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RESUMO

Os acidos organicos acumulados, devido a
decomposicdo da matéria organica no solo sob
irrigagdo, afetam o desenvolvimento de plantulas em
lavouras de arroz. Por isso, a qualidade fisioldgica
das sementes de arroz, submetidas a acdo de acidos
organicos, deve ser estudada. Sementes de arroz das
cultivares BR IRGA-410 e Epagri 111 foram
submetidas a tratamentos com acido acético nas
concentragoes zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 ml.L"
para avaliar o teor de amido e a atividade da a-
amilase na germinagdo, e a condutividade elétrica.
Todos o0s testes seguiram o delineamento
inteiramente casualizado com quatro repeti¢cdes e em
todos eles o teste F mostrou significancia.Verificou-
se que a primeira contagem da germinagdo (PCG) e
a germinacdo (G) foram reduzidas com o aumento
nas concentracoes de acido acético em ambas
cultivares. O teste da condutividade elétrica (CE)
demonstrou que a cultivar Epagri 111 liberou maior
quantidade de exsudatos que a BR IRGA-410. A
solubilizagdo do amido (Am) decresceu com o
incremento da concentragdo do acido acético na
cultivar Epagri 111 e aumentou na BR IRGA-410,
para decrescer apds concentragdo de 4,0 mL.L'. A
atividade total da a-amilase foi aumentada com o
incremento da concentragao do acido acético, na
cultivar BR IRGA-410 e diminuiu na Epagri 111.
De forma geral, o d4cido acético afetou
negativamente ambas as cultivares.

PALAVRAS-CHAVE: Oryza sativa L., BR IRGA-
410, Epagri 111, germinagdo das sementes,
condutividade elétrica.

SUMMARY

The organic acids accumulated due to the
decomposition of organic material in soils under
irrigation affect rice seedling development. For
this reason, the influence of organic acids action
on rice seed physiological quality must be studied.
Rice seeds of cultivars BR IRGA-410 and Epagri
111 were submitted to different acetic acid
concentrations (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0; and 16,0
ml.L") in order to evaluate the starch content and
a-amylase activity in the germination and the
electrical conductivity. All tests followed the
completely randomized experimental design with
four replications. The F test was significant for all
the evaluated variables. The first germination
counting (PCG) and germination (G) tests were
reduced in both cultivars with the increase in
acetic acid concentration. The electrical
conductivity test (CE) showed that cultivar Epagri
111 released higher quantity of exsudate than BR
IRGA-410. The starch solubilization (Am)
decreased with the enhancement of acetic acid
concentration for Epagri 111 and increased until
the concentration of 4,0 ml.L-' for BR IRGA-410,
decreasing afterwards. The a-amylase activity
increased with the elevation of acetic acid
concentration for BR IRGA-410 and decreased for
Epagri 111. The acetic acid usually affected
negatively both cultivars.

KEY WORDS: Oryza sativa L., BR IRGA-410,
Epagri 111, seed germination, electrical
conductivity.
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INTRODUCAO

Residuos de plantas de varias fontes
constituem importantes componentes no solo. Esses
materiais, na forma de tecidos vegetais em
decomposicdo pela agdo de agentes bidticos e
abioticos, sofrem transformacdes e sinteses,
produzindo vérios componentes quimicos, que, sem
duvida, tém importantes efeitos em todas as fases do
desenvolvimento das plantas.

O plantio direto e o cultivo minimo sdo
técnicas conservacionistas que visam manter no solo
residuos vegetais do plantio anterior. Esses residuos
aumentam o teor de matéria orgdnica, permitindo
maior fertilidade.

O cultivo de arroz irrigado tem sido alvo da
utilizacdo dessas técnicas conservacionistas, pois
permanecem, no solo, a resteva do plantio anterior e
os residuos da pastagem, que ¢ implantada apos
colheita, para engorda de gado.

Com a irrigacdo, a degradacdo da matéria
organica nesses solos se faz de forma anaerdbica,
liberando compostos que afetam, irreversivelmente,
a populagdo final de plantas na cultura do arroz
(GOMES et al.,, 2002; SOUSA e BORTOLON,
2002). Entre os compostos estdo os acidos
organicos, especialmente, os alifaticos de cadeia
curta, como o acético, o féormico, o propidnico, o
butirico e o valérico (CAMARGO et al., 1993).

Segundo Lynch (1978) e Gomes et al. (2002),
o acido acético pode alcangar 5 mM em pH 6,5
dependendo da quantidade e qualidade do residuo
organico incorporado, podendo se tornar fitotoxico,
alterando os processos de germinagdo e
desenvolvimento das plantulas.

Durante o processo de germinagdo das
sementes, apds embebicdo, sdo mobilizadas as
reservas endospermaticas com a finalidade de
desenvolvimento do eixo embrionario. Dentre essas
reservas estd o amido, que ¢ metabolizado pela
enzima a-amilase. Essa enzima hidrolisa as ligacdes
alfa-1,4 da molécula de amido produzindo varios
oligossacarideos, e¢ sua atividade ¢ méxima com
cerca de dez dias apods inicio da germinagdo
(BEWLEY e BLACK, 1994).

Os testes de qualidade fisiologica, como
germinacdo, ondutividade elétrica e analises bioquimi-

cas, como solubilizacdo, degradacdo do amido e
atividade das enzimas hidrolases, podem fornecer
parametros do vigor e viabilidade das sementes
diante de agentes externos, como os dacidos
organicos. Na aplicacdo desses testes as sementes,
¢ possivel se entender que efeitos os acidos podem
causar na formacao do estande da cultura do arroz.
O objetivo do presente trabalho foi analisar a
acdo do 4cido acético sobre a germinacdo, a
solubilizagdo de amido e a atividade da enzima a-
amilase nas cultivares BR IRGA-410 e Epagri 111
que ocupam, respectivamente, 9,6% e 4,0% da
area total de cerca de 1,0 milhdo de hectares,
semeada com esse cereal, no Rio Grande do Sul.

MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no
Laboratorio de Genética Vegetal do Departamento
de Biologia da Universidade Federal de Santa
Maria, no periodo de setembro a janeiro de 2004.
Sementes de arroz das cultivares BR IRGA-410 e
Epagri 111, da safra 2003/2004, procedentes do
Distrito de Arroio Grande, municipio de Santa
Maria (RS), foram imersas em solugdes de acido
acético (p.a.) nas concentragdes zero; 1,0; 2,0; 4,0;
8,0 € 16,0 ml.L!' durante 90 minutos, ¢ submetidas
aos seguintes testes: teste padrdo de germinagdo,
condutividade elétrica, determina¢ao dos teores de
amido soluvel e atividade da enzima a-amilase.

Teste Padrao de germinagao (TG) - foi
conduzido com 200 sementes, com quatro
repeticoes de 50 sementes por tratamento,
utilizando como substrato rolos de papel
germitest previamente umedecidos com agua
destilada na quantidade de 2,5 vezes o seu peso
inicial. Os rolos foram mantidos em germinador
com temperatura constante de 25°C e as
contagens foram realizadas no quinto e décimo
quarto dia ap6s semeadura (BRASIL, 1992). A
primeira contagem da germinaciao (PCG) foi
realizada em conjunto com o teste de germinagao
no quinto dia apds semeadura, onde foram
contadas apenas as plantulas normais. O teste da
condutividade elétrica (CE) foi realizado com
quatro repeticdes de 50 sementes por tratamento,
sendo as sementes aparentemente isentas de danos
mecanicos, as quais foram pesadas e imersas em
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agua deionizada a 25°C, no volume de 80 mL,
segundo metodologia descrita por Vieira e Carvalho
(1994). As leituras foram feitas em trés e vinte e
quatro horas apo6s inicio do teste, no condutivimetro
Digimed CD21, e os resultados foram expressos em
uS cm gl

Atividade da a-amilase e determinaciao do
teor de amido:

a) para a determinacdo da atividade enzimatica
as extragoes foram feitas nos tempos zero (semente);
aos cinco dias e aos 14 dias apés semeadura. Para
tanto foram utilizados 0,5 g de sementes (tempo
zero) € o mesmo peso das plantulas (aos cinco e 14
dias). As sementes ap0s serem tratadas com o 4cido
acético foram maceradas em graal com 20 mL de
tampao acetato de potassio com pH 7,0, e a mistura
centrifugada a 3.000 rpm por 15 minutos. O
sobrenadante foi retirado e colocado em tubos de
ensaio mantidos em refrigeragdo a 4°C para
realizacdo das analises. Para a determinacdo da
atividade da a-amilase o extrato obtido foi colocado
em banho-maria a 70°C por 20 minutos. Apds foram
retirados quatro aliquotas de 0,1 mL e colocados em
tubos de ensaio juntamente com 1 mL de tampdo
acetato de potassio, 1,0 mL de solu¢do de amido e
incubado por cinco minutos a 30°C. Passado esse
tempo foi adicionado 1 mL de solug¢do de lugol e 9
mL de 4gua destilada. As leituras foram realizadas
em espectrofotometro E - 225D a 620 nm (AOSA,
1983). Os dados das leituras foram transformados
pela seguinte formula: A. T. = [(substrato a 620 nm -
leitura 620 nm)/5'x)].(20/ aliquota. 0,5g), onde x = 1
Lg de amido. Os valores foram expressos em g de
amido hidrolizado min'g de semente! (CHING,
1973).

b) para a determinacdo da solubilizacdo do
amido foram coletados 0,ImL de extrato de cada
tratamento e adicionados 0,9 mL de agua destilada e
3,0 mL de antrona. Os tubos permaneceram em
banho-maria a 100°C pelo tempo de 3 minutos. As
leituras foram realizadas no espectrofotometro a 620
nm e transformadas pela seguinte formula: A. S. = [(
pg. 72. 0,9)/1000].[20/(1 g.0,2)] e os resultados
expressos em g de amido g de sementes’
(BRADFORD, 1976).

O delineamento experimental utilizado foi o in-

teiramente casualizado com quatro repeticdes por
tratamento. Os dados percentuais foram
transformados em arc sen (x/100)"?> e as médias
foram submetidas a andlise de regressio no
programa estatistico Statigraf 6.0.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A primeira contagem da germina¢do (PCG)
e a germinacdo (G) das cultivares BR IRGA- 410
e Epagri 111 (Figuras 1 e 2) reduziram-se com o
aumento da concentragdo do acido acético,
segundo o modelo de regressdo linear. Percebe-se
que, em ambos os testes, a cultivar Epagri 111
manteve-se com valores inferiores a BR-IRGA
410.

A PCG e a G de sementes de arroz
submetidas a acdo de acidos organicos, tém sido
pouco descrita. As referéncias que citam esses
testes, utilizam-se de solugao aquosas obtidas da
incubagdo anaerébica de palhada, como o caso de
Kimber (1967). Esse autor verificou a reducao da
germinagdo de sementes de trigo, da cultivar
Gabo, e de sementes de aveia, quando tratadas
com solugdo aquosa de palha de trigo das
cultivares Gabo e  Kondut.  Resultados
semelhantes, foram obtidos por Patrick (1971),
quando utilizou sementes de Lactuca sativa L.
colocadas sobre papel germitest umedecido com
solu¢do aquosa, derivada da decomposicdo da
palha de centeio em condi¢gdes anaerdbicas. O
autor verificou que a solu¢do extraida no tempo de
trés horas continha 4cido acético em maior
quantidade e foi a que mais reduziu a germinacao.
Dados semelhantes foram descritos por Rao e
Mikkelsen (1977) e por Camargo et al. (2001) em
cultivares de arroz.

Sementes de arroz da cultivar EMBRAPA 7
TAIM, tiveram redugdo da PCG e da G com o
aumento das concentragoes de acido salicilico
(SILVEIRA et al., 2000). Efeitos similares foram
encontrados por Moraes ¢ Menezes (2003) ao
analisarem o desempenho de sementes de soja, sob
diferentes condicdes de potencial osmotico, tendo
encontrado maior redugdo da germinagcdo no
potencial de -0,8 MPa.

A reducdo da germinagdo tem sido verificada
também quando sementes sdo tratadas com solucdo
aquosa que possui potencial alelopatico. Extratos
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Figura 1- Efeito das concentragdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 ml.L."") do acido acético sobre primeira

contagem da germinacdo (PCG) nas sementes de arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.
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Figura 2 - Efeito das concentracdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 ml.L") do acido acético sobre a
germinacao (G) das sementes de arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.

aquosos de Vicia faba L. aplicados sobre sementes eletrélitos na 4gua de incubagdo com o aumento da
de alface, reduziram a germinagéo nos periodos de dose de acido acético.
48 e 96 horas apos semeadura (MEDEIROS e Sementes de arroz da cultivar Epagri 111,
LUCHESI, 1993). Resultados semelhantes foram oriundas da regido de Pelotas, da safra 2000/2001,
encontrados por Rimando et al. (2001) em alface e submetidas a agdo de 4cido acético, nas mesmas
milho, usando extratos de folhas de plantulas de concentragdes aqui estudadas, mostraram aumento
arroz. na leitura da CE, tanto as 3 horas com as 24 horas,
A condutividade elétrica (CE), medida apos 3 com o aumento da concentragdo do acido (NEVES
horas (Figura 3) e 24 horas (Figura 4) do inicio do etal., 2005 a).
teste, aumentou significativamente, em ambas Aragdo et al., (2002), analisando o comportamento

cultivares analisadas. Isto demonstra aumento de de  sementes de feijio em relagio a ciclos de
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Figura3  Efeito das concentracdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 ml.L!) do acido acético sobre a condutividade
elétrica (CE), as 3 horas apos inicio do teste, das sementes de arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.
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Figura 4 - Efeito das concentragdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 ml.L") do acido acético sobre a condutividade

elétrica (CE), as 3 horas ap0s inicio do teste, das sementes de arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.

hidratacdo-secagem, verificaram que a lixiviagao de
ions Mg, Ca™ e K" aumenta ao longo do tempo,
sendo que no terceiro ciclo os autores perceberam o
inicio de degradacdo de membranas das sementes,
pois a lixiviagdo aumentou significativamente.
Bertagnolli et al. (2004) também verificaram que a
CE aumentou significativamente em ambos periodos
(3 e 24 horas) ao estudarem a acgdo de trés
concentragdes de NaCl em sementes de soja.

A integridade das membranas celulares ¢
variavel em funcdo do grau de alteragdes bioquimicas

deteriorativas e/ou danos fisicos, podendo ser
considerada a causa fundamental de alteragdes ao
nivel de vigor das sementes (VIEIRA e
KRYZANOWSKI, 1999).

O processo de germinacdo de sementes leva
a desencadeamentos enzimaticos capazes de
desdobrarem reservas nutritivas com a finalidade
de nutrigdo do eixo embrionario. Dentre as
reservas estd o amido e entre as enzimas
hidroliticas a a-amilase (BUCKERIDGE et al.,
2004).

A Figura 5 demonstra a solubilidade do amido
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nas sementes das cultivares BR IRGA-410 e Epagri
111.

Para a cultivar BR IRGA-410, a solubilidade
do amido aumentou com a elevagdo nas
concentragdes de 4cido acético (Figura 5). A
solubilidade do amido, na cultivar Epagri 111,
reduziu com a elevacao nas concentragdes zero; 1,0
e 2,0 ml.L" de acido acético (Figura 5).

As atividades da g-amilase, na semente (zero
dia) e em plantulas (5 e 14 dias apds semeadura)
(Figuras 6, 7 e 8), sob efeito do acido acético, no
processo de degradacdo do amido, foi maior no
cultivar Epagri 111 do que no BR IRGA-410. Essa
menor a¢ao deve-se ao teor diferencial de amido nas
duas cultivares.

60 -

-1

Na cultivar BR IRGA-410, somente na
semente (zero dia) e em plantulas com 5 dias apds
semeadura, a atividade da g-amilase aumentou
com o incremento na dose de acido acético Figuras
6¢7).

Na cultivar Epagri 111, na semente e em
plantulas com 5 e 14 dias apos semeadura, a
atividade enzimatica decresceu com aumento da
dose do acido acético (Figuras 5,6 € 7).

A agdo de acidos organicos sobre a atividade
enzimatica tem sido descrita por Neves et al.
(2005 b). Estes autores relatam que a agdo da a-
amilase ndo apresentou diferenca significativa em
trés doses (zero, 1,0 e 2,0 ml.L") do acido acético,
sobre o cultivar Epagri 111, da regido de Pelotas
(RS), da safra 2000/2001.

Epagri 111=-3,5886x + 53,693
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o BRIRGA 410 = Epagrilll
Figura 5 - Efeito das concentragdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 ml.L") do acido acético sobre a
solubilidade do amido nas sementes de arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.
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"] _ s s
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Figura 6 - Efeito das concentracdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 e 16,0 ml.L") do acido acético sobre a

atividade total da a-amilase ao zero dia (sementes), nas sementes de arroz, cv BR IRGA-410

e Epagri 111.
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Figura 7- Efeito das concentracdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 ml.L") do 4cido acético sobre a
atividade total da a-amilase aos cinco dias (plantulas), nas sementes de arroz, cv BR
IRGA-410 e Epagri 111.
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Figura 8-

Efeito das concentracdes (zero; 1,0; 2,0; 4,0; 8,0 ¢ 16,0 ml L) do acido acético
sobre a atividade total da a-amilase aos quatorze dias (plantulas), nas sementes de
arroz, cv BR IRGA-410 e Epagri 111.

Esses resultados sdo semelhantes aos aqui
encontrados, apesar de que Neves e Moraes (2003)
encontraram diferengas significativas, no periodo de
semente, quando trataram sementes de arroz da
cultivar BR IRGA-409 com diferentes doses de
acido acético. Nos demais periodos, os resultados
encontrados pelos autores foram semelhantes aos
aqui descritos. Nesse caso, a diferenca encontrada se
deve ao genoétipo das sementes.

Em ambas as cultivares, a atividade da enzima
decresceu com o avango do processo da germina-

¢do0, a nao ser nas doses zero, 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 8,0
ml.L' em que houve pequeno aumento da
atividade média da enzima a-amilase (Figuras 6,7
e 8). A a-amilase possui atividade alta no inicio do
processo de germinagao e, com o passar do tempo,
reduz-se. Esse comportamento deve-se a reducao
no teor de amido a medida que a germinagdo
avanga (MAYER e POLJAKOFF-MAYBER,
1975; BEWLEY e BLACK, 1994).

A atividade da g-amilase ¢ a solubilizagdo do
amido sfo estudadas em experimento com estresse
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salino. Bertagnolli et al. (2004) relatam que ndo
houve diferenca significativa quando trataram
sementes de soja com trés doses de NaCl, e que esse
sal comportou-se como ativador moderado para essa
enzima. Todavia, Campos e Assuncao (1990)
verificaram inibicao visivel na sintese e/ou atividade
da a-amilase em sementes de arroz submetidas a
estresse salino.

Resultados encontrados por Bialecka e
Kepczynski (2003), quando estudaram a atividade
da  g-amilase na germinacdo de sementes de
Amaranthus caudatus tratadas com metil-jasmonato,
tendo giberelina adicionada exogenamente, apdiam
os resultados aqui encontrados.

CONCLUSOES

Os resultados mostram que de forma geral, o
acido acético prejudica a qualidade fisiologica das
sementes de arroz, cultivares BR IRGA-410 e
Epagri 111.

O incremento da concentracdo de acido
acético prejudica a primeira contagem da
germinagao € a germinagao de ambas cultivares

Os exsudatos aumentaram na 4gua de
incubagdo, em ambas cultivares, com o aumento a
concentragdo de 4acido acético, medido pela
condutividade elétrica.

A solubilizacdo do amido ¢é crescente na
cultivar BR IRGA-410 e decrescente na Epagri 111,
com o aumento na concentracao de acido acético.

A atividade total da a-amilase, para cultivar
BR IRGA-410, aumentou com a elevacdo na
concentragdo de acido acético somente até os 5 dias
apds germinacdo. Na cultivar Epagri 111, a
atividade de enzima decresceu com o aumento da
concentragdo do acido nos periodos de semente, e 5
e 14 dias ap0s a germinagao.
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