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Salt stress and Azospirillum brasilense on seed germination and initial seedling development of

‘Swingle’ citrumelo !

Estresse salino e Azospirillum brasilense na germinacio de sementes e no desenvolvimento

inicial de plantulas de citrumeleiro ‘Swingle’

Highlights

v' Citrumeleiro ‘Swingle’ ndo é tolerante ao estresse salino durante o processo germinativo das sementes
v" O estresse salino atrasa e reduz a germinagdo de sementes de citrumeleiro ‘Swingle’

v’ Azospirillum brasilense ndo mitigou os efeitos negativos da salinidade na germinagdo de sementes de

citrumeleiro ‘Swingle’

Abstract

The occurrence of salinity in soil and substrates is a factor that interferes with plant development, with the
stages of germination, early growth, and establishment being the most vulnerable to the negative effects of salt
stress. In this context, understanding species’ tolerance levels to salinity and adopting strategies to reduce its
negative impacts, such as the application of the rhizobacterium Azospirillum brasilense, constitutes an
alternative to promote more efficient plant development in saline environments. The objective of this study
was to evaluate seed germination and seedling development of the rootstock ‘Swingle’ citrumelo [Citrus
paradisi Macfad. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.], an important rootstock used in Brazilian
citriculture, under different saline concentrations of sodium chloride (NaCl), using A. brasilense as a possible
attenuator of salt stress. Treatments were arranged in a 5 x 2 factorial scheme, consisting of four NaCl
concentrations: 30, 60, 90, and 120 mM (corresponding to 3.32, 5.70, 7.80, and 9.7 dS m™, respectively) plus
a control treatment (distilled water only), combined with the absence or presence (pre-sowing seed immersion)
of A. brasilense. Four replications were used, with 25 seeds per plot. In treatments with the presence of 4.
brasilense, strains AbV5 and AbV6 were applied by immersing seeds in 500 mL of the commercial product,
which guarantees a minimum concentration of 2 x 10® CFU/mL of the rhizobacterium, for 5 minutes. The
following parameters were evaluated: germination speed index (GSI), mean germination time (MGT),
percentage of germination, percentage of abnormal seedlings, percentage of seeds expressing polyembry ony,
percentage of viable ungerminated seeds, and percentage of dead seeds. In addition, primary root length and
shoot length were measured, as well as root, shoot, and total dry mass. It was concluded that the ‘Swingle’
citrumelo is not tolerant to salinity induced by NaCl, and that seed treatment with the rhizobacterium
Azospirillum brasilense (strains AbV5 and AbV6), via 5-minute immersion, was not effective in mitigating the
negative effects of NaCl-induced salinity during the germination process.

Keywords: citrus, sodium chloride, abiotic stress, rhizobacterium
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Resumo

A ocorréncia de salinidade no solo ¢ em substratos € um fator que interfere no desenvolvimento das plantas,
sendo as etapas de germinagdo, crescimento inicial e estabelecimento as mais vulneraveis aos efeitos negativos
do estresse salino. Diante desse cenario, compreender os niveis de tolerancia das espécies a salinidade e adotar
estratégias para reduzir os impactos negativos, como a aplicagdo da rizobactéria Azospirillum brasilense,
constitui uma alternativa para promover um desenvolvimento mais eficiente das plantas em ambientes
salinizados. O objetivo deste trabalho foi avaliar a germinagdo de sementes ¢ o desenvolvimento de plantulas
do porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’ [Citrus paradisi Macfad. cv. Duncan x Poncirus trifoliata (L.) Raf.],
importante porta-enxerto utilizado na citricultura brasileira, em diferentes concentragdes salinas de cloreto de
sodio (NaCl), utilizando A. brasilense, como possivel atenuante do estresse salino. Os tratamentos foram
arranjados em esquema fatorial 5 x 2, sendo, quatro concentragdes salinas de NaCl: 30, 60, 90 ¢ 120 mM
(correspondendo a 3,32; 5,70; 7,80 ¢ 9,7 dS m™!, respectivamente) adicionado do tratamento controle (somente
agua destilada), combinadas com auséncia ou presenc¢a (imersdo em solucao pré-semeadura) de A. brasilense;
foram quatro repeticdes e 25 sementes por parcela. Nos tratamentos com a presenga de 4. brasilense, aplicou-
se as cepas AbV5 e AbV6 colocando as sementes imersas em 500 mL do produto comercial, o qual garante
uma concentragdo minima de 2 x 10® UFC/mL da rizobactéria, durante 5 minutos. Foram avaliados: o indice
de velocidade de germinagao (IVG), o tempo médio de germinacdo (TMG), a porcentagem de germinagao, de
plantulas anormais, de sementes com expressdao de poliembrionia, de sementes vivas ndo germinadas e de
sementes mortas. Também foram mensurados o comprimento da raiz principal e da parte aérea, bem como a
massa seca de raizes, da parte aérea e total. Concluiu-se que o citrumeleiro ‘Swingle’ ndo ¢ tolerante a
salinidade promovida por NaCl e que o tratamento das sementes com a rizobactéria Azospirillum brasilense,
cepas AbVS5 e AbV6, via imersao por 5 minutos, ndo foi eficiente em atenuar os efeitos negativos da salinidade
promovida por NaCl, durante o processo germinativo.

Palavras-chave: citros, cloreto de so6dio, estresse abiotico, rizobactéria

Introducio

As frutas citricas estdo entre as principais cultivadas ao redor do mundo; seus produtos sdo fonte de
vitaminas, minerais e fibras dietéticas, essenciais para o bem-estar nutricional geral; dentre os tipos de frutos
mais cultivados, as laranjas respondem por mais da metade da producdo mundial de citricos e sdo as mais
comercializadas, seguidas por tangerinas, limdes e toranjas. A produgao e exportacdo mundial de citros cresceu
de forma constante nas tltimas trés décadas (FAO, 2025). O Brasil ¢ o maior produtor mundial de laranjas
doces, comandando uma participagao substancial de mais de 80% nas exportacdes globais de suco de laranja
(USDA, 2023; Silva et al., 2025).

Um dos principais entraves para a expansao da produgdo dos citros em regides aridas e semidridas € o

estresse salino, que limita a produgdo e a qualidade dos frutos, fazendo-se necessario o uso de materiais



genéticos com potencial tolerante, que visem melhorar a qualidade da produgéo citrica nessas regides (Silva
et al., 2023)

A salinidade do solo e da agua esta entre os principais fatores de estresse para as plantas, podendo
limitar severamente o crescimento e produgdo vegetal (Ahmad & Sharma, 2008). A maioria das espécies
vegetais, principalmente culturas agricolas, ndo toleram altas concentra¢des de sais, uma vez que a salinidade
prejudica diversos processos fisiologicos (Ahmad & Sharma, 2008; Katerji et al., 2000). O estresse salino ¢é
responsavel por mudangas no padrao de germinacdo e no crescimento vegetal, capaz de promover alteragdes
em funcdes metabdlicas, fisiolégicas e anatomicas das plantas, influenciando negativamente o
desenvolvimento das espécies (Dutra et al., 2017; Coelho et al., 2017).

Os solos afetados por sais crescem mundialmente a uma taxa de 1 a 2 milhdes de hectares por ano, o
que abrange uma parcela significativa da produgdo agricola tornando essas areas improdutivas (Hopmans et
al., 2021). No Iraque, por exemplo, o cultivo de citricos enfrenta muitos problemas especialmente nas regides
central e sul, devido a salinidade, seca e altos niveis do lengol freatico (Eatshan et al., 2025); no Marrocos, as
frutas citricas sdo amplamente cultivadas em zona secas e areas semissecas com problemas da salinidade
afetando a produtividade (Chetto et al., 2025).

A produgdo de mudas citricas no Estado de Sdo Paulo ¢ regulamentada pela Portaria CDA n° 14/2023
(Portaria..., 2023), que exige a conducdo compulsdria em viveiros telados, visando assegurar a qualidade
fitossanitaria. O sistema de produg@o em ambiente protegido, entretanto, depende do uso de fertirrigacdo para
suprir as necessidades nutricionais das plantas cultivadas em recipientes, uma vez que o volume de substrato
explorado pelo sistema radicular ¢ reduzido. Essa condi¢do leva, com frequéncia, a aplicacdo de doses mais
elevadas de fertilizantes como forma de compensacao (Rezende et al., 1995).

Embora o controle fitossanitario seja eficiente, o cultivo em viveiros telados apresenta riscos
associados a salinizagdo do meio de cultivo. A auséncia de chuvas, caracteristica do ambiente protegido,
impede a lixiviagdo natural dos sais, favorecendo o acimulo de nutrientes aplicados em excesso e de ions
toxicos oriundos tanto de aguas salinas quanto de fertilizantes com indices salinos elevados, sendo essa a causa
mais recorrente do problema em Sio Paulo (Silva et al., 1999). Além disso, a utilizagdo de substratos em
substituicdo ao solo acarreta numa baixa capacidade tampao, que reduz a tolerancia a falhas no manejo da
irrigacdo e da fertirrigagdo (Milner, 2002). Diante desse cenario, 0 monitoramento da condutividade elétrica
(EC) com auxilio de condutivimetros é uma pratica comum nos viveiros. Ainda assim, torna-se fundamental a
busca por alternativas que contribuam para mitigar os efeitos da salinidade na produgdo de mudas.

As variedades comerciais de citros sdo propagadas por enxertia sobre porta-enxertos obtidos por
sementes ou métodos de cultura de tecidos (Eatshan et al., 2025); o uso de porta-enxertos tolerantes ao estresse
salino seria entdo uma boa opcdo para o enfrentamento deste problema. Ha varios porta-enxertos com
caracteristicas variaveis usados na citricultura mundial, dentre esses, o citrumeleiro ‘Swingle’ é o mais
utilizado no Brasil, no entanto, ha poucas informagdes na literatura sobre a sua tolerancia ao estresse salino.
Para verificar essa tolerancia, pode-se estudar a germinacdo das sementes em substratos salinos que € um dos

métodos mais difundidos para a determinacao da tolerancia das plantas ao excesso de sais (Silva et al., 2021).



O citrumeleiro ‘Swingle’ ¢ um hibrido obtido na Florida em 1907 pelo cientista Walter Tennyson
Swingle, que polinizou flores de pomeleiro ‘Duncan’ (Citrus paradisi Mactf.) com pélen de flores de limoeiro-
trifoliata (Poncirus trifoliata L.); o objetivo inicial era transferir a resisténcia a geadas, do limdo para os
pomelos, muito suscetiveis ao frio da Florida (Santos, 2015). A principal caracteristica do hibrido criado
batizado com o nome de seu criador, “Swingle”, é a sua resisténcia a gomose (Phytophthora spp.), ao
nematoide dos citros (Tylenchulus semipenetrans Cobb.) e ao frio, que € igual ou superior a dos porta-enxertos
tradicionalmente utilizados na citricultura. Além disso, apresenta tolerancia superior a uma anomalia vascular
recorrente denominada “declinio dos citros” (Araujo et al., 2007).

Sua introdugdo no estado de Sdo Paulo ocorreu na década de 40, demonstrando induzir boa
produtividade as laranjeiras [C. sinensis (L.) Osb.] ‘Hamlin’, ‘Baianinha’, ‘Valéncia’ e ‘Natal’ (Tedfilo
Sobrinho et al., 1991) e a lima 4acida ‘Tahiti’ (C. latifolia Tan.) (Figueiredo et al., 2001). Em 2016, 50% das
mudas citricas produzidas no estado de Sao Paulo, foram enxertadas em citrumeleiro ‘Swingle’ seguido de
33% do limoeiro ‘Cravo’ (Carvalho et al., 2019).

Os porta-enxertos de citros, citrumeleiro ‘Swingle’ e tangerineira ‘Sunki’ sdo os mais importantes no
cinturdo citrico brasileiro, ao lado do limoeiro ‘Cravo’ (Girardi et al., 2021). O desempenho da laranjeira doce
“Valencia’ enxertada em 16 porta-enxertos de citros foi avaliado ao longo de nove anos e foi observado que o
citrumeleiro ‘Swingle’ induziu maior rendimento de frutas por sete temporadas (Vitoria et al., 2024),
confirmando o seu bom desempenho. Embora amplamente usado, ha poucas informagdes na literatura sobre
a tolerancia deste porta-enxerto ao estresse salino, bem como, de atenuantes dos seus efeitos.

Além do uso de porta-enxertos tolerantes, € importante buscar outras estratégias que possam atenuar
os impactos do estresse salino no desenvolvimento das plantas. Nesse contexto, a utilizacdo de bactérias
promotoras de crescimento vegetal desempenha um papel importante na mitigacdo de estresse salino,
proporcionando beneficios significativos as plantas (Nascimento et al., 2023). Dentre essas bactérias, o género
Azospirillum destaca-se como um dos mais importantes (Hungria et al., 2010). A bactéria Azospirillum
brasilense, além de fixar N, atmosférico, contribui para maior desenvolvimento das plantas por meio de
diversos mecanismos como a sintese de substancias promotoras de crescimento, como auxinas, giberelinas e
citocininas, aumento da atividade da enzima nitrato redutase, inducao das resisténcias das plantas aos estresses
abioticos e bidticos e a solubilizagdo de fosfatos (Fukami et al., 2018).

Baseado no exposto, este estudo teve como objetivo avaliar a germinacdo das sementes € o
desenvolvimento inicial das plantulas de citrumeleiro ‘Swingle’, importante porta-enxerto utilizado na
citricultura brasileira, sob diferentes concentragdes salinas induzidas por cloreto de sédio (NaCl), bem como,

o0 uso da rizobactéria Azospirillum brasilense como potencial agente mitigador dos efeitos do estresse salino.

MATERIAL E METODOS

O trabalho foi instalado, no dia 22 de abril de 2025, e conduzido no Laboratdério de Sementes de Plantas
Horticolas do Departamento de Producdo Vegetal, da Faculdade de Ciéncias Agrarias e Veterinarias

(UNESP/FCAV), Campus de Jaboticabal (SP). As sementes do porta-enxerto citrumeleiro ‘Swingle’ foram
9



obtidas por meio do viveiro de mudas citricas da empresa José Salomao Gibran Agropecuaria S/A, Viradouro-
SP.

O delineamento experimental foi o inteiramente casualizado. O experimento foi realizado em esquema
fatorial 5 x 2 sendo, quatro concentragdes salinas de NaCl: 30, 60, 90 e 120 mM (correspondendo a 3,32; 5,70;
7,80 € 9,7 dS m™!, respectivamente) adicionado do tratamento controle (somente dgua destilada), combinadas
com auséncia ou presenca (imersdao em solucdo) de Azospirillum brasilense; foram quatro repeti¢des e 25
sementes por parcela, cada parcela foi representada por uma caixa de acrilico tipo “gerbox”.

As sementes foram previamente tratadas com solugdo aquosa a base de hidréxido de sodio — NaOH (5
g L), por um periodo de 60 minutos, em seguida, foram lavadas em agua corrente por 60 segundos para
eliminar o residuo de NaOH, com posterior pré-secagem a sombra durante 30 minutos, visando remog¢ao do
tegumento.

Apbs a secagem superficial, foram retiradas duas subamostras com 50 sementes cada para
determinagdo do teor de 4gua inicial, seguindo as recomendac¢des das Regras para Andlises de Sementes
(Brasil, 2025); os resultados foram expressos em porcentagem.

Baseado em Oliveira et al. (2024), as sementes dos tratamentos com a presenga de A. brasilense, cepas
AbV5 e AbV6, foram imersas em 500 mL do produto comercial Azokop®, o qual garante uma concentracdo
minima de 2 x 108 UFC/mL da rizobactéria, durante 5 minutos. As sementes que nao receberam a rizobactéria
foram imersas em agua destilada, também durante 5 minutos, a fim de buscar a mesma umidade das sementes
tratadas; por fim, todas as sementes foram entdo colocadas sobre papel-toalha a fim de retirar o excesso de
umidade.

As sementes foram semeadas em caixas de acrilico (11 x 11 x 3 cm), com tampa, tipo “gerbox”, na
profundidade de 1 cm e levemente recobertas sobre 60g de vermiculita® de granulometria média, umedecida
com agua destilada ou com as respectivas solucdes de cloreto de soédio - NaCl, de acordo com o tratamento,
mantendo 100% da capacidade de retencdo de agua. Apos, as caixas foram colocadas em cémaras de
germinagdo do tipo Biological Oxygen Demand (B.0.D.), a temperatura constante de 30 °C e com fotoperiodo
de 16 horas de luz e 8 horas de escuro (Silva, 2020; Morelli et al., 2021).

Foram feitas avaliagdes didrias, nas quais se registrava apenas o numero de plantulas normais, como
critério de avaliagdo da germinagdo (Brasil, 2025), até a estabilizacdo do processo. Aos 31 dias apods a
semeadura, foi realizada a avaliagdo final (Zucareli et al., 2009; Silva et al., 2011; Morelli et al., 2021), quando
foi quantificado o ntimero total de plantulas normais (Figura 1A), anormais (Figura 1B), ndo germinadas
(Figura 1C), mortas (Figura 1D) e com mais de uma plantula por semente, indicando a expressao da
poliembrionia (Figura 1E), caracterizada em Arruda et al. (2018). Foi anotado também, em até 10 plantulas
por parcela, o comprimento da raiz principal e da parte aérea (cm), com auxilio de régua milimetrada. Além
disso, determinou-se a massa seca das raizes e da parte aérea (g), obtidas apds a secagem em estufa com
circulacdo for¢ada de ar a 70 °C até atingir peso constante, sendo posteriormente pesadas em balanga de
precisao de 0,001 g (SHIMADZU®, modelo AY220).

A partir da coleta dos dados foram calculados: porcentagem de germinacio (%G); Indice de Velocidade

de Germinagdo (IVGQG), calculado de acordo com a formula proposta por Maguire em 1962 e descrita em
i



Ferreira et al. (2021); Tempo Médio de Germinagdo (TMG), calculado pela formula proposta por Labouriau,
em 1983, também descrita em Ferreira et al. (2021); porcentagem de plantulas anormais; porcentagem de
sementes que expressaram a poliembrionia; porcentagem de sementes ndo germinadas, mas ainda vivas;

porcentagem de sementes mortas; e massa seca total obtida pela soma de massa seca de raizes e da parte aérea.

Figura 1. Plantulas normais (A), plantulas anormais (B), sementes nao germinadas (C), ssmentes mortas (D)
e sementes com expressdo de poliembrionia de citrumeleiro ‘Swingle’ semeadas em substrato com
diferentes concentragdes salinas de NaCl, previamente tratadas ou ndo com Azospirillum

brasilense. Jaboticabal-SP, 2025.

Foi realizada anélise estatistica utilizando o Software AgroEstat (Barbosa & Maldonado Junior, 2015);
para presenca ou auséncia de A. brasilense, quando significativas, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade; quando houve significancia entre as concentragdes salinas, foi realizada a analise
de regressdo polinomial a fim de verificar o comportamento das variaveis em fungdo do aumento das

concentracdes salinas.

RESULTADOS E DISCUSSAO

O teor de agua das sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ obtido neste estudo foi de 51%. Silva et al.
(2011) considera o teor de dgua de 35% ideal para manter alta a viabilidade das sementes de citrumeleiro
‘Swingle’ e Gomes Junior (2017) confirmou que a secagem das sementes deste porta-enxerto a 35% realmente
proporciona uniformidade e condi¢des de armazenamento favoraveis, no entanto, Von Pinho et al. (2005)
relataram que as sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ devem ser armazenadas com 44% de agua em camara
frias (10 °C e 50% de Umidade Relativa) em sacos impermeaveis devido ao seu comportamento recalcitrante.

As sementes sdo classificadas em dois grupos distintos quanto ao potencial de armazenamento:
ortodoxas e recalcitrantes. As ortodoxas toleram maior dessecagdo, mantendo sua viabilidade apos a secagem
e permanecendo armazenaveis por longos periodos sob baixas temperaturas, ao passo que as recalcitrantes nao

suportam secagem durante ou apos seu desenvolvimento e maturagdo (Roberts, 1973); existem as sementes
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que ndo se enquadram nessa divisdo, apresentando comportamento intermediario (Carvalho et al., 2006). As
sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ podem ser consideradas como recalcitrantes (Saipari et al., 1998); assim,
o teor de agua das sementes deve ser mantido mais alto para que ndo ocorra perda da viabilidade.

Estudando a germinagdo de sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ de frutos colhidos verdes (inicio da
safra — 180 dias ap6s a antese — DAA), intermediarios (meio da safra — 210 dias apds a antese — DAA) e
maduros (fim da safra — 240 dias apds a antese — DAA) e armazenados (frutos e sementes) em camara fria
(5£2°C e 85+3% de umidade relativa) por 0, 15, 30 e 45 dias, Morelli et al. (2021) verificaram diferencas no
teor de agua e na germinag@o. As maiores porcentagens de germinacao foram obtidas quando os frutos verdes
¢ intermediarios foram armazenados por 45 dias em camara fria, 77,65% e 74,57 % de germinagao,
correspondendo a 50,50% e 48,65% de teor de agua, respectivamente. Frutos recém-colhidos apresentaram
menor porcentagem de germinagao, 32,01% (verde), 44,11% (intermediario) e 49,3% (maduro), com teores de
agua de 61,38%, 58,39% e 41,74%, respectivamente; neste estudo, portanto, ndo ficou clara a relagdo entre o
teor de 4gua e a porcentagem de germinacdo das sementes. Ja no estudo realizado por Zucareli et al. (2009),
verificou-se que as sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ toleraram a dessecagao até 16% de teor de agua, com
porcentagem de germinagdo de 79% (sem tegumento) e 50% (com tegumento). Pelo exposto, verifica-se que
ainda sdo poucas e contraditorias as informagdes sobre o teor de agua ideal e letal para as sementes de
citrumeleiro ‘Swingle’.

A interagdo entre as concentragdes salinas e o tratamento ou nao com Azospirillum brasilense nao foi
significativa para o Indice de Velocidade de Germinagio (IVG) nem para Tempo Médio de Germinagio
(TMG). Para ambas as caracteristicas ndo houve diferencas entre aplicar ou ndo A. brasilense, no entanto,
houve diferengas entre as concentracdes salinas com ajuste de regressdo cubica para IVG (Figura 2A),
mostrando que as sementes germinaram mais rapidamente na auséncia de NaCl e, a partir de 30 mM de NaCl,
a germinacao ja foi mais lenta, e regressdo linear para TMG (Figura 2B), mostrando que na auséncia de NaCl
o tempo médio de germinagdo foi de 12 dias, aumentando gradativamente até 120 mM de NaCl.

O IVG ¢é um indicador do vigor apresentado pelas sementes, que possibilita demonstrar sua habilidade
em germinar em condic¢des adversas (Popinigis, 1977). Assim, conforme pode ser observado neste estudo (Fi-
gura 1), a presenca de sais afetou negativamente o vigor das sementes de citrumeleiro ‘Swingle’.

A interagdo entre as concentragdes salinas e o tratamento ou nao com Azospirillum brasilense nao foi
significativa para porcentagem de germinacdo, a qual se considera as plantulas normais, nem para a
porcentagem de plantulas anormais. Para ambas as caracteristicas ndo houve diferengas entre aplicar ou ndo
A. brasilense, no entanto, houve diferencas entre as concentragdes salinas com ajuste de regressao ctbica para
porcentagem de germinacdo (Figura 2C) e para porcentagem de plantulas anormais (Figura 2D).

A porcentagem de germinag@o das sementes em substratos salinos ¢ um dos métodos mais difundidos
para a determinacdo da tolerancia das plantas ao excesso de sais (Silva et al., 2021). A porcentagem maxima
de germinacdo de sementes do citrumeleiro ‘Swingle’ foi, em média, 64,54% (controle) que diminuiu com o
aumento das concentragdes salinas, chegando a 8,91% na concentra¢do de 120 mM, sem o tratamento com 4.

brasilense. Sendo assim, o citrumeleiro ‘Swingle’ ndo se mostrou tolerante a salinidade durante o processo
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germinativo das sementes. Na figura 3, pode-se observar o aspecto geral da germinagdo nos diferentes

tratamentos.
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Figura 2. indice de Velocidade de Germinagio — IVG (A), Tempo Médio de germinagio — TMG (B),
porcentagem de germinagdo — %G (C) e de plantulas anormais — %PA (D), provenientes de
sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ semeadas em substrato com diferentes concentracdes salinas

de NaCl, previamente tratadas ou ndo com Azospirillum brasilense. Jaboticabal-SP, 2025.
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Figura 3. Aspecto de plantulas de citrumeleiro ‘Swingle’ semeadas em em substrato com diferentes
concentragdes salinas de NaCl, previamente tratadas (com) ou ndo (sem) com Azospirillum

brasilense. Jaboticabal-SP, 2025.

A porcentagem de plantulas anormais aumentou gradativamente com o aumento das concentragdes
salinas (Figura 2D), que chegou a atingir 30,3%, na concentragdo de 120 mM, sem tratamento com A.
brasilense. O aumento da porcentagem de plantulas anormais com o aumento das concentragdes salinas
também foi verificado por Lima et al. (2025) para as pimentas (Capsicum chinense), variedades Biquinho e
Bode, que chegaram a atingir, respectivamente, 84% e 86% na concentracdo de 120 mM. Estes resultados
reforcam que a salinidade pode modificar o processo de germinagdo, ocasionando alteragdes metabolicas,
fisiologicas e anatomicas, que comprometem o desenvolvimento das plantulas, conforme afirmagdes de
Coelho et al. (2017) e Dutra et al. (2017).

Muitas sementes ndo germinaram e se mantiveram vivas, apos a estabilizacdo da germinagdo por sete
dias (Figura 1C), indicando que podem ser sementes duras, que sdo aquelas que permanecem sem absorver
agua por um periodo mais longo que o normal e se apresentam, portanto, no final do teste, com aspecto de
sementes recém-colocadas no substrato, isto ¢é, ndo intumescidas; este fendmeno ¢é motivado pela
impermeabilidade do tegumento das sementes a agua, sendo, portanto, um tipo de dorméncia (Brasil, 2025).

Algumas variedades de porta-enxertos de citros tém apresentado problemas de uniformidade de
germinagdo, possivelmente sendo consequéncia de algum tipo de dorméncia, devido ao tegumento que envolve
as sementes, atuando como uma barreira fisica a embebigdo de agua e difusdo de gases ou, ainda, pela presenca,
no tegumento, de algum inibidor de desenvolvimento do embrido (Oliveira et al., 2006; Oliveira & Scivittaro,
2007), no entanto, neste estudo, foi feita a retirada prévia do tegumento das sementes de citrumeleiro
‘Swingle’.

A falta de germinagdo pode, ainda, ser explicada pela dorméncia dessas sementes, caracterizada por
sementes viaveis que ndo germinam mesmo quando submetidas as condi¢des especificadas para a espécie em
teste; algumas dessas sementes sdo capazes de absorver agua e intumescer, mas permanecem sem germinar
nem apodrecer até o término do teste (Brasil, 2025). Nao foram encontradas referéncias sobre outros tipos de
dorméncia em sementes de citrumeleiro ‘Swingle’, a ndo ser a causada pela presenca de tegumento. No entanto,
o aumento de sementes dormentes pode estar relacionado com mecanismos de dorméncia secundaria, que se
instala em sementes quiescentes, apds a dispersdo, quando estas encontram um ambiente desfavoravel ou
estressante, neste caso ha dessecagdo (Cardoso, 2004).

Sementes ndo germinadas, em algumas circunstancias, também podem ser classificadas como
sementes vazias, que sdo aquelas que estdo completamente vazias ou contém apenas algum tecido residual;
sementes sem embrido, que sdo aquelas que contém embrido em formagdo ou tecido gametofitico nas quais
ndo existe, aparentemente, a cavidade embrionaria ou o embrido e, ainda, sementes danificadas por insetos,
que sdo as que contém larvas ou mostram evidéncias de ataque de insetos afetando a sua capacidade

germinativa (Brasil, 2025).
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Ja as sementes mortas (Figura 1D) sdo aquelas que no final do teste ndo germinam, ndo estdo duras
nem dormentes e, geralmente, apresentam-se amolecidas e com alteragdo de cor, atacadas por microrganismos
e ndo apresentam nenhum sinal de inicio de germinagao (Brasil, 2025).

Para essa caracteristica, de sementes ndo germinadas, e para a porcentagem de sementes mortas, a
interagdo entre as concentragdes salinas e o tratamento ou ndo com A. brasilense foi significativa, no entanto,
independentemente do tratamento com A. brasilense, as menores porcentagens de sementes ndao germinadas

(Figura 4A) e de sementes mortas (Figura 4B) ocorreram na auséncia de NaCl.
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Figura 4. Porcentagem de sementes ndo germinadas — %SNG (A) e de sementes mortas — %SM (B), de
citrumeleiro ‘Swingle’ semeadas em substrato com diferentes concentragdes salinas de NaCl,

previamente tratadas (com) e ndo tratadas (sem) com Azospirillum brasilense. Jaboticabal-SP,

2025.

O motivo da alta porcentagem de sementes que ndo germinaram (Figura 4A) pode ser devido a lentiddo
na germinagdo das sementes de citrumeleiro ‘Swingle’; conforme preconizam Rodrigues et al. (2010), o
processo de germinagdo de sementes dos porta-enxertos citrumeleiro ‘Swingle’ e ‘Flying Dragon’ necessita de
60 dias; podendo ser potencializado pela presenca de sais no substrato.

Analisando a morfologia interna de sementes de citrumeleiro ‘Swingle’, por meio de testes de raios x,
Arruda et al. (2018) observaram que embrides malformados e tecidos deteriorados, quando localizados na parte
inferior das sementes, resultaram em plantulas anormais ou sementes mortas. Esta observacdo pode justificar
o aumento da porcentagem de sementes anormais (Figura 1D) e mortas (Figura 4B), & medida que houve
aumento das concentra¢des salinas.

A taxa de porcentagem de expressdo da poliembrionia das sementes (Figura 2E) foi baixa, em média
4%, e a interagdo entre as concentragdes salinas e o tratamento ou ndo com A. brasilense nao foi significativa,
bem como, para os fatores isolados. Essa baixa porcentagem pode ter ocorrido devido & possibilidade de a
germinacdo ainda evoluir até os 60 dias, conforme preconizaram Rodrigues et al. (2010), ja que essa

porcentagem normalmente ¢ mais alta; Arruda et al. (2018) verificaram que a porcentagem de poliembrionia
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em diferentes lotes de citrumeleiro ‘Swingle’ variou de 7 a 24%; para o mesmo porta-enxerto, Carvalho e Silva
(2013) verificaram porcentagem média de 18,84%; ja Guerra et al. (2012) relataram que as sementes de
citrumeleiro ‘Swingle’ apresentam nimero médio de plantulas por semente de 3,1 e taxa de poliembrionia de
94%. Moreira et al. (2010), no entanto, explicam que, na literatura, existem diversos resultados para niimero
médio de plantulas por sementes e taxa de expressdo da poliembrionia e essas variaveis sdo influenciadas por
fatores ambientais, nutri¢do das planas, cultivar, forma de polinizagdo e variedade polinizadora.

Os porta-enxertos de citros sdo obtidos a partir de sementes poliembriondrias, nas quais se
desenvolvem tanto o embrido zigotico, oriundo da fecundacao entre gametas, quanto os embrides nucelares,
formados assexuadamente a partir do tecido nucelar materno. As mudas nucelares sdo desejaveis, pois sdo
isentas de doengas e geneticamente idénticas a planta-mae (Moreira et al., 2010; Arruda et al., 2018).

A interacdo entre as concentragdes salinas e o tratamento ou ndo com A. brasilense ndo foi significativa
para comprimento da raiz primaria nem para comprimento da parte aérea. Para ambos, houve diferencas entre

as concentragoes salinas com ajuste de regressdo linear negativa (Figura 5A).
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Figura 5. Comprimento da raiz primaria — CR e da parte aérea — CPA (A), em cm, massa seca de raizes —
MSR (B), da parte aérea — MSPA (C) e total — MST (D) de plantulas do citrumeleiro ‘Swingle’ em
substrato com diferentes concentracdes salinas de NaCl, previamente tratadas (com) ou ndo tratadas

(sem) com Azospirillum brasilense. Jaboticabal-SP, 2025.

Os danos provocados pelo aumento de sais podem ter comprometido o balango osmoético nas raizes,
resultando em alteragdes na permeabilidade das membranas e na estabilidade celular, com consequente redugéo

no crescimento radicular, conforme observado por Soares et al. (2024) em sementes de alface (Lactuca sativa).
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Para massa seca de raizes, da parte aérea e total, a interagdo entre as concentragdes salinas € o
tratamento ou ndo com A. brasilense foi significativa, no entanto, independentemente do tratamento com A.
brasilense, as maiores médias de massa seca de raizes (Figura 5B), massa seca da parte aérea (Figura 5C) e
massa seca total (Figura 5D) foram observadas na auséncia de NaCl e diminuiram com o aumento das
concentragdes salinas.

A presenca de altos niveis de salinidade no solo ou no substrato afeta a germinagdo de sementes, pois
teores elevados de sais soluveis, especialmente o NaCl, podem causar reducdo do potencial hidrico do
substrato, diminuindo a capacidade de absor¢cdo de dgua pelas sementes, inibindo a germinagdo devido aos
efeitos osmoticos e toxicos do sal (Silva et al., 2021), consequentemente, também afeta as fases posteriores do
desenvolvimento das plantulas.

Os resultados obtidos neste estudo mostraram, portanto, que o citrumeleiro ‘Swingle’ ndo ¢ tolerante
a salinidade promovida por NaCl, durante o processo germinativo das sementes. Chetto et al. (2025) avaliaram
a tolerancia de nove porta-enxertos de citros a salinidade também promovida por NaCl e verificaram que o
citrumeleiro ‘Swingle’ mostrou maior sensibilidade a salinidade juntamente com a tangerineira ‘Changsa’.

A resposta ao estresse salino induzido por NaCl, em brotos de citrumeleiro ‘Swingle’ cultivados in
vitro, foi estudada por Eatshan et al. (2025), que verificaram uma diminuigdo significativa nos indicadores de
crescimento (nimero de brota¢des, comprimento dos brotos e percentual de massa seca) com o aumento das
concentragdes salinas, evidenciando, mais uma vez, que esse porta-enxerto ndo ¢é tolerante ao estresse salino.
No entanto, observaram que a adi¢do do regulador de crescimento benziladenina (BA) ao meio nutritivo
aumentou os indicadores de crescimento.

Semelhante ao citrumeleiro ‘Swingle’, a arborea pimenta-rosa (Schinus terebinthifolius) também nao
foi tolerante a nenhuma concentracdo de NaCl durante o processo germinativo das sementes (Braga et al.,
2024), assim como a pimenta (C. chinense) ‘Bode’ (Lima et al., 2025); em ambas as pesquisas, também foram
testadas as concentragoes de 30, 60, 90 e 120 mM.

No entanto, varias espécies desenvolveram mecanismos que lhes garantem a sobrevivéncia em
ambientes com concentracdes salinas mais altas (Arif et al., 2020), se mostrando tolerantes a salinidade como
as forrageiras Festuca arundinacea e Phleum pratense (Sharavdorj et al., 2021), a arborea jacaranda-caroba
(Jacaranda brasiliana) (Braga et al., 2024), as palmeiras Carpentaria acuminata e Ptychosperma elegans
(Batista et al., 2016), a palmeira-triangulo (Dypsis decary) (Vieira et al., 2023) e a palmeira jeriva (Syagrus
romanzoffiana) (Souza et al., 2024), além da pimenta (C. chinense) ‘Biquinho’ que foi tolerante até 30 mM
de NaCl (3,31 dS m!) (Lima et al., 2025).

Plantas em associagdo com cepas de Azospirillum spp. podem apresentar maior tolerancia aos estresses
salino e hidrico (Bashan et al., 2004). Esse efeito ja foi relatado em plantas de milho, no qual Checchio et al.
(2021) observaram que A. brasilense pode conferir tolerancia ao estresse salino por meio do aumento das
respostas antioxidantes, principalmente das enzimas GSH-PX e GPOX, além do acimulo do osmélito glicina
betaina nas células vegetais. Analogamente, sementes de soja inoculadas com essa rizobactéria apresentaram
melhor desenvolvimento inicial de plantulas e tolerancia ao estresse salino na concentragdo de -0,3 MPa de

NaCl (Alves Junior et al., 2024).
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O tratamento das sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ com a rizobactéria A. brasilense, de modo geral,
ndo foi eficiente em atenuar os efeitos negativos da salinidade promovida por NaCl. No entanto, demonstrou
moderada influéncia atenuadora do estresse na quantificagdo das massas secas (radicular, aérea e total) nas
concentragdes de 30 a 90 mM de NaCl (Figuras 5B, C e D).

A moderada eficiéncia atenuadora de A. brasilense em sementes de citrumeleiro ‘Swingle’ pode estar
relacionada a fatores como a cepa microbiana utilizada, a forma de aplicagao, as condigdes ambientais, como
temperatura e umidade, onde o experimento foi conduzido e, sobretudo, a interagdo da bactéria com a espécie
vegetal estudada e com o substrato empregado (Campos et al., 2023).

As condi¢des que podem interferir no equilibrio e na dindmica da vida microbiana de Azospirillum
spp. sdo multiplas e apresentam carater abrangente, refletindo a complexidade dos ecossistemas nos quais os
microrganismos estdo inseridos. Os fatores de natureza abidtica, entre os quais se destacam a temperatura, a
disponibilidade e a qualidade das fontes de nutrientes, o pH do meio, a salinidade, a presenca e o tipo de fontes
de energia, bem como a ocorréncia de compostos potencialmente toxicos ou inibidores, exercem papel
determinante no crescimento, na sobrevivéncia e na expressdo metabolica das populagdes microbianas
(Schaefer et al., 2024).

Paralelamente, os fatores bidticos, representados tanto pelas caracteristicas genéticas intrinsecas de
cada microrganismo, as quais condicionam sua plasticidade adaptativa e capacidade de resposta a estresses
ambientais, quanto pelas interacdes estabelecidas com outras espécies, sejam elas competitivas, mutualisticas
ou antagonistas, configuram elementos fundamentais que moldam a estrutura, a diversidade e a funcionalidade

da comunidade microbiana (Pedrinho et al., 2024).

CONCLUSAO

O citrumeleiro ‘Swingle’ ndo ¢ tolerante a salinidade promovida por NaCl e que o tratamento das
sementes com a rizobactéria Azospirillum brasilense, cepas AbVS5 e AbV6, via imersdo por 5 minutos, ndo foi

eficiente em atenuar os efeitos negativos da salinidade promovida por NaCl, durante o processo germinativo.
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