrica do que as testemunhas (Kepczynska et al., 2003).

CONCLUSÕES

A protrusão da raiz primária ocorre quando as sementes de alface, cv. Regina atingem um teor de água médio de 50,6%.

A taxa de embebição das sementes nas marchas de absorção de água é mais lenta no osmocondicionamento.

O osmocondicionamento é o melhor método efetivo do de condicionamento fisiológico para sementes de alface, cv. Regina no teste de germinação e na primeira contagem do teste de germinação.
O uso de hipoclorito de sódio após o condicionamento em sementes de alface, cv. Regina favorece a germinação, exceto quando elas são hidrocondicionadas em papel;

Em condições de temperatura a 35ºC, a germinação de sementes de alface, cv. Regina, condicionadas fisiologicamente aumenta e quando elas são imersas em solução de hipoclorito de sódio aumenta o percentual de germinação, ajudando a superar a termodormência.
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