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RESUMO GERAL

O estresse abiotico € uma preocupacdo crescente na producéo de milho, com fatores como seca,
salinidade e altas temperaturas, desafiando sua produtividade. Essas condi¢fes adversas
desencadeiam a formacao de espécies reativas de oxigénio (EROs), que podem danificar as
células vegetais. No entanto, as plantas possuem um sistema antioxidante robusto, composto
por enzimas como catalase, peroxidases e superdxido dismutase, que atuam na neutralizacéo
das EROs. Este sistema pode ser ativado com o uso de técnicas de priming, como a imerséo de
sementes em solugdes que ativam mecanismos de defesa. Essa abordagem representa, portanto,
uma ferramenta viavel para aumentar a produtividade agricola e garantir a seguranca alimentar
em face dos desafios impostos pelas mudancas climaticas e outros fatores de estresse ambiental.
O objetivo neste trabalho foi analisar a eficiéncia do condicionamento fisioldgico de sementes
na presenga de moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a estresses abioticos,
durante os processos de germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de milho, além
de avaliar aspectos fisiol6gicos e bioquimicos das sementes nessas condi¢des, durante o
armazenamento. Foram realizados trés experimentos, um em condi¢cdo de estresse hidrico,
salino e controle, e outro em condicdo de alta temperatura e controle, em delineamento
inteiramente casualizado, e cinco épocas de armazenamento do tratamento de condicionamento
aplicado previamente em sementes de milho sob quatro condi¢fes de germinagdo, com quatro
repeticdes. Portanto, o primeiro ensaio foi realizado em esquema fatorial 6x3x3, sendo seis
solugdes condicionantes, trés condigdes de estresse e trés cultivares, o segundo, no fatorial
6x2x3, sendo seis solucBes condicionantes, duas condicdes de estresse de germinacgdo, trés
cultivares e o terceiro, no fatorial 5x4, sendo cinco épocas de armazenamento e quatro
condicdes de germinacdo. As sementes foram submetidas ao condicionamento fisiol6gico em
B.O.D. por 24 horas a 24 °C, em solugdes aeradas de acido indol-3-acético, melatonina,
nitroprussiato de sodio, peroxido de hidrogénio e quitosana. Em seguida, as sementes foram
submetidas aos testes fisiolégicos nas condi¢bes de germinacdo propostas. Determinou-se: teor
de a4gua; germinacdo; primeira contagem da germinacdo; plantulas anormais; comprimento da
raiz primaria, comprimento de parte aérea, largura da raiz primaria, comprimento total da
plantula e a razdo do comprimento da raiz pela parte aérea; extracdo de H>O; e peroxidacao
lipidica; analise das enzimas superdéxido dismutase, catalase e ascorbato peroxidase. As médias
foram submetidas a analise de variancia e, quando significativas, foram aplicados os testes de
médias. O condicionamento fisiol6gico aprimora a qualidade fisioldgica das sementes, mesmo
em condicdo favoravel ao desenvolvimento das plantas. O uso de peroxido de hidrogénio e
acido indol-3-acético como solugdo condicionante, proporciona melhor qualidade para as
sementes de diferentes materiais genéticos de Zea mays L. sob estresse hidrico e salino. Bem
como, o uso de &cido indol-3-acético e melatonina via condicionamento, foi eficiente sob
estresse por alta temperatura. Sob essas condi¢Ges, observou-se no geral, maior germinacéo e
vigor, menor porcentagem de plantulas anormais, menor concentracdo de H>O e peroxidacéo
lipidica e maior atividade das enzimas estudadas. O armazenamento prolongado das sementes
condicionadas pode levar a deterioragdo de sua capacidade de germinagcdo, um processo
influenciado por diversos fatores, incluindo temperatura, umidade, condi¢Ges de
armazenamento e substancias quimicas utilizadas no condicionamento.

Palavras-chave: enzima antioxidante; espécie reativa de oxigénio; estresse abiético; priming;
Zeamays L.



ABSTRACT

Abiotic stress is a growing concern in maize production, with factors such as drought, salinity,
and high temperatures challenging its productivity. These adverse conditions trigger the
formation of reactive oxygen species (ROS), which can damage plant cells. However, plants
possess a robust antioxidant system, composed of enzymes such as catalase, peroxidases, and
superoxide dismutase, that act to neutralize ROS. This system can be activated using priming
techniques, such as soaking seeds in solutions that activate defense mechanisms. This approach,
therefore, represents a viable tool to increase agricultural productivity and ensure food security
in the face of challenges imposed by climate change and other environmental stress factors. The
objective of this study was to analyze the efficiency of seed physiological conditioning in the
presence of signaling molecules for inducing tolerance to abiotic stresses during seed
germination and maize seedling development, as well as to evaluate the physiological and
biochemical aspects of seeds under these conditions during storage. Three experiments were
conducted: one under water stress, saline, and control conditions; another under high-
temperature and control conditions; and a third with five storage periods of pre-applied
conditioning treatments on maize seeds under four germination conditions, with four
replications. Therefore, the first experiment was conducted in a 6x3x3 factorial scheme, with
six conditioning solutions, three stress conditions, and three cultivars; the second in a 6x2x3
factorial, with six conditioning solutions, two germination stress conditions, and three cultivars;
and the third in a 5x4 factorial, with five storage periods and four germination conditions. The
seeds were subjected to physiological conditioning in a B.O.D. at 24 °C for 24 hours in aerated
solutions of indole-3-acetic acid, melatonin, sodium nitroprusside, hydrogen peroxide, and
chitosan. Subsequently, the seeds were subjected to physiological tests under the proposed
germination conditions. The following were determined: water content; germination; first
germination count; abnormal seedlings; primary root length, shoot length, primary root width,
total seedling length, and root-to-shoot length ratio; H202 extraction and lipid peroxidation;
analysis of the enzymes superoxide dismutase, catalase, and ascorbate peroxidase. Means were
subjected to analysis of variance, and when significant, mean tests were applied. Physiological
conditioning improves the physiological quality of seeds, even under favorable conditions for
plant development. The use of hydrogen peroxide and indole-3-acetic acid as conditioning
solutions provides better quality for seeds of different Zea mays L. genetic materials under
water and saline stress. Additionally, the use of indole-3-acetic acid and melatonin via
conditioning was effective under high-temperature stress. Under these conditions, generally,
higher germination and vigor, lower percentage of abnormal seedlings, lower H2O:
concentration and lipid peroxidation, and higher enzymatic activity were observed. Prolonged
storage of conditioned seeds can lead to deterioration of their germination capacity, a process
influenced by various factors, including temperature, humidity, storage conditions, and
chemicals used in conditioning.

Key-words: antioxidant enzyme; reactive oxygen species; abiotic stress; priming; Zea mays L.



INDICADORES DE IMPACTO

A pesquisa sobre 0 uso de moléculas sinalizadoras, como perdxido de hidrogénio e quitosana,
para o condicionamento de sementes de milho apresenta impactos potenciais para a agricultura
sustentavel, mas com limitagcBes que precisam ser consideradas. Os beneficios observados,
como 0 aumento do vigor, do crescimento da parte aérea e do desenvolvimento radicular,
indicam que essa tecnologia pode contribuir para a produtividade agricola e a seguranca
alimentar (ODS 2). No entanto, a reducdo da armazenabilidade das sementes condicionadas ao
longo do tempo representa um desafio significativo. A deterioracdo da capacidade de
germinacdo devido a fatores como temperatura, umidade e compostos quimicos utilizados no
condicionamento pode limitar a adocdo dessa pratica em larga escala. Assim, o impacto
ambiental positivo da reducéo do uso de insumos agricolas e a promocao de sistemas produtivos
mais eficientes (ODS 12) ainda dependem de avancos na formulagdo e no manejo dessa
tecnologia para garantir sua viabilidade a longo prazo. Do ponto de vista ambiental e
econdmico, a tecnologia de condicionamento de sementes pode contribuir para uma agricultura
mais resiliente as mudancas climaticas (ODS 13), ao melhorar o estabelecimento inicial das
plantas e reduzir perdas no campo. No entanto, como a armazenabilidade reduzida pode levar
a necessidade de producdo e distribuicdo continua de sementes recém-condicionadas, hd um
risco de aumento do desperdicio e dos custos operacionais. Isso pode afetar pequenos
produtores, que dependem de sementes com maior longevidade para planejamento e
sustentabilidade econémica. Culturalmente, a aceitacdo dessa tecnologia dependerd da sua
confiabilidade e acessibilidade, pois agricultores tendem a adotar praticas que oferecem
estabilidade e previsibilidade. Dessa forma, enquanto o uso de moléculas sinalizadoras para
condicionamento de sementes apresenta um grande potencial para contribuir com a
sustentabilidade agricola e ambiental, sua aplicacdo prética ainda requer refinamentos para
garantir beneficios diretos e duradouros.

IMPACT INDICATORS

The research on the use of signaling molecules, such as hydrogen peroxide and chitosan, for
seed priming in maize presents potential impacts on sustainable agriculture but also limitations
that must be considered. The observed benefits, such as increased vigor, shoot growth, and root
development, indicate that this technology can contribute to agricultural productivity and food
security (SDG 2). However, the reduced storability of primed seeds over time represents a
significant challenge. The deterioration of germination capacity due to factors such as
temperature, humidity, and chemical compounds used in priming may limit the widespread
adoption of this practice. Thus, the positive environmental impact of reducing agricultural
inputs and promoting more efficient production systems (SDG 12) still depends on
advancements in formulation and management to ensure long-term viability. From an
environmental and economic perspective, seed priming technology can contribute to more
climate-resilient agriculture (SDG 13) by improving initial plant establishment and reducing
field losses. However, since reduced storability may require continuous production and
distribution of freshly primed seeds, there is a risk of increased waste and operational costs.
This could affect small-scale farmers who rely on longer seed longevity for planning and
economic sustainability. Culturally, the acceptance of this technology will depend on its
reliability and accessibility, as farmers tend to adopt practices that offer stability and
predictability. Therefore, while the use of signaling molecules for seed priming presents great
potential to contribute to agricultural and environmental sustainability, its practical application
still requires refinement to ensure direct and lasting benefits.
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CAPITULO 1
1 INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) € a cultura mais cultivada globalmente, alcancando uma
producdo anual de aproximadamente 1,23 bilhdes de toneladas, conforme dados de 2024 da
USDA. Este cereal versatil é utilizado na producdo de alimentos, incluindo aplicacdes
industriais, além da utilizagdo no setor energetico (Garcia-Lara; Serna-Saldivar, 2019).

A disseminacdo mundial do cultivo de milho tem levado essa cultura a se estabelecer
em uma diversidade de ambientes, desde areas aridas e marginais até locais altamente
favoraveis ao seu desenvolvimento. Essa ampla adaptacdo do milho é fundamental para garantir
a seguranca alimentar em diferentes regides do mundo, especialmente em paises com condic¢des
edafoclimaticas variadas (Rafique; Abdin; Alam, 2020).

Assim, as questdes relacionadas ao clima ganham ainda mais relevancia no contexto
agricola, pois € previsto que as alteragdes climéaticas aumentem tanto em intensidade quanto em
frequéncia, representando um desafio adicional para a producdo de milho (Salika; Riffat, 2021).

Os estresses abidticos podem retardar ou inibir o crescimento e desenvolvimento das
plantas em diferentes estagios, devido as interacbes complexas entre aspectos fisioldgicos e
bioquimicos (Wang; Reiter; Chan, 2018). Alguns dos elementos-chave neste procedimento
abarcam o desenvolvimento das sementes, o processo de germinacdo e a capacidade de
sobrevivéncia das plantulas em locais adversos.

Para incrementar a germinacao de sementes, melhorar a uniformidade de emergéncia de
plantulas e desse modo, atenuar os danos causados por adversidades ambientais, as sementes
podem ser submetidas aos tratamentos pré-germinativos (Masetto; Ribeiro; Rezende, 2013).

O condicionamento fisioldgico ou priming de sementes é uma técnica pré-semeadura
gue promove um estado fisiologico mais favoravel para a germinacéo eficaz. Esse processo
controla a hidratacdo das sementes, dando inicio ao metabolismo durante os estagios iniciais da
germinacdo, antes mesmo da protrusao radicular (Johnson; Puthur, 2021).

Foram desenvolvidos diversos métodos e agentes de priming para revitalizar o
aprimoramento pré-germinativo de sementes e reduzir o impacto do estresse ambiental. Dentre
eles, podemos destacar o priming hormonal e quimico, como o tratamento com &cido
indolacético (AlA), melatonina, 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio e quitosana (Lutts et al.,
2016).

Estes procedimentos induzem a tolerancia a estresses abidticos em plantas através da

capacidade de combater o estresse oxidativo via enzimas antioxidantes, ressaltando a
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importancia do entendimento dos mecanismos bioquimicos subjacentes a resposta do milho a
diferentes condi¢des ambientais (Souza et al., 2014).

O aumento desproporcional na geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROS)
compromete funcdes celulares e metabolicas essenciais, acarretando danos substanciais as
proteinas, lipidios, carboidratos e DNA. Tais injdrias potenciais podem resultar no apoptose
celular, impactando negativamente na integridade e funcionalidade dos tecidos (Cao et al.,
2019).

Muitas moléculas para prevenir o estresse oxidativo ja foram extensivamente testadas
em milho, conforme evidenciado por estudos anteriores (Ye et al., 2016; Kaya; Akram; Ashraf,
2018; Turk, 2019; Igbal et al., 2020). No entanto, € importante ressaltar que had uma lacuna
significativa de pesquisa em relacdo a associacdo dessas moléculas com a aplicacdo via
condicionamento fisiologico.

Além disso, 0 uso de técnicas como o condicionamento fisioldégico poderé se mostrar
promissor na producdo de hibridos de milho, ao melhorar a qualidade fisioldgica das sementes
de linhagens parentais, especialmente sob estresses abioticos. A aplicacdo dessa técnica pode
vir a ser fundamental para otimizar o desempenho de genotipos de milho em condicdes
adversas, favorecendo a emergéncia uniforme e o vigor inicial das plantulas, fatores essenciais
para a obtencdo de hibridos de alta produtividade no futuro.

A vista disso, é importante avaliar os beneficios do condicionamento fisioldgico e a
utilizacdo de moléculas sinalizadoras em relacdo ao aumento da tolerancia as diferentes
condicdes de estresse abioticos, durante o0s processos de germinacdo de sementes e
desenvolvimento de plantulas de milho. Além disso, por meio da pesquisa proposta sera
possivel avaliar aspectos fisiolégicos e bioquimicos envolvidos nos processos de
condicionamento fisioldgico e uso de moléculas sinalizadoras relacionadas aos diferentes tipos

de estresse abiotico.
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2 REFERENCIAL TEORICO
2.1 Aspectos gerais da cultura do milho

A cultura do milho (Zea mays L.) pertence a familia Poaceae, subfamilia Panicoideae,
tribo Maydae e género Zea. O cereal é categorizado como uma planta C4, com caracteristicas
de espécie anual, baixo perfilhamento, postura ereta, alégama, mondica, anemofila e
protandrica (Galvdo; Borém; Pimentel, 2017).

A importancia da semente de milho € evidenciada pela alta taxa de utilizacdo no Brasil,
que ocupa o primeiro lugar entre as espécies cultivadas, com uma média de 91% (ABRASEM,
2024). Essa informacdo é crucial, uma vez que o sucesso do processo de produgdo agricola
depende significativamente da selecdo e qualidade das sementes utilizadas. O rendimento de
uma lavoura de milho é influenciado tanto pelo potencial genético da semente quanto pelas
condic¢des ambientais e pelo manejo adequado no local de plantio (Cruz et al., 2010).

Os avancos tecnoldgicos tém desempenhado um papel fundamental no desenvolvimento
da agricultura de milho no Brasil, permitindo uma maior flexibilidade de cultivo em diversas
regides e sob diferentes condic¢des edafoclimaticas (CONAB, 2016). Isso tem contribuido para
a expansdo da producdo e a garantia da seguranca alimentar, além de impulsionar o setor
agroindustrial.

Por esses motivos, reforcado pela ampla utilidade, o milho é o cereal mais produzido
globalmente. Além de desempenhar um papel direto na alimentacdo de seres humanos e
animais, € possivel gerar uma variedade de produtos, como bebidas, polimeros, combustiveis,
entre outros (Miranda, 2018). Sua significativa contribuicdo para o setor agroindustrial
desempenha um papel decisivo no desenvolvimento socioeconémico (Méro; Fritsche-Neto,
2017).

Segundo o United States Department of Agriculture - USDA (2024), os Estados Unidos
e a China isoladamente respondem por 55% da producdo mundial de milho. Se adicionarmos o
Brasil e a Unido Europeia a essa equacéo, a proporcao sobe para 70% da producéo global. Além
disso, outros paises merecem destaque devido ao seu notavel crescimento na produgdo, como
Argentina, india, Ucrania, México e RUssia.

De acordo com informagdes fornecidas pela Companhia Nacional de Abastecimento
(CONAB) em 2024, as projecOes para a safra agricola brasileira de 2023/24 alcangcaram uma
area destinada ao cultivo de 20,4 milhdes de hectares, refletindo o continuo crescimento e
expansdo do setor agricola do pais. Além disso, prevé-se uma producdo total de

aproximadamente 113,7 milhGes de toneladas.
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O Brasil, com sua vasta extenséo territorial, continua a desempenhar um papel de
destaque no cendrio agricola mundial, sendo reconhecido como um dos principais produtores e
exportadores de alimentos do mundo (Artuzo et al., 2018). Essas projecdes para a safra 2023/24
refletem a continua dedicacéo e inovacdo dos agricultores brasileiros, bem como o potencial
inigualavel do pais para a producéo agricola em larga escala.

Para manter ou elevar os niveis de producdo agricola, é fundamental empregar
ferramentas inovadoras que possibilitem a antecipacéo e a resolucéo eficaz de problemas. Uma
dessas tecnologias-chave €é o tratamento de sementes, que envolve a aplicacdo de fungicidas,
inseticidas, micronutrientes, bioestimulantes e microrganismos benéficos. Esse método
desempenha um papel crucial na protecdo das culturas durante seus estagios iniciais de
desenvolvimento, ajudando a garantir uma germinacdo saudavel, o estabelecimento vigoroso
das plantulas e a protecao contra pragas e doencas (Sharma et al., 2015).

No contexto da producdo de milho, o cruzamento de linhagens endogamicas para gerar
hibridos também é um processo essencial, no qual essas linhagens sdo cuidadosamente
combinadas para incorporar caracteristicas desejaveis, como resisténcia a seca. Durante todo o
ciclo de producdo, medidas rigorosas sdo implementadas para garantir a qualidade das
sementes, incluindo a aplicacdo exdgena de substancias no campo de cultivo, assegurando
assim a eficiéncia do processo e a protecdo das plantas desde o inicio (Ali et al., 2020).

Por meio da implementacéo de tecnologias avancgadas, os agricultores brasileiros podem
otimizar a eficiéncia de suas praticas agricolas, maximizando assim a produtividade e a
sustentabilidade de suas lavouras. Essas estratégias inovadoras ndo apenas contribuem para o
sucesso econdmico dos produtores, mas também fortalecem a posicao do Brasil como um lider

global no setor agricola.
2.2 Estresses abioticos na cultura do milho

A producdo de milho projetada para a safra 2023/24 sofreu uma quebra de 13,8% em
comparacdo com a safra anterior (CONAB, 2024). Tal fato ocorre, porque a cultura do milho,
assim como outras plantas, se desenvolve em ambientes com constantes mudancas, muitas
vezes desfavordveis para o seu crescimento. Analogo a isto, de tempos em tempos e
particularmente este ano, 0 mundo esta vivenciando os impactos do fenémeno EI Nifio.

O EIl Nifio € um evento climatico notavel, caracterizado pelo aguecimento anémalo das
aguas superficiais do Oceano Pacifico e pela subsequente modificacdo dos padrdes de
circulagdo atmosférica em escala global. Desde junho de 2023, observa-se um padrédo

consistente de elevacdo das temperaturas da superficie do mar, especialmente notavel na vasta
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regido equatorial do Oceano Pacifico, indicativo tipico desse fendmeno. A intensidade atual do
El Nifio é avaliada como sendo forte, sugerindo potenciais impactos significativos nos sistemas
climaticos em todo 0 mundo (ANA, 2024).

Devido as variagdes sazonais frequentes, particularmente em paises tropicais, as plantas
precisam ser tolerantes aos efeitos adversos, principalmente de alta temperatura e estresse
hidrico. Além do mais, prevé-se que o impacto da alta temperatura aumente nos proximos anos,
com o aquecimento global (Mathur; Sharma; Jajoo, 2018).

Os principais fatores ambientais abioticos que influenciam o crescimento das plantas
incluem a luminosidade, a disponibilidade de &gua, os niveis de didxido de carbono e oxigénio,
a composicdo e a disponibilidade de nutrientes no solo, a temperatura e a presenca de
substancias toxicas (Taiz et al., 2017).

No milho, o rendimento de grdos pode ser reduzido em até 101 kg ha* dia™ quando a
temperatura atinge aproximadamente 35 °C na fase de polinizagdo e enchimento de gréos
(Rahman et al., 2013). Nos tltimos anos, uma queda recorde na producdo de milho foi relatada
em muitas areas de cultivo de milho do mundo devido ao estresse térmico (Van Der Velde;
Wriedt; Bouraoui, 2010).

Contudo, nas condicGes meteoroldgicas brasileiras, o déficit hidrico é o maior
responsavel pela queda da produtividade de grdos das principais culturas (Pias et al., 2017). O
milho é sensivel ao estresse hidrico, e sua perda de rendimento médio anual devido a seca é de
cerca de 15% de seu rendimento potencial (Ziyomo; Bernardo, 2013).

Os problemas relacionados a seca estdo aumentando devido as mudancas climaticas, e
como resultado, as areas que atualmente sdo grandes produtoras de grdos podem enfrentar uma
queda drastica na producdo causada pela falta de 4gua ou mé gestao de sua distribuicdo (Souza
etal., 2014).

Correlacionado com o estresse hidrico, a salinidade também limita seriamente o
crescimento e a produtividade das plantas em todo o mundo (Shabala; Bose; Hedrich, 2014). O
milho é uma cultura sensivel ao sal, com o limite de tolerancia de 1,02 %. O rendimento de
gréos seria reduzido em 12% a cada 0,6 % de aumento na concentracéo de sal. A cultura mostra
maior sensibilidade ao sal nos estagios de germinacéo e plantula (Zheng et al., 2010).

Portanto, a fase inicial de desenvolvimento das plantas esta intrinsecamente ligada a
redes complexas de processos metabolicos, que regem o fluxo de energia e recursos dentro e
entre as células. Um aspecto decisivo desse processo € a sensibilidade das enzimas metabdlicas
a diferentes faixas de temperatura, concentracdo de sais e disponibilidade de &gua. Isso pode

resultar na inibicdo seletiva de certas enzimas, sem afetar outras na mesma via metabolica ou
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em vias interligadas. Esse desacoplamento funcional das rotas metabdlicas pode levar a
acumulacdo de compostos intermediérios, potencialmente convertidos em subprodutos toxicos
(Taiz et al., 2017).

Espécies reativas de oxigénio (ERO) e espécies reativas de nitrogénio (ERN) constituem
duas categorias de moléculas altamente reativas, cada uma contendo oxigénio e nitrogénio,
respectivamente. Em situacOes de estresse, como exposi¢do a condigOes ambientais adversas
ou agressdes bidticas, a producao excessiva de ERO/ERN pode resultar em estresse oxidativo.
No entanto, € importante notar que, em concentracfes adequadas, essas especies também
desempenham uma funcdo crucial na sinalizacdo do estresse, ativando respostas adaptativas e
promovendo a sobrevivéncia da planta (Wang et al., 2024).

No contexto do estresse celular, um dos grupos intermediarios mais prevalentes € o das
espécies reativas de oxigénio (EROSs), caracterizadas por sua alta reatividade devido a presenca
de ao menos um elétron desemparelhado em suas érbitas. Essas espécies tém a capacidade de
reagir rapidamente com uma ampla gama de componentes celulares, oxidando-o0s. Entre esses
componentes estdo incluidas proteinas, DNA, RNA e lipidios. Nas células vegetais, as formas
mais comuns de EROs incluem o superdxido, o oxigénio singlete, o peréxido de hidrogénio e
os radicais hidroxila (Yu et al., 2015, Taiz et al., 2017).

Para reduzir os danos causados por EROs, desencadeados por variacBes climaticas
extremas, o priming de sementes surge como alternativa na promog¢éo de uma agricultura mais
produtiva, sustentavel e resiliente. Ao melhorar a germinacéo, estabelecimento e crescimento
inicial das plantas, essa técnica oferece uma série de beneficios que podem ajudar os
agricultores a enfrentarem os desafios crescentes associados as mudangas climaticas e a

crescente demanda por alimento (Marthandan et al., 2020).
2.3 Condicionamento Fisioldgico

A germinacdo de sementes transcorre por trés fases de absorcdo de dgua sob condicdes
normais (Figura 1). A primeira fase corresponde a absorcao rapida de dgua pelas sementes secas
atraveés do processo de embebicdo. A segunda fase € representada pela estagnacdo da absorgédo
de 4gua e ativacdo dos processos metabolicos, entre eles a transcricdo e a traducdo. No final
desta etapa, o embrido se expande a ponto de a radicula emergir da casca da semente. Na fase
trés, observa-se o recomeco da absorcdo de agua devido a uma diminuicdo no potencial hidrico
conforme a plantula cresce, e as reservas de nutrientes armazenadas nas sementes S&o
mobilizadas (Taiz et al., 2017).
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Figura 1 — Gréafico do conteudo de &gua da semente e da plantula durante as fases de
germinacao e pds-germinacéao
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Fonte: Adaptagdo de Taiz et al. (2017) e Lutts et al. (2016).

Considera-se que, até o término da Fase Il, a germinacdo permanece como um processo
reversivel: as sementes tém a capacidade de serem desidratadas novamente e permanecerem
viaveis durante o armazenamento, podendo reiniciar posteriormente o processo de germinacao
em condigdes adequadas (Lutts et al., 2016).

O priming de sementes ou condicionamento fisioldgico é uma técnica essencial de
aprimoramento pré-germinativo que favorece uma germinacdo mais vigorosa e uniforme. Esse
método regula meticulosamente os processos metabolicos nas fases iniciais de germinacao,
reduzindo o tempo de embebicdo, aumentando a producdo de metabdlitos, reparando 0 DNA
danificado e regulando a osmose, especialmente sob condi¢des de estresse (Hussain; Farooq;
Lee, 2017, Hussain et al., 2016).

Durante o processo de priming, a Fase | da germinagdo engloba a ativagdo da memoria
priming, a reparacdo de DNA e mitocondrias, além da respiragdo e metabolismo energético.
Também ocorre a sinalizacdo ERO e antioxidante, transcricéo e traducdo de genes, iniciacdo do
ciclo celular e inducgéo de genes de resposta ao estresse, como LEA, DHY, AQP, e sinalizacao

hormonal. A Fase Il, por sua vez, corresponde a germinacdo, na qual a memoria é acionada
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apos a segunda reidratacdo e ocorre a sintese de proteinas utilizando novo mRNA (Chen; Arora,
2013).

A utilizacdo do priming de sementes é respaldada por evidéncias que demonstram seus
beneficios em diversas culturas agricolas, como cereais, leguminosas, hortifruti, entre outras
(Samota et al., 2017, Tabassum et al., 2018, Sajjan; Dhanelappagol; Jolli, 2017, Pravisya;
Jayaram, 2015).

Além dos aspectos relacionados ao desenvolvimento inicial das plantulas, o priming de
sementes desempenha um papel fundamental na protecdo contra o estresse oxidativo. Ao
induzir atividade antioxidante e solubilizacdo de proteinas de armazenamento, essa técnica
minimiza a peroxidacéo lipidica, promovendo assim a viabilidade e o vigor das sementes sob
condic¢des desafiadoras (Iseri; Sahin; Haberal, 2014).

Diversas técnicas de condicionamento de sementes sdo amplamente utilizadas,
categorizadas principalmente em métodos convencionais e avancados. Os métodos
convencionais incluem hidrocondicionamento, osmondicionamento, condicionamento com
nutrientes, condicionamento quimico, bio-condicionamento e condicionamento com
reguladores de crescimento de plantas. Por outro lado, os métodos avancados abrangem o nano-
condicionamento e o condicionamento com agentes fisicos (Wagas et al., 2019).

E importante ressaltar que, para que haja sucesso, alguns fatores devem ser manuseados
cuidadosamente como temperatura, luz, concentracdo da solucdo, periodo de duracdo do
tratamento, o tipo de soluto a ser utilizado, o método e tempo de secagem apds o
condicionamento. Tais fatores variam consideravelmente dependendo da espécie que sera
trabalhada, do lote, das condicdes edafoclimaticas, do tamanho e tratamento que as sementes
irdo receber, desde a época de sua producdo e ao longo de sua vida (Cardoso et al., 2015).

Pensando nisso, Vvarios agentes condicionantes podem ser utilizados no
condicionamento fisiologico das sementes, dentre eles, acido indolacético, melatonina, 6xido

nitrico, perdxido de hidrogénio e quitosana.
2.3.1 Acido indolacético

As auxinas representam uma classe fundamental de hormonios vegetais,
desempenhando papéis essenciais no crescimento e desenvolvimento das plantas. A primeira
descricdo desse fitormonio remonta ao livro "The Power of Movement in Plants”, publicado
por Charles Darwin e seu filho Francis Darwin em 1881 (Taiz et al., 2017). Desde a sua

descoberta, esses compostos tém sido objeto de intensa pesquisa, revelando a importancia desde



20

a regulacéo da elongacéo celular, dominancia apical até a formacao de 6rgaos, como raizes e
folhas (Spaepen; Vanderleyden, 2011).

Nas plantas superiores, o acido indol-3-acético (AlA) destaca-se como uma das
principais auxinas. A sua biossintese tem sido extensivamente investigada ao longo dos anos, e
embora algumas incertezas persistam, sdo sugeridas duas vias metabolicas distintas, uma
dependente de triptofano (Trp) e outra independente de triptofano (Yue; Hu; Huang, 2014).

Na via dependente de Trp, 0 composto pode ser convertido em quatro principais
compostos até a formacdo do &cido indolilacético. O &cido indol-3-pirtvico é o composto de
maior relevancia na reacdo de conversdo, porém, o triptofano também pode dar origem a outros
compostos, como a indol-3-acetamidahern, indol-3-acetaldoxima e triptamina (Figueiredo;
Kohler, 2018, Feng et al., 2019, Casanova-Saez;; Mateo-Bonmati; Ljung, 2021).

E notavel que tanto as plantas quanto certos microrganismos, incluindo bactérias e
fungos, sejam capazes de produzir AlA. Essa capacidade ressalta a importancia desse composto
ndo apenas para as plantas, mas também para as interagdes complexas que ocorrem nos
ecossistemas (Limtong; Koowadjanakul, 2012).

A regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas é fortemente influenciada
pelos fitohormonios, como a auxina, que desempenha um papel crucial na formacéo de 6rgaos
vegetais, incluindo embribes, raizes, folhas e flores. Esses horménios interagem
complexamente entre si, como no caso da relacdo entre auxina e citocinina, que determina o
desenvolvimento de raizes versus brotos (Wu et al., 2015, Do et al., 2019).

Além disso, a transicdo da dorméncia para a germinacdo das sementes € controlada por
uma rede molecular de genes, sendo influenciada por fatores ambientais como luz, temperatura
e fitohorménios, como o &cido abscisico (ABA) e o acido giberélico (GA). Estudos recentes
tém destacado o papel emergente da auxina nesse processo de transi¢cdo, ampliando nosso
entendimento sobre os mecanismos que regulam a germinacdo das sementes (Finch-Savage;
Footitt, 2017, Liu et al., 2019).

2.3.2 Melatonina

A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), um derivado do triptofano, é uma
molécula descrita como promotora de tolerancia a estresses em plantas (Arnao; Hernandez-
Ruiz, 2014). Este hormdnio atua como um neurotransmissor em mamiferos, porém sua presenca
e potencial papel nas plantas foi relatado recentemente (Wang et al., 2016a; Wang et al.,
2016b).
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A presenca de melatonina € amplamente observada em diversas espécies vegetais, sendo
detectada em raizes, sementes, folhas, bulbos e flores. A concentragdo de melatonina nas
plantas ¢ influenciada por fatores genéticos, ambientais, como fotoperiodo e temperatura, e
estagios especificos de crescimento, refletindo a complexidade de sua regulacdo. E importante
notar que a quantidade de melatonina pode variar significativamente entre diferentes cultivares
de uma mesma espécie, destacando a diversidade intrinseca existente na producdo desse
horménio nas plantas (Nawaz et al., 2016).

Nas plantas, a melatonina esta envolvida em multiplos processos fisioldgicos, incluindo
crescimento e fotossintese, ritmos bioldgicos, germinacdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas, além da osmorregulacdo (Tan et al., 2013). Sua sintese € induzida nos vegetais,
guando estes estdo expostos a estresses biodticos e abidticos, e tem um papel semelhante ao
horménio em varias espécies de plantas (Hardeland, 2016).

O modo de acdo da melatonina é ativado quando ocorre interagdo com outros fito-
horménios derivados do corismato, incluindo acido indol-3-acético e acido salicilico. Tendo
como principal funcdo a ativacdo do sistema antioxidante, a melatonina altera os niveis de
expressao génica de varios genes que atuam em diferentes mecanismos fisiolégicos (Tan et al.,
2013; Galano; Tan; Reiter, 2011).

2.3.3 Oxido nitrico

Em 1959, um artigo pioneiro mencionou o uso de 6xido nitrico (NO) na ciéncia das
plantas ao descrever sua influéncia em sementes de capim rastejante (Agrostis stolonifera L.)
em resposta a radiacdo. No entanto, desde entdo, o interesse no papel dos radicais de nitrogénio
na regulacdo do crescimento e desenvolvimento das plantas permaneceu em grande parte
estatico (Sparrman; Ehrenberg; Ehrenberg, 1959).

Foi somente em 1979 que a pesquisa avancgou significativamente com a publicacao de
um estudo inovador conduzido por Klepper, que investigou a formacdo de NO em células
vegetais, especificamente a liberacdo desse composto de folhas de soja tratadas com herbicida.
A partir da década de 1990, testemunhou-se um aumento progressivo no numero de publicagdes
cientificas dedicadas ao metabolismo e ao papel sinalizador do NO na biologia vegetal,
marcando um renascimento do interesse e da compreensdo dessa molécula importante.

Numerosos estudos destacaram a importancia de diferentes gasotransmissores no
desenvolvimento das plantas e em suas respostas aos estresses ambientais (Fang et al., 2021).
Entre esses compostos, o 6xido nitrico (NO), também conhecido como monoxido de nitrogénio

ou oOxido de nitrogénio, é uma molécula radical livre contendo um elétron desemparelhado
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(-NO), conferindo-lhe uma alta reatividade com outras espécies radicais e moléculas bioldgicas
(Lancaster, 2015).

Sua bioquimica estéa intrinsecamente ligada a formacéo de uma variedade de moléculas
conhecidas como espécies reativas de nitrogénio (RNS), amplamente estudadas devido ao seu
papel em processos fisioldgicos e patoldgicos nas plantas (Corpas et al., 2019). Pode-se citar a
formagao de cations nitrosoénio (NO+) e anions nitroxila (NO—), além de sua capacidade de
interagir com moléculas contendo elétrons desemparelhados ou ions de metais de transicéo
(Ciacka et al., 2022).

O NO ¢ gerado em diversos compartimentos subcelulares das plantas, incluindo
cloroplastos, citosol, mitocondrias e peroxissomos, demonstrando sua ampla distribuigdo.
Desde as primeiras investigacdes sobre seu papel nas plantas, a biossintese do NO tem sido
objeto de intenso estudo, com mdltiplas vias enzimaticas e nao enzimaticas identificadas como
responsaveis por sua producdo. No entanto, a atividade dessas vias é altamente dependente do
tipo de tecido vegetal, estagio de desenvolvimento da planta e condi¢cBes ambientais (Astier;
Gross; Durner, 2018).

2.3.4 Perdxido de hidrogénio

O perdxido de hidrogénio (H202) é uma espécie reativa de oxigénio (ERO) néo radical,
assim como o oxigénio singleto (*O,) e radicais livres como o &nion superoxido (027) e 0
radical hidroxila (*OH). Em contraste com outras EROs, o H>O: € relativamente estavel e sua
concentragdo na folha da planta varia em torno de 1 pmol por grama de peso fresco em
condicGes naturais. A producdo de H>O2 em células vegetais ocorre através de diversas rotas,
tanto enzimaticas quanto ndo enzimaticas, destacando seu papel essencial em processos redox
e respostas ao estresse oxidativo (Smirnoff; Arnaud, 2019).

As espécies reativas de oxigénio sdo consideradas subprodutos inevitaveis do
metabolismo aerobio que tém acompanhado a vida na Terra desde o aparecimento de
organismos fotossintéticos que envolvem oxigénio (Mittler et al., 2011). Plantas superiores,
portanto, evoluiram na presenca de ERO e adquiriram vias dedicadas para se proteger da
toxicidade, bem como para usar ROS como moléculas de sinalizacdo (Mignolet - Spruyt et al.,
2016).

O peroxido de hidrogénio € um composto geralmente encontrado na planta, durante o
ciclo de vida normal. No entanto, sabe-se que desempenha um papel vital na tolerdncia ao

estresse, atuando como um mensageiro secundario quando seu nivel se apresenta em baixa
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concentracdo (Farooq et al., 2017). Além disso, atua na sinalizagdo da regulacéo de enzimas
antioxidantes via sinalizagdo ABA (Saxena; Srikanth; Chen, 2016).

Embora o papel do peroxido de hidrogénio na resposta fisioldgica, sob condicdes de
estresse, ja tenha sido relatado (Saxena; Srikanth; Chen, 2016), a eficacia do H2O2 no
desencadeamento da tolerancia ao estresse em sementes ainda € inconclusiva. Uma ampla gama
de concentragfes de peroxido de hidrogénio ja fora utilizada e os resultados variaram entre as
espécies, bem como o método de aplicacdo. No entanto, nenhum dos trabalhos foi testada a
aplicacdo via condicionamento fisiologico e posterior efeito em diferentes condicGes de

estresse, como proposto neste estudo.
2.3.5 Quitosana

A quitina, um polimero abundante na natureza, superada apenas pela celulose, é
composta por unidades de N-acetil-D-glucosamina ligadas linearmente por ligagdes p-(1-4). A
quitosana, seu derivado, consiste em uma cadeia aleatéria de unidades de N-acetil-D-
glucosamina e D-glucosamina, unidas pelas mesmas ligagOes. A diferenciacdo entre quitina e
quitosana se baseia no grau de acetilacdo (DA), sendo a quitina mais de 50% acetilada, enquanto
a quitosana tem um percentual inferior a esse limite (Pandey; Verma; De, 2018).

A quitosana, embora menos comum na natureza em compara¢do com a quitina, pode
ser encontrada em alguns fungos. As amostras comerciais de quitosana foram
predominantemente produzidas por meio da desacetilacdo quimica da quitina extraida de fontes
de crustaceos (Ghormade; pathan; Deshpande, 2017).

Nos ultimos anos, a quitosana emergiu como um foco importante de estudos devido as
suas propriedades versateis e aplicaveis. Além de sua biocompatibilidade e capacidade de
degradacdo, sua atividade antimicrobiana tem despertado interesse em diversas areas. Da
administracdo de medicamentos a protecdo das plantas, a quitosana mostra-se promissora em
diferentes frentes de pesquisa, oferecendo solucdes inovadoras para desafios contemporaneos
(Chouhan; Mandal, 2021).

A pesquisa cientifica tem revelado que a aplicagdo de quitosana durante o processo de
germinacdo de sementes contribui para um notavel incremento nos teores de pigmentos
fotossintéticos, como clorofila a, clorofila b e clorofila total, além de aumentar a concentragéo
de proteinas soluveis. Essas descobertas apontam para o potencial da quitosana como um agente
promissor na promocdo do desenvolvimento vegetal e na melhoria da qualidade das culturas
agricolas (Li et al., 2019).
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O priming de sementes surge como uma estratégia promissora para melhorar a
germinacdo e o desenvolvimento inicial do milho, especialmente em condig¢des de estresse
abiotico. As diferentes abordagens de priming demonstram um potencial significativo em
promover tolerancia ao estresse e aumentar a produtividade das lavouras.

Com o continuo avango das pesquisas e 0 aprimoramento das técnicas, o uso de
sementes tratadas pode se tornar uma ferramenta essencial para mitigar os efeitos das
adversidades ambientais, contribuindo para a sustentabilidade e a eficiéncia na producao de

milho.
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CAPITULO 2

ANALISE FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE SEMENTES DE MILHO
CONDICIONADAS E SUBMETIDAS A ESTRESSE HIDRICO E SALINO

RESUMO

O estresse abidtico, como salinidade do solo e escassez de &gua, esta entre as restrigdes que
mais diminuem o rendimento dos cereais em todo o mundo. Estas restricbes desencadeiam a
producdo de espécies reativas de oxigénio, que podem desestabilizar o equilibrio redox das
células. Neste contexto, o condicionamento fisioldgico de sementes esta se tornando cada vez
mais popular na inducdo de tolerancia ao estresse, devido a sua simplicidade, seguranga e custo
reduzido. Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do condicionamento
fisiol6gico de sementes na presenca de moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a
deficiéncia hidrica e alta concentracéo de sais durante os processos de germinacdo de sementes
e desenvolvimento de plantulas de milho, por meio de avaliagdes de caracteristicas fisioldgicas
e atividade de enzimas. O delineamento foi inteiramente casualizado, com quatro repeticdes,
em esquema fatorial 6x3x3, sendo cinco solugdes condicionantes e um tratamento sem
condicionamento, duas condicGes de estresse e uma condi¢do normal de germinacéo, utilizando
trés cultivares. As sementes dos trés materiais foram condicionadas em solucGes de acido
indolacético, melatonina, nitroprussiato de soédio, perdxido de hidrogénio e quitosana.
Posteriormente, as sementes foram submetidas a diferentes condi¢cdes de germinacdo: agua
destilada, solucdo de NaCl e PEG. Foram avaliados os teores de agua, germinacdo, vigor,
plantulas anormais, desenvolvimento de plantulas por analise de imagem, peroxidacéo lipidica,
perdxido de hidrogénio e a atividade das enzimas do sistema antioxidante. As médias foram
submetidas a andlise de variancia e, quando significativas, foram aplicados os testes de médias.
Ao empregar peroxido de hidrogénio e &cido indol-3-acético como solucdo de
condicionamento, percebe-se uma significativa melhoria na qualidade das sementes de milho
sob estresse hidrico e salino. O condicionamento fisioldgico das sementes, mesmo em cenarios
propicios ao crescimento das plantas, demonstra sua eficacia. Isso se traduz em um aumento da
germinacdo e vigor das sementes, na diminuicdo de plantulas anormais, na reducdo da
concentracdo de H20O> e peroxidagéo lipidica, bem como no aumento da atividade enzimatica.
Portanto, essa abordagem se mostra vital para assegurar o estabelecimento da lavoura e
impulsionar a produtividade agricola frente aos desafios apresentados pelas mudancas
climaticas e pela pressdo ambiental.

Palavras-chave: acido indolacético; melatonina; Oxido nitrico; perdxido de hidrogénio;
quitosana; Zea mays L.
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ABSTRACT

Abiotic stress, such as soil salinity and water scarcity, is among the primary constraints that
reduce cereal yields worldwide. These constraints trigger the production of reactive oxygen
species, which can destabilize the redox balance of cells. In this context, seed priming is
becoming increasingly popular for inducing stress tolerance due to its simplicity, safety, and
low cost. Therefore, the objective of this study was to evaluate the efficiency of seed priming
in the presence of signaling molecules for inducing tolerance to water deficiency and high salt
concentration during seed germination and maize seedling development by evaluating
physiological characteristics and enzyme activity. The design was completely randomized, with
four replications, in a 6x3x3 factorial scheme, with five priming solutions and one non-priming
treatment, two stress conditions, and one normal germination condition, using three cultivars.
The seeds of the three materials were primed in solutions of indoleacetic acid, melatonin,
sodium nitroprusside, hydrogen peroxide, and chitosan. Subsequently, the seeds were subjected
to different germination conditions: distilled water, NaCl solution, and PEG. Water content,
germination, vigor, abnormal seedlings, seedling development by image analysis, lipid
peroxidation, hydrogen peroxide, and the activity of antioxidant system enzymes were
evaluated. Means were subjected to analysis of variance, and when significant, mean tests were
applied. When using hydrogen peroxide and indole-3-acetic acid as priming solutions, a
significant improvement in the quality of maize seeds under water and salt stress was observed.
Seed priming, even under favorable plant growth conditions, demonstrates its effectiveness.
This translates into increased germination and seed vigor, reduced abnormal seedlings,
decreased H.O> concentration and lipid peroxidation, and increased enzyme activity. Therefore,
this approach proves vital for ensuring crop establishment and boosting agricultural
productivity in the face of challenges presented by climate change and environmental pressure.

Keywords: indoleacetic acid; melatonin; nitric oxide; hydrogen peroxide; chitosan; Zea mays
L.
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1 INTRODUCAO

As sementes enfrentam desafios consideraveis durante seu processo de germinacdo e
estabelecimento. A capacidade de germinar sob condicGes desfavoraveis ndo apenas influencia
a sobrevivéncia individual da planta, mas também sua capacidade de competir com outras
espécies e se adaptar a ambientes variaveis. E essa plasticidade e resiliéncia que garantem a
continuidade das comunidades vegetais em diversos ecossistemas (Khatami; Sedghi; Sharifi,
2015).

No caso especifico do milho, os estresses abioticos exercem um impacto especialmente
significativo em seu desenvolvimento. A escassez de agua e salinidade do solo desviam a
energia da planta dos processos de crescimento normais para mecanismos de defesa. Como
consequéncia, ocorre uma reducdo notavel no rendimento da cultura (Munns; Gilliham, 2015).

Os mecanismos de resposta das plantas a salinidade e a seca sugerem que ambos 0s
estresses podem ser interpretados como uma privacdo de &gua. Essa informacdo destaca a
importancia da dgua para as plantas. A capacidade das plantas de enfrentar esses estresses esta
intrinsecamente ligada a sua habilidade de regular o equilibrio hidrico e de adaptar seus
processos fisiologicos as condigdes ambientais adversas (Aderaldo et al., 2020).

Um dos principais efeitos dos estresses abidticos € a indugdo da producdo de espécies
reativas de oxigénio, que tém potencial para danificar os componentes celulares das plantas.
Esse dano pode comprometer a integridade das membranas celulares, interferir na atividade de
enzimas e até mesmo afetar o material genético das células, comprometendo assim o
crescimento e o desenvolvimento saudavel das plantulas (Yu et al., 2015).

Diversas estratégias tém sido desenvolvidas para conferir tolerdncia a diferentes
estresses, priorizando a simplicidade, economia e adocdo pelos agricultores. Neste contexto,
destaca-se o condicionamento fisiologico de sementes, um método eficaz que induz um estado
fisiolégico especifico por meio de tratamentos pré-germinativos. Essa abordagem facilita a
ativacdo rapida das respostas de defesa das plantas (JIsha; Vijayakumari; Puthur, 2013).

Diante disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do condicionamento
fisiologico de sementes na presenga de moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a
deficiéncia hidrica e alta concentragdo de sais durante os processos de germinacdo de sementes
e desenvolvimento de plantulas de milho, por meio de avaliacdes de caracteristicas fisioldgicas

e atividade de enzimas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio Central de Pesquisa em Sementes (LCPS)
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG em 2021. Foram
utilizadas sementes de milho do hibrido GNHSEX2 e seus genitores, L101 e L102 pertencentes
ao programa de melhoramento genético de milho da UFLA. As sementes foram adquiridas na
safra 2017/2018 e armazenadas em cdmara fria sob condic¢Ges 6timas de umidade e temperatura
até a montagem do experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 6 x 3 x 3, sendo cinco solugGes condicionantes e um tratamento
sem condicionamento, duas condi¢Oes de estresse e uma condi¢do normal de germinacéo, trés
cultivares (Figura 1). As médias foram submetidas a analise de variancia e, quando

significativas, foram aplicados os testes de médias.

Figura 1 — Esquema fatorial utilizado no ensaio.

Hibrido
Estresse hidrico L 101
Perdxido de hidrogénio Estresse Salino L 102
Acido indolacético Sem estresse
Melatonina
Oxido Nitrico
Quitosana
Sem condicionamento

Fonte: Da autora (2024).

2.1 Analise fisioldgica

A qualidade inicial dos lotes de sementes foi determinada por meio da avaliagéo do teor
de &gua, pelo método da estufa a 105 °C e por testes de germinacdo e vigor, conforme
estabelecido nas Regras para Anélise de Sementes - RAS (Brasil, 2009).

Foi levantada a quantidade de sementes necessarias para a montagem dos testes. O peso

de mil gréos de cada material foi aferido para distribuir de forma igualitaria, aproximadamente
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70 g de semente nos erlenmeyers contendo 400 mL de solugdo. Esses valores foram
padronizados através de testes que verificaram o movimento das sementes, sem haver
extravasamento da solucdo no erlenmeyer de 500 mL.

As sementes de milho foram lavadas em &gua corrente para eliminar o tratamento
quimico e ndo influenciar no condicionamento fisiologico. Depois dos preparos iniciais, as
sementes foram submetidas ao processo de condicionamento, em solucdes aeradas de acido
indolacético (0,1 mM), perdéxido de hidrogénio (0,1 mM), quitosana (0,75 mM), melatonina
(ImM) e solucdo doadora de Oxido nitrico - nitroprussiato de sédio (0,1 mM), em BOD
adaptada a temperatura de 24 °C, por periodo de 24 horas (Pallaoro et al., 2016).

Apos o condicionamento, as sementes foram lavadas em &gua corrente e 0 excesso de
agua foi removido em papel toalha. As sementes foram secadas por 48 horas, em estufa com
circulacdo forcada de ar sem aquecimento. Apés esse periodo, a estufa foi regulada para 25 °C
e as sementes sem condicionamento também foram colocadas na estufa, a fim de uniformizar
o teor de &gua entre as sementes de todos os tratamentos.

O teor de agua das sementes foi avaliado novamente apds o condicionamento fisioldgico
e apos a secagem das sementes, pelo método da estufa a 105 °C (Brasil, 2009). Os resultados
foram apresentados em porcentagem com base na massa Umida.

As sementes condicionadas e ndo condicionadas (controle), foram submetidas a
diferentes condicdes de germinagdo: condicdo sem estresse (4gua destilada), condicdo de
estresse salino (solucéo de NaCl, concentragdo de -0,8 MPa, equivalente a 10,472 g L) (Aradjo
et al., 2013) e condicdo de restricdo hidrica (induzida por solucdo de polietilenoglicol 6000
(PEG) (-0,6 Mpa, equivalente a 223,66 g L) (Abreu et al., 2014).

No teste de germinacédo foram utilizadas quatro repeticdes de 50 sementes. A semeadura
foi realizada sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha, as quais
foram umedecidas com volume de solucdo contendo as referidas solugdes, equivalente a 2,5
vezes 0 peso seco do papel. Permaneceram em germinador tipo Mangelsdorf regulado a
temperatura de 25 °C, com luz continua e a primeira contagem foi realizada aos 4 dias e a
contagem final aos 7 dias apds a semeadura juntamente com namero de plantulas anormais
(Brasil, 2009).

Para a analise de imagens de plantulas, foram utilizadas 25 sementes por tratamento. A
semeadura foi realizada nas mesmas condi¢des do teste de germinacdo. As imagens das
plantulas foram obtidas aos 4 dias ap6s a montagem do teste, equivalente ao periodo de primeira

contagem de germinacdo para a cultura do milho (Brasil, 2009).
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Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versdo S800, composto
por um maddulo de captacao que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliacdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuragdo da analise foi utilizada a calibragdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
dimensdo “a” e dimensdo “b”. Depois da calibragdo da cor do fundo foi feita a anélise das
imagens e extraido valores de comprimento da raiz primaria, comprimento de parte aérea,
largura média da raiz primaria, comprimento total da plantula e a razdo do comprimento da raiz

pelo comprimento da parte aérea.
2.2 Andlise bioguimica

As plantulas da primeira contagem de germinacdo, descrito na metodologia acima,
foram separadas e submetidas as analises bioquimicas. Para conservar os tecidos e paralisar as
atividades metabolicas até o momento da extracdo enzimatica, ndo prejudicando assim o
resultado, as plantulas foram armazenadas em Deep Freezer sob -80 °C.

Para a extracao das enzimas antioxidantes, 200 mg de massa fresca das plantulas foram
macerados em nitrogénio liquido com uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e
depositados em eppendorf. Foram homogeneizados em 1,5 mL do tampé&o de extragdo contendo
375uL de fosfato de potassio (100 mM), 15 uL. de EDTA (0,1 mM), 75 uL de acido ascorbico
(10 mM) e 1035 pL de dgua destilada. Os homogeneizados foram centrifugados a 10.000 rpm
por 10 minutos, a 4 °C, coletando-se 0s sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme
apresentado por Biemelt, Keetman e Albrecht, (1998).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi mensurada apds pipetar 9 pl da amostra de
trabalho na microplaca de microtitulagdo e adicionar como tampao de incubagdo, 90 pL de
solucdo de fosfato de potassio (200 mM pH 7,0) e 72 puL de 4gua. Foi adicionado 9 pL de
solucdo de peroxido de hidrogénio (250 mM) pouco antes da leitura, com solucéo feita no dia,
uma vez que, a reacao foi iniciada pela adigdo do H.0; (= 36 mM™ cm™). A atividade da CAT
foi determinada pelo decréscimo dos valores em absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos,
por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio (Havir; Mchale, 1987).
Uma unidade de CAT ¢ definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol
min de H20,.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi analisada pela adigao de 9 plL da amostra
de trabalho, 90 uL de fosfato de potassio (200 mM pH 7,0), 9 uL de &cido ascorbico (10 mM)

e 63 uL de agua. Sobre essa mistura foi adicionado 9 pL de perdxido de hidrogénio (2 mM) na
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hora da leitura. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminuicdo da
absorbancia do ascorbato (g = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada 15 segundos durante 3 minutos
(Nakano; Asada, 1981). Uma unidade de APX é definida pela quantidade de enzima que oxida
1 umol min de &cido ascorbico.

A atuacdo da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade de a enzima
inibir a reducdo fotoquimica do tetrazolio nitroazul (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). Para tal, 10 uL da amostra de trabalho foi pipetado na microplaca de microtitulacdo e
adicionado 190 pL do tampao de incubagao, contendo 100 uL. de fosfato de potassio (100 mM
pH 7,0), 40 puL de metionina (70 mM), 3 uL. de EDTA (10 mM), 30 pL de 4gua, 15 uL de NBT
(1 mM) e 2 pL de riboflavina (0,2 mM). Sendo os dois tltimos reagentes adicionados no escuro
e em seguida, a placa foi colocada em cadmara de iluminacdo com lampada fluorescente de 20W
por 7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm no Elisa. Uma unidade de SOD ¢é definida pela
quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do NBT.

Para a extracdo de H>O> e peroxidacdo lipidica, 200 mg de massa fresca das plantulas
foram macerados em nitrogénio liquido com uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Foram transferidos para eppendorf e homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacético
(TCA) a 0,1%. Os homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, a 4 °C
e, posteriormente, o sobrenadante coletado para realizagdo das andlises (Baryla et al., 2000).

A avaliagdo da peroxidacdo lipidica foi realizada mediante a quantificacdo do
malondialdeido (MDA), que é produzido pela reacdo de acido tiobarbiturico (TBA) conforme
método TBARS proposto por Buege (1978). Do eppendorf de extracdo, foi retirada uma
aliquota de 125 uL da amostra de trabalho e pipetada em triplicata em outros eppendorfs. Foram
adicionados 250 pL do meio de reacdo de acido tiobarbitarico 0,5% (TBA) e acido
tricloroacético 10% (TCA). A mistura foi aquecida em banho-maria a 95 °C durante 30 minutos
e depois rapidamente resfriada em um banho de gelo para paralisar a reacdo. Posteriormente,
foram pipetados 180 pL do composto em microplaca de microtitulagdo e feita a leitura de
absorbancia a 535 nm e a 600 nm. A concentracdo do MDA foi calculada utilizando o
coeficiente de exting¢éo de 155 mM™ cm™,

Para a quantificagdo do peroxido de hidrogénio (H202) uma aliquota de 45 pL do
sobrenadante da amostra de trabalho foram adicionados, com 45 plL do tampao fosfato de
potassio (10 mM pH 7,0) e 90 uL de iodeto de potassio (1 M). Depois, realizou-se a leitura em
espectrofotémetro a 390 nm. A concentragdo de perdxido de hidrogénio ¢ expressa em umol de

H20, g de massa fresca (Velikova; Yordanov; Edreva, 2000).
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Para as analises enzimaéticas, foi utilizado o mesmo delineamento e esquema, porém
com trés repeticOes. Ressalta-se que cada repeticéo foi feita em duplicata durante as analises.
A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo software R®, as médias foram

submetidas a andlise de variancia e, quando significativas, aplicou-se teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na anélise inicial de dados, houve interagdo estatistica entre as solu¢des condicionantes,
0s materiais testados e a presenca ou auséncia de secagem das sementes (Figura 2). Apo6s o
condicionamento fisiologico, observou-se um aumento médio de trés vezes no teor de agua em
comparacdo com o controle (SC). As sementes embeberam, aproximadamente, a mesma
quantidade de solucdo por material. No entanto, a linhagem 1 (L1) embebeu mais agua que o
hibrido e a linhagem 2 (L2). Além disso, para este material, as sementes condicionadas com

oxido nitrico (ON) se diferiram das demais.

Figura 2 — Teor de agua de sementes de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2), submetidos
ao condicionamento fisiologico nas solugdes de é&cido indolacético (AlA),
melatonina (MEL), oxido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER), quitosana
(QUIT) e sem condicionante (SC), antes e apds a secagem. Lavras, 2024,

. Antes da secagem Apds a secagem

Hibrido L2

Teor de Agua (%)

AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solug¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
de secagem, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

O condicionamento fisioldgico permite que até mesmo as sementes menos vigorosas
atinjam atividade metabdlica adequada para germinacgdo. Durante esse processo, a embebicéo
das sementes permite que elas absorvam &gua e alcancem um equilibrio com o potencial hidrico

estabelecido pelo agente condicionante, nivelando diferencas de vigor. Uma vez atingido este
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equilibrio, as sementes podem ser secas para alcancar umidade ideal para armazenamento. Essa
estabilizacdo do teor de umidade mantém a ativagdo metabdlica adquirida durante a embebicéo,
sem perder as vantagens do processo de condicionamento (Bonome et al., 2017; Wojtyla et al.,
2016).

Os dados de vigor foram analisados considerando a primeira contagem de germinacéo
aos quatro dias, conforme mostrado na Figura 3, evidenciando as disparidades entre os fatores
em andlise. Em condicdes desprovidas de estresse, o hibrido exibiu um vigor superior em

relacdo as linhagens, sendo que a L1 apresentou o segundo melhor desempenho.

Figura 3 — Porcentagem de germinagdo na primeira contagem de germinagdo de sementes de
trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento
fisiologico nas solucbes de &cido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido
nitrico (ON), peroxido de hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante
(SC), e analisados em condi¢do normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras,
2024,

Estresse . Controle Hidrico Salino

Hibrido L1 L2
—_ ] 42, as

AlA MEL OM PER QUIT SC AlA MEL OMN PER QUIT SC AlA MEL OM PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

As substancias mantiveram ou melhoraram as condicdes de vigor dos lotes de sementes
em comparagdo com tratamento sem condicionante (SC), principalmente o PER, com bons

resultados em todos os materiais. Todavia, 0s estresses afetaram negativamente o vigor de todos
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os materiais. O &cido indolacético (AlA) foi o melhor condicionante para a condicéo de déficit
hidrico no hibrido.

Os resultados obtidos estdo alinhados com os estudos conduzidos por Abbasi et al.
(2015) e Liu et al. (2016), os quais descreveram que 0 estresse provocou uma diminuicao
significativa no vigor das plantas de milho e algod&o. Essa concordancia é também destacada
por Faooq et al. (2015), que sugeriram que a reducdo do vigor da planta em resposta ao estresse
salino pode ser atribuida a diminuic@o do potencial osmotico ou a presenca de ions toxicos no
ambiente.

O condicionamento com fitohormdnios € reconhecido como uma estratégia eficaz para
atenuar os estresses. O acido indol-3-acético (AlA), por exemplo, estimula a divisdo celular, as
atividades fotossintéticas e a translocacgéo de carboidratos, resultando na promocéo da formacéo
de raizes laterais, no estimulo a floracéo e no estabelecimento robusto do estande (Rhaman et
al., 2020).

A mesma tendéncia dos resultados de vigor em relagéo ao controle foi observada para
germinacao (Figura 4). No que diz respeito ao hibrido, o AIA confirmou ser a melhor substancia
a ser utilizada em condicgdes de restricdo hidrica. Além disso, as substancias ajudaram na
amenizacgéo dos danos causados pela condigéo de estresse salino, com excecdo da QUIT. Para
L1, as substancias empregaram efeito positivo na germinacdo em comparagdo com o SC na
condicéo de controle e 0 PER mitigou parcialmente os efeitos do estresse salino nas sementes.
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Figura 4 — Porcentagem de germinacgdo de sementes de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢cdo normal
(controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solugdes condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Os estudos realizados por Igbal e Ashraf (2013) demonstraram que o priming de
sementes com AIA e precursores mostrou ser eficaz na reducdo das perdas de rendimento de
grdos e na taxa de assimilacdo em resposta ao estresse salino em variedades de trigo de
primavera.

O AIA sintetizado por microrganismos também tém demonstrado efeitos na fisiologia
de sementes, onde a inoculagdo de sementes de milho com a cepa Mixta theicola SAR isolada
das raizes de Solenostemma argel (Hayne), obteve um impacto significativo na germinacao e
vigor das sementes, no alongamento das raizes, bem como nas biomassas frescas e secas
(Hagaggi; Mohamed, 2020).

Além do destaque do AIA, podemos observar os beneficios do condicionamento com
PER. O papel do perdxido de hidrogénio como sinalizador € crucial em processos vegetais,
incluindo adaptacéo ao estresse, defesa antioxidante, comportamento estomatico, producdo de

fitoalexinas, regulacédo do ciclo celular e fotossintese. Estudos recentes destacam que o priming
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com H20. pode aumentar a tolerancia ao estresse abiotico durante a germinacéo de sementes,
regulando a desintoxicagdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e influenciando multiplas
vias de resposta ao estresse e expressao génica (Hossain et al., 2015).

Paralelamente, os resultados de plantulas anormais seguem o inverso da ultima figura.
Analisando os materiais, o hibrido apresentou a menor taxa de plantulas anormais para o
estresse salino e a L2 exibiu esta tendéncia para o estresse hidrico, neste caso, devido a morte
das sementes (Figura 5).

Figura 5 — Porcentagem de plantulas anormais de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisiologico nas solucBes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

As moléculas de MEL, ON e PER propiciaram a reducdo de estruturas essenciais
danificadas e deformadas em condicdes de estresse salino no hibrido. A L1 foi o material que
mais obteve resultados satisfatorios com a aplicacdo das substancias condicionantes. Houve
beneficio unanime para o controle e destaque do PER perante o estresse salino.

As espécies de plantas, o tipo e concentracdo do agente condicionante e a duracdo da

imersdo, sdo fatores que afetam os efeitos do priming. Além disso, a qualidade inicial da
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semente é um fator determinante para os resultados do condicionamento fisiolégico (Eshkab;
Harris, 2020).

Su et al. (2021) observaram que nao houve beneficios significativos com o priming nas
sementes de milho, especialmente as de baixo vigor. A investigacdo revelou que o mecanismo
subjacente as respostas ao priming varia conforme o nivel de vigor, sugerindo que a qualidade
fisiologica inicial e as condigdes de tratamento podem afetar a eficacia do condicionamento em
sementes de milho.

Correlacionando os dados de germinacdo com o0s outros atributos avaliados, denota-se
a convergéncia de resultados. O hibrido e L1 apresentaram maiores estruturas morfologicas em
comparacgdo com a L2. A restri¢do hidrica e o excesso de sal afetaram o desenvolvimento da
raiz primaria.

Figura 6 — Comprimento da raiz primaria de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisiol6gico nas solucbes de &cido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peréxido de hidrogénio (PER),

quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Substancia Condicionante

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
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A salinidade tem o potencial de impactar a germinacdo das sementes e as partes
morfolégicas das plantas devido a dois principais mecanismos. Primeiramente, ela pode reduzir
0 potencial osmotico em torno da semente, dificultando a absorcdo de dgua. Além disso, a
presenca de ions como Na* e CI pode exercer efeitos toxicos diretos sobre as sementes durante
0 processo de germinacdo (Jisha; Vijayakumari; Puthur, 2013).

Para o hibrido, as moléculas proporcionaram diferencas positivas na auséncia de
estresse, principalmente a QUIT. Com a exposi¢cdo das sementes ao estresse hidrico, pode-se
verificar bons resultados com o uso de AIA. As moléculas também melhoraram os aspectos
morfolégicos das linhagens para o controle, com ressalva da MEL na L1 e QUIT na L2.

De acordo com Khatami, Sedghi e Sharifi, (2015), a deficiéncia hidrica afetou as
caracteristicas fisiolégicas do milho. Porém, o priming hormonal em condi¢cdes de seca
moderada e 0 osmopriming em situacdes de seca severa destacaram-se como 0s tratamentos
mais eficazes para melhorar os atributos das sementes, incluindo volume da radicula.

Os resultados observados corroboram com a disposicdo apresentada na figura 7,
fortalecendo o equilibrio entre o desenvolvimento da raiz e da parte aérea da planta. O estudo
de Vibhuti, Bargali e Bargali (2015) destacou que o estresse hidrico teve um impacto
significativo na altura das plantas de vérias variedades de arroz. Tanto o crescimento da parte
aerea quanto o desenvolvimento das raizes foram afetados, com comprimentos maximos

observados em condi¢des controladas e minimos em niveis mais elevados de estresse hidrico.
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Figura 7 — Comprimento total da plantula de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solucdes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), oxido nitrico (ON), perdéxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024,
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Substdncia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, mailscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Os componentes, comprimento do coledptilo e largura da raiz priméaria, ndo
apresentaram interagéo tripla dos fatores. Logo, foi analisada a interacdo significativa entre
material e estresse, e condicionamento e estresse (Tabela 1). Os estresses exerceram impacto
sobre esses caracteres, com o comprimento do coledptilo sendo beneficiado pelo incremento de
substancias durante o condicionamento sob condi¢des normais de germinacgéo, destacando-se a
resposta superior do hibrido.

Na condi¢éo de estresse hidrico, o &cido indolacético (AlA) destacou-se na largura das
raizes. Entretanto, no estresse salino, os valores de ON e PER n&o apresentaram diferencas
significativas em relagdo ao controle. Observou-se também que o hibrido demonstrou um

desempenho superior nesse carater, evidenciando sua adaptabilidade em condicdes adversas.
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Tabela 1 — Comprimento do coledptilo e largura da raiz priméaria de trés materiais de milho
(Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solucdes de
acido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.

Substancia Coleodptilo Largura da Raiz

Controle Hidrico Salino Controle Hidrico Salino
AlA 4,5 Aa 0,4 Ab 0,63 Ab 0,1 Aa 0,1Ba 0,1 Ba
MEL 4,5 Aa 0,0 Ab 0,34 Ab 0,1 Aa 0,0 Cb 0,1 Ba
ON 4,6 Aa 0,0 Ac 0,55 Ab 0,1 Aa 0,0 Bb 0,1 Aa
PER 4,7 Aa 0,0 Ab 0,50 Ab 0,1 Aa 0,0 Bb 0,1 Aa
QUIT 5,0 Aa 0,0 Ab 0,53 Ab 0,2 Aa 0,0 Cb 0,1 Ba
SC 3,4 Ba 0,0 Ab 0,27 Ab 0,1 Aa 0,0Cb 0,1 Ba
Hibrido 5,4 Aa 0,2 Ac 1,03 Ab 0,2 Aa 0,0 Ba 0,2 Aa
L1 4,5 Ba 0,0 Ab 0,25 Bb 0,2 Aa 0,0 Cb 0,1 Bb
L2 3,4 Ca 0,0 Ab 0,12 Bb 0,1 Ab 0,0 Cb 0,0 Bc

CV (%) 41,7 56,8

Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula entre solu¢es condicionantes ou material e mindscula
entre condigdes estressantes, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Adbhikari, Olorunwa e Barickman (2022) também encontraram implicacdes eficazes nos
valores de massa fresca e seca dos cotilédones, hipocotilos e radiculas de alface, com o uso do
hidrocondicionamento. A justificativa da resposta positiva do método mesmo sob estresse
salino é explicada pelo efeito estimulador do priming na mediacao da divisao celular no estagio
inicial de germinacdo. Esse processo contribui para a reducdo da producdo de espécies reativas
de oxigénio, amenizando os efeitos do estresse oxidativo sobre as plantas.

O acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROs) nas plantas, como o radical
hidroxila (*OH), perdxido de hidrogénio (H202) e &nion superdxido (O2 «—), representa um dos
principais indicadores fisioldgicos do estresse abiotico. A elevada concentracdo dessas espécies
reativas tem efeitos prejudiciais sobre a estrutura e funcéo celular. Além disso, a presenca
aumentada de malondialdeido (MDA) nos tecidos vegetais, resultante da peroxidacao lipidica,
em ambientes secos e salinos, indica danos oxidativos que comprometem a integridade das
membranas celulares (Demidchik et al., 2014; Shah et al., 2021).

Ao investigar a quantificacdo do perdxido de hidrogénio nas plantulas advindas do teste
de germinacéo, observou-se que a L1 foi o material que mais respondeu ao condicionamento
fisiologico (Figura 8). E importante ressaltar que as sementes da L2 ja apresentavam sinais de

deterioracdo antes dos ensaios, o que influenciou nos resultados obtidos neste estudo. Essa
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constatacdo destaca a importancia da qualidade inicial das sementes no sucesso do

condicionamento fisiolégico e no desenvolvimento das plantulas.

Figura 8 — Quantificacdo de peroxido de hidrogénio em plantulas de trés materiais de milho
(Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solucbes de
acido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6éxido nitrico (ON), perdxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solug¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

A medida que as sementes envelhecem, sua vitalidade diminui gradualmente, tornando-
as mais vulneraveis ao estresse durante o processo de germinacdo, que engloba a fase entre a
embebicdo e a emergéncia da radicula. Em alguns casos, a oxidacao dos tecidos esté elevada e
a atividade enzimaética esta reduzida devido a deterioracdo das sementes, resultando na
ineficacia dos mecanismos de defesa (Bewley et al., 2013).

O AIA e MEL propiciaram reducdo do nivel de peréxido nas plantulas dos trés
materiais, em pelo menos uma condi¢do de germinagdo. O uso de ON se destacou na L2, assim
como a QUIT cumpriu seu papel, quando agregada as sementes do hibrido e L1.

Em condi¢bes experimentais, Chen et al. (2018) demonstraram uma significativa

inibicdo da inducdo do contetdo enddgeno de H:O» desencadeado pela melatonina. Esta
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observacdo foi realizada através de andlise de fluorescéncia e espectrofotometria, destacando o
papel desses compostos na regulacdo dos niveis de H2O2 em resposta a melatonina.

Ap0s a analise do componente prejudicial peréxido de hidrogénio, a quantificaco de
malondialdeido revelou que os estresses prejudicaram a integridade da membrana na auséncia
de condicionamento, demonstrado pelo aumento de MDA, mas as substancias aplicadas
conseguiram atenuar esses efeitos adversos.

No hibrido, todas as moléculas ajudaram a evitar o estresse oxidativo, principalmente
MEL e ON. Na L1, o ON e PER cumpriram com seus papéis perante o estresse hidrico. Por
fim, a L2 também obteve vantagens com a utilizagdo das moléculas aplicadas no estresse
hidrico (Figura 9).

Figura 9 — Quantificacdo de malondialdeido em plantulas de trés materiais de milho (Hibrido,
L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisiolégico nas solucBes de é&cido
indolacético (AlIA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peréxido de hidrogénio
(PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condicdo
normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢fes condicionantes e minascula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
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A presenca de perdxido de hidrogénio e malondialdeido reduziu comumente no hibrido
associado ao AIA, MEL e QUIT no estresse hidrico. Em L1, também foi evidenciado no
controle com MEL. Em L2, no estresse hidrico com AIA, MEL e ON (Figura 8 e 9).

Lalarukh e Shahbaz (2020) observaram discrepancias na quantificacdo de MDA e H20-
entre as variedades de girassol tratadas com a-Tocoferol (vitamina E), tanto em condigdes de
estresse salino quanto em condicGes ndo estressadas. Essas diferencgas destacam a complexidade
das respostas antioxidantes das plantas, que podem variar significativamente dependendo das
condi¢des ambientais e dos tratamentos aplicados.

O aumento acentuado de ascorbato peroxidase nas condicdes de estresse, sem a
utilizacdo de priming, demonstra que, ao ser submetida a uma condi¢do instavel, a planta

procura ferramentas para enfrentar as adversidades (Figura 10).

Figura 10 — Quantificacdo de ascorbato peroxidase em plantulas de trés materiais de milho
(Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de
acido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peréxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solug¢des condicionantes e mintscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
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A combinacdo das figuras anteriores com os dados encontrados para APX, confirma a
expressao da enzima na linhagem 1 tratada com AIA, MEL e ON, e na linhagem 2 tratada com
AlA, MEL e PER, ambas na condi¢do normal. Este efeito combinado evidencia que a presenca
da APX nos tratamentos reduziu os niveis de peréxido de hidrogénio e malondialdeido.

Os beneficios foram encontrados no teste de germinacéo, comprimento da raiz primaria
e comprimento total da planta. Também houve favorecimento da L2 tratada com MEL e
submetida ao estresse salino. Existiram outros aspectos positivos da APX, mas nao corroboram
com os dados encontrados acima.

Em uma pesquisa conduzida por Saedipour (2016), foi observado que a aplicagéo
exogena de AIA resultou em um aumento na atividade do &cido ascorbico e da ascorbato
oxidase em plantas submetidas a estresse salino. O acido ascorbico é um elemento fundamental
no ciclo ascorbato-glutationa, desempenhando um papel de protecdo contra espécies reativas
de oxigénio (EROs).

A APX é comum em organismos fotossintéticos. Em contraste com os animais, onde 0
ascorbato tem um papel secundario na remogédo de H>O,, as plantas podem acumular altas
concentracdes de ascorbato nos tecidos fotossintéticos. Ela possui varias isoformas e estdo
presentes em todos os compartimentos subcelulares. Estudos mostram que a superexpressao de
peroxidases, especialmente APX, pode aumentar a resisténcia ao estresse em plantas (Maruta
et al., 2016, Smirnoff; Arnaud, 2019).

Assim como a APX, o pico da catalase nas condicdes de estresse, sem a utilizacdo de
priming, € um sinal fisiologico instantdneo da planta que ativa seu sistema antioxidante para se
defender (Figura 11).
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Figura 11 — Quantificacéo de catalase em plantulas de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugbes de é&cido
indolacético (AlA), melatonina (MEL), oxido nitrico (ON), peroxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Associando as informacdes das figuras anteriores com os dados encontrados para CAT,
houve a expressdo da enzima com o tratamento de QUIT no hibrido em condi¢éo normal, na
linhagem 1 com PER sob estresse hidrico e salino, e na linhagem 2 com PER sob controle. Os
beneficios foram encontrados no teste de germinacdo, comprimento da raiz priméaria e
comprimento total da planta. Existiram outros aspectos positivos da CAT, mas nao corroboram
com os dados encontrados acima.

A catalase é abundantemente encontrada nos peroxissomas. Esta alta concentracéo pode
ser necessaria devido a baixa afinidade da catalase pelo H2O2. No entanto, a catalase € ideal
para a remocdo eficiente de grandes quantidades de espécies reativas de oxigénio sem perturbar
0 estado redox celular, destacando seu papel crucial na protecéo contra danos oxidativos e na
manutencg&o do equilibrio redox intracelular (Smirnoff; Arnaud, 2019).

A enzima superoxido dismutase (SOD) desempenha um papel crucial como a primeira

linha de defesa contra o estresse oxidativo, convertendo o anion superéxido em H20,. Estudos
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em glicdfitas revelaram uma correlagdo varidvel entre o estresse salino e a atividade da SOD,
demonstrando a complexidade das respostas das plantas ao estresse e a importancia da
regulacao das enzimas antioxidantes para a sua adaptacédo (Srinieng; Saisavoey; Karnchanatat,
2015).

Nesta pesquisa, houve a expressdo da enzima SOD no tratamento com ON no hibrido
em condicdo de estresse salino e na linhagem 1 com QUIT sob estresse hidrico. Da mesma
forma, na linhagem 2 com MEL na condicédo controle e, MEL e PER sob estresse salino. Os
beneficios foram encontrados no teste de germinacdo, comprimento da raiz primaria e
comprimento total da planta. Existiram outros aspectos positivos da SOD, mas n&o corroboram

com os dados encontrados acima (Figura 12).

Figura 12 — Quantificacdo de superoxido dismutase em plantulas de trés materiais de milho
(Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de
acido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peréxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

O uso do condicionamento de sementes com substancias sinalizadoras oferece a

possibilidade de promover uma germinacdo e estabelecimento de plantulas sincronizadas,
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rapidas e flexiveis, resultando em maior resisténcia a varios estresses e uma maior capacidade
de sobrevivéncia das plantas em ambientes desafiadores. Este estudo confirmou a eficécia da

técnica e sugere novas oportunidades para pesquisas adicionais na area.
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo de peroxido de hidrogénio e acido indol-3-acético via condicionamento
fisioldgico resulta em um significativo incremento na qualidade fisioldgica das sementes de
milho, submetidas ao estresse hidrico e salino.

O condicionamento fisiologico das sementes, mesmo em condi¢fes favoraveis ao
crescimento das plantas, apresenta maior uniformidade dos parametros germinativos.

O condicionamento fisiologico de sementes de milho, na presenca de moléculas
sinalizadoras para a inducéo de tolerancia a deficiéncia hidrica e alta concentracdo de sais, é
eficiente em promover a taxa e a velocidade de germinacéo, o desenvolvimento de plantulas,
assim como a diminuicdo de plantulas anormais, da concentracdo de H>O> e da peroxidagéo
lipidica, além de aumentar a atividade enzimatica antioxidante.

N&o existe um método padrdo especifico de priming que possa ser universalmente
recomendado para todas as espécies e variedades, com niveis diferentes de qualidade das
sementes. No entanto, o condicionamento fisioldgico oferece uma oportunidade acessivel,
econbmica e tecnicamente simples para aprimorar consideravelmente o desempenho das

culturas.
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CAPITULO 3

ANALISE FISIOLOGICA E BIOQUIMICA DE SEMENTES DE MILHO
CONDICIONADAS E SUBMETIDAS A ALTAS TEMPERATURAS

RESUMO

A germinacéo e o estabelecimento da cultura do milho séo altamente afetados pelas condi¢bes
ambientais, com destaque para a temperatura. Em resposta ao estresse térmico, as plantas
podem gerar espécies reativas de oxigénio (ERO). Para contrabalancar os efeitos negativos da
producdo de ERO, as plantas utilizam diversos mecanismos antioxidantes. Esses mecanismos
podem ser ativados ndo apenas internamente, mas também por substancias externas. Neste
contexto, o uso de técnicas de condicionamento, com moléculas ativadoras do sistema de defesa
da planta, oferece uma solucdo promissora para mitigar o efeito do estresse térmico. Diante
disso, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do condicionamento fisiolégico de
sementes na presenca de moléculas sinalizadoras para a indugdo de tolerancia a altas
temperaturas durante os processos de germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas
de milho, por meio de avaliagcBes de caracteristicas fisioldgicas e atividade de enzimas. O
delineamento foi o inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, em esquema fatorial
6x2x3, sendo cinco solugdes condicionantes e um tratamento sem condicionamento, uma
condicdo de estresse e uma condicdo normal de germinacao, trés cultivares. As sementes dos
trés materiais foram condicionadas em solugdes de 4&cido indolacético, melatonina,
nitroprussiato de sodio, peroxido de hidrogénio e quitosana. Posteriormente, as sementes foram
submetidas a diferentes condi¢cdes de germinacdo: agua destilada, solucdo de NaCl e PEG.
Foram avaliados os teores de agua, germinacao, vigor, plantulas anormais, desenvolvimento de
plantulas por anélise de imagem, peroxidag&o lipidica, peroxido de hidrogénio e a atividade das
enzimas do sistema antioxidante. As médias foram submetidas a analise de variancia e, quando
significativas, foram aplicados os testes de médias. A utilizacdo de acido indol-3-acético e
melatonina via condicionamento mostrou-se altamente eficaz em situacdes de estresse por alta
temperatura. Essa estratégia resultou em uma maior germinacdo e vigor das plantas, além de
uma reducéo na porcentagem de plantulas anormais, na concentracdo de H>O:> e na peroxidacgao
lipidica, e em um aumento da atividade enzimatica. Essa estratégia surge como uma ferramenta
eficaz, simples e acessivel para impulsionar a produtividade agricola diante dos desafios das
mudancas climéticas e outros estresses ambientais.

Palavras-chave: estresse térmico; enzimas antioxidantes; peroxidacéo lipidica; Zea mays L.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF CORN SEEDS
CONDITIONED AND SUBMITTED TO HIGH TEMPERATURES

SUMMARY

The germination and establishment of corn crops are highly influenced by environmental
conditions, with temperature being a critical factor. In response to thermal stress, plants can
produce reactive oxygen species (ROS). To counteract the negative effects of ROS production,
plants employ various antioxidant mechanisms. These mechanisms can be activated not only
internally but also by external substances. In this context, the use of conditioning techniques
with molecules that activate the plant's defense system offers a promising solution to mitigate
the effects of thermal stress. Thus, the objective of this study was to evaluate the efficiency of
physiological seed conditioning in the presence of signaling molecules to induce heat tolerance
during corn seed germination and seedling development by assessing physiological
characteristics and enzyme activity. The experimental design was completely randomized, with
four replications, in a 6x2x3 factorial scheme, comprising five conditioning solutions and one
treatment without conditioning, one stress condition, and one normal germination condition,
and three cultivars. The seeds of the three materials were conditioned in solutions of
indoleacetic acid, melatonin, sodium nitroprusside, hydrogen peroxide, and chitosan.
Subsequently, the seeds were subjected to different germination conditions: distilled water,
NaCl solution, and PEG. Water content, germination, vigor, abnormal seedlings, seedling
development by image analysis, lipid peroxidation, hydrogen peroxide content, and antioxidant
enzyme activity were evaluated. The means were subjected to analysis of variance, and when
significant, means tests were applied. The use of indole-3-acetic acid and melatonin via
conditioning proved highly effective in high-temperature stress situations. This strategy
resulted in higher germination and vigor of the plants, a reduction in the percentage of abnormal
seedlings, H2O> concentration, and lipid peroxidation, and an increase in enzymatic activity.
This strategy emerges as an effective, simple, and accessible tool to boost agricultural
productivity in the face of climate change challenges and other environmental stresses.

Keywords: heat stress; antioxidant enzymes; lipid peroxidation; Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

A germinacao das sementes é um evento fisiolégico complexo que envolve a absor¢do
de agua, a quebra de substancias armazenadas, a respiracdo para o metabolismo energético, a
sintese de moléculas de mRNA e a manutencao das mitocondrias (Bewley et al., 2013). Esses
eventos coordenados sdo essenciais para 0 sucesso da germinacéo e o subsequente crescimento
das plantulas.

Durante as fases iniciais do desenvolvimento das plantas, o estresse térmico pode limitar
a velocidade de diversos processos fisioldgicos e metabdlicos. Os danos causados por altas
temperaturas nas culturas estdo principalmente associados a indugdo de estresse oxidativo e
producdo de espécies reativas de oxigénio (Cao et al., 2019).

Os extremos climaticos, tais como ondas de calor intensas, tém o potencial de causar
danos significativos as lavouras. Esses eventos podem comprometer seriamente 0s meios de
subsisténcia dos produtores agricolas e afetar a seguranca alimentar das comunidades em escala
global (Vogel et al., 2019). E fundamental desenvolver medidas de adaptaco e mitigaco para
enfrentar esses desafios e garantir a resiliéncia do sistema alimentar perante as mudancas
climéticas.

Nesse cenario, surge a técnica de condicionamento fisiolégico de sementes, que visa
melhorar a qualidade fisiolégica das sementes por meio de tratamentos especificos, como
hidratacdo ou exposicdo a substancias quimicas. Esses procedimentos sdo aplicados antes do
armazenamento ou da semeadura, propondo acelerar a germinagdo, uniformizar o
estabelecimento das plantulas e a aumentar a tolerancia das sementes a condi¢des adversas
(Ashraf et al., 2018).

Diversos métodos de condicionamento de sementes foram desenvolvidos para
revitalizar as sementes e mitigar o estresse ambiental, incluindo técnicas como o
hidrocondicionamento, osmocondicionamento, halo-priming, biopriming, nutripriming,
condicionamento de matriz solida e priming hormonal com reguladores de crescimento vegetal.
Todos esses méetodos tém o potencial de reduzir os danos causados pela peroxidacéo lipidica,
estimulando o sistema antioxidante das plantas (Lutts et al., 2016, Bhowmick, 2018).

Diante disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia do condicionamento
fisioldgico de sementes na presenca de moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a
altas temperaturas durante os processos de germinacdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas de milho, por meio de avaliagbes de caracteristicas fisiologicas e atividade de

enzimas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio Central de Pesquisa em Sementes (LCPS)
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG em 2021. Foram
utilizadas sementes de milho do hibrido GNHSEX2 e seus genitores, L101 e L102 pertencentes
ao programa de melhoramento genético de milho da UFLA. As sementes foram adquiridas na
safra 2017/2018 e armazenadas em cdmara fria sob condic¢Ges 6timas de umidade e temperatura
até a montagem do experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticdes, em esquema fatorial 6 x 2 x 3, sendo cinco solugGes condicionantes e um tratamento
sem condicionamento, uma condicdo de estresse e uma condi¢cdo normal de germinagéo, trés
cultivares (Figura 1). As medias foram submetidas a analise de variancia e, quando

significativas, foram aplicados os testes de médias.

Figura 1 — Esquema fatorial utilizado no ensaio.

Hibrido
Sreseaa K| v
Peroxido de hidrogénio <
Sem estresse L 102

Acido indolacético

Melatonina

Oxido Nitrico

Quitosana

Sem condicionamento

Fonte: Da autora (2024).

2.1 Analise fisioldgica

A qualidade inicial dos lotes de sementes foi determinada por meio da avalia¢do do teor
de agua, pelo método da estufa a 105 °C (Brasil, 2009) e por testes de germinagdo e vigor,
conforme estabelecido na RAS.

Foi levantada a quantidade de sementes necessarias para a montagem dos testes. O peso

de mil gréos de cada material foi aferido para distribuir de forma igualitaria, aproximadamente
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70 g de semente nos erlenmeyers contendo 400 mL de solugdo. Esses valores foram
padronizados através de testes que verificaram o movimento das sementes, sem haver
extravasamento da solucdo no erlenmeyer de 500 mL.

As sementes de milho foram lavadas em &gua corrente para eliminar o tratamento
quimico e ndo influenciar no condicionamento fisiologico. Depois dos preparos iniciais, as
sementes foram submetidas ao processo de condicionamento, em solucdes aeradas de acido
indolacético (0,1 mM), perdxido de hidrogénio (0,1 mM), quitosana (0,75 mM), melatonina (1
mM) e solucéo doadora de 6xido nitrico - nitroprussiato de sodio (0,1 mM), em B.O.D. adaptada
a temperatura de 24 °C, por periodo de 24 horas (Pallaoro et al., 2016).

Apos o condicionamento, as sementes foram lavadas em &gua corrente e 0 excesso de
agua foi removido em papel toalha. As sementes foram secadas por 48 horas, em estufa com
circulacdo forcada de ar sem aquecimento. Apés esse periodo, a estufa foi regulada para 25 °C
e as sementes sem condicionamento também foram colocadas na estufa, a fim de uniformizar
o teor de &gua entre as sementes de todos os tratamentos.

O teor de agua das sementes foi avaliado novamente apds o condicionamento fisioldgico
e apos a secagem das sementes, pelo método da estufa a 105 °C (Brasil, 2009). Os resultados
foram apresentados em porcentagem com base na massa Umida.

As sementes foram submetidas ao teste de germinacdo em condicdo controlada. A
semeadura foi realizada com quatro repeticdes de 50 sementes. Cada repeticdo foi semeada
sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha, as quais foram
umedecidas com volume de agua destilada, equivalente a 2,5 vezes o peso seco do papel (Brasil,
2009).

As sementes submetidas a condigdo normal de germinagdo, permaneceram em
germinador tipo Mangelsdorf regulado a temperatura de 25 °C, com luz continua. As sementes
avaliadas na condicdo de alta temperatura, ficaram em camaras tipo B.O.D. em temperatura de
38-25 °C, com fotoperiodo de 8-16 horas, respectivamente, para simular condi¢do de campo em
alta temperatura. A primeira contagem foi realizada aos 4 dias e a contagem final aos 7 dias
apos a semeadura juntamente com namero de plantulas anormais (Brasil, 2009).

Para a analise de imagens de plantulas, foram utilizadas 25 sementes por tratamento. A
semeadura foi realizada nas mesmas condi¢des do teste de germinacdo. As imagens das
plantulas foram obtidas aos 4 dias apds a montagem do teste, equivalente ao periodo de primeira
contagem de germinacdo para a cultura do milho (Brasil, 2009).

Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versio S800, composto

por um modulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta resolucéo
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e um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuracdo da analise foi utilizada a calibracdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
dimensao “a” e dimensao “b”. Depois da calibracdo da cor do fundo foi feita a analise das
imagens e extraido valores de comprimento da raiz priméria, comprimento de parte aérea,
largura média da raiz primaria, comprimento total da plantula e a razdo do comprimento da raiz

pelo comprimento da parte aérea.
2.2 Analise bioquimica

As plantulas da primeira contagem de germinacdo, descrito na metodologia acima,
foram separadas e submetidas as analises bioquimicas. Para conservar os tecidos e paralisar as
atividades metabodlicas até o momento da extracdo enzimatica, ndo prejudicando assim o
resultado, as plantulas foram armazenadas em Deep Freezer sob -80 °C.

Para a extracao das enzimas antioxidantes, 200 mg de massa fresca das plantulas foram
macerados em nitrogénio liquido com uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e
depositados em eppendorf. Foram homogeneizados em 1,5mL do tampao de extracdo contendo
375 uL de fosfato de potassio (100 mM), 15 uL. de EDTA (0,1 mM), 75 pL de 4cido ascorbico
(10 mM) e 1035 pL de agua destilada. Os homogeneizados foram centrifugados a 10.000 rpm
por 10 minutos, a 4 °C, coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme
apresentado por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998).

A atividade da enzima catalase (CAT) foi mensurada apds pipetar 9 uL da amostra de
trabalho na microplaca de microtitulacdo e adicionar como tampao de incubagdo, 90 uL de
solucao de fosfato de potassio (200 mM pH 7,0) e 72 uL. de agua. Foi adicionado 9 pL de
solucdo de perdxido de hidrogénio (250 mM) pouco antes da leitura, com solucdo feita no dia,
uma vez que, a reacdo foi iniciada pela adi¢do do H,02 (= 36 mM™ cm™). A atividade da CAT
foi determinada pelo decréscimo dos valores em absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos,
por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peroxido de hidrogénio (Havir; Mchale, 1987).
Uma unidade de CAT ¢ definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pumol
min! de H20,.

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi analisada pela adi¢do de 9 pLL da amostra
de trabalho, 90 pL de fosfato de potassio (200 mM pH 7,0), 9uL de 4cido ascorbico (10 mM) e
63 uL de agua. Sobre essa mistura foi adicionado 9 uL de perdxido de hidrogénio (2 mM) na
hora da leitura. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminuicdo da

absorbancia do ascorbato (¢ = 2,8 mM-1 cm-1) a 290 nm a cada 15 segundos durante 3 minutos
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(Nakano; Asada, 1981). Uma unidade de APX é definida pela quantidade de enzima que oxida
1 umol min* de Acido ascorbico.

A atuacdo da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade de a enzima
inibir a reducédo fotogquimica do tetrazolio nitroazul (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). Para tal, 10 uL da amostra de trabalho foi pipetado na microplaca de microtitulacdo e
adicionado 190 pL do tampao de incubacdo, contendo 100 pL. de fosfato de potassio (100 mM
pH 7,0), 40 uL de metionina (70 mM), 3 uL de EDTA (10 mM), 30 pL de 4gua, 15 uL de NBT
(1 mM) e 2 uL de riboflavina (0,2 mM). Sendo os dois ultimos reagentes adicionados no escuro
e em seguida, a placa foi colocada em camara de iluminagdo com lampada fluorescente de 20
W por 7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm no Elisa. Uma unidade de SOD é definida
pela quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do NBT.

Para a extracdo de H>O> e peroxidacéo lipidica, 200 mg de massa fresca das plantulas
foram macerados em nitrogénio liquido com uma pitada de polivinilpolipirrolidona (PVPP).
Foram transferidos para eppendorf e homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético
(TCA) a 0,1%. Os homogeneizados foram centrifugados a 10000 rpm por 15 minutos, a 4°C e,
posteriormente, o sobrenadante coletado para realizacdo das analises (Baryla et al., 2000).

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada mediante a quantificacdo do
malondialdeido (MDA), que é produzido pela reacdo de &cido tiobarbitdrico (TBA) conforme
método TBARS proposto por Buege (1978). Do eppendorf de extracdo, foi retirada uma
aliquota de 125 plL da amostra de trabalho e pipetada em triplicata em outros eppendorfs. Foram
adicionados 250uL do meio de reacdo de acido tiobarbittrico 0,5% (TBA) e 4cido tricloacético
10% (TCA). A mistura foi aquecida em banho-maria a 95 °C durante 30 minutos e depois
rapidamente resfriada em um banho de gelo para paralisar a reacdo. Posteriormente, foram
pipetados 180 pL do composto em microplaca de microtitulagado e feita a leitura de absorbancia
a535nm e a 600 nm. A concentracdo do MDA foi calculada utilizando o coeficiente de extingédo
de 155 mM* cm™,

Para a quantificacdo do peroxido de hidrogénio (H202) uma aliquota de 45 pL do
sobrenadante da amostra de trabalho foram adicionados, com 45 pL do tampao fosfato de
potassio (10mM a pH 7,0) e 90 uL de iodeto de potassio (1M). Depois, realizou-se a leitura em
espectrofotdmetro a 390 nm. A concentragéo de peroxido de hidrogénio ¢ expressa em umol de
H202 g de massa fresca (Velikova; Yordanov; Edreva, 2000).

Para as analises enzimaticas, foi utilizado o mesmo delineamento e esquema, porém

com trés repeti¢Oes. Ressalta-se que cada repeticéo foi feita em duplicata durante as analises.
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A andlise estatistica dos resultados foi realizada pelo software R®, as médias foram
submetidas a analise de variancia e, quando significativas, aplicou-se teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A andlise do teor de agua das sementes ndo foi abordada neste capitulo, pois essa
informacao foi discutida na Figura 1 do capitulo anterior. Apds o condicionamento, as sementes
foram submetidas a analise do teor de 4gua e, em seguida, foram separadas para os diferentes
testes realizados.

Os resultados do vigor foram analisados com base na primeira contagem de germinagao
feita aos quatro dias, conforme ilustrado na Figura 2, revelando variacdes significativas entre
os diferentes fatores examinados. Em linhas gerais, ficou evidente que o hibrido se mostrou
mais vigoroso em comparacdo com as linhagens, ao passo que a L1 exibiu o segundo melhor

desempenho.

Figura 2 — Porcentagem da primeira contagem de germinacéo de sementes de trés materiais de
milho (Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisiologico nas solugdes
de &cido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.

Estresse . Controle Temperatura

Hibrido L1 L2

AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

As substancias analisadas mantiveram ou aprimoraram as condic¢Oes de vigor dos lotes

de sementes em comparacdo com o0s tratamentos sem condicionante (SC), destacando-se
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principalmente o acido indolacético (AlA), a melatonina (MEL) e o peroxido de hidrogénio
(PER), com resultados positivos observados em todos os materiais. No entanto, oS estresses
exerceram um impacto negativo no vigor de todos os materiais. O Oxido nitrico (ON)
demonstrou ser o condicionante mais eficaz para a condicéo de alta temperatura no hibrido. O
AIlA e MEL foram os melhores condicionantes para a condic¢ao de alta temperatura na linhagem
1(L1).

Em concordancia com os resultados obtidos, foi constatado no estudo de Mao et al.
(2018) um efeito protetor ao aplicar 0,05 mM de 6xido nitrico em sementes de aveia expostas
ao envelhecimento acelerado, evidenciado pela melhoria do vigor das sementes e pelo aumento
da capacidade de eliminacéo de H2O2 nas mitocondrias.

Além do ON, os efeitos positivos da aplicacdo de AIA podem ser vistos em diferentes
tecidos. Em cevada, a regulacdo da expressdo dos genes YUC2 e YUCG6 € crucial para o
desenvolvimento normal das anteras. Sob altas temperaturas, a inibi¢do desses genes leva a uma
diminuicdo local nos niveis de auxina enddgena, resultando em esterilidade masculina. No
entanto, estudos mostraram que a aplicacdo exogena de acido indol-3-acético pode
efetivamente resgatar a esterilidade masculina na espécie (Sakata et al., 2010).

Os resultados de germinacéo seguiram a mesma tendéncia observada nos resultados de
vigor em relagdo ao controle (Figura 3). No que diz respeito a L1, as substancias empregaram
efeito positivo na germinagdo das sementes em condicdo normal. Na condi¢do de alta
temperatura, a porcentagem de germinagdo com o uso das moléculas se comportou equivalente

ao SC, com excecdo da QUIT, que ndo manteve uma boa germinacao.
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Figura 3 — Porcentagem de germinacdo de sementes de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢cdo normal
(controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.
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Substancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

No estudo conduzido por Batista et al. (2016) com Brachiaria brizantha, foi observado
que sementes condicionadas com KNOz e Ca(NOz). exibem maior tolerancia em condicdes
adversas, como alta umidade e temperatura, resultando em um alto indice de germinacao. Esses
resultados destacam o potencial do condicionamento de sementes frente as altas temperaturas.

Por outro lado, os dados relativos as plantulas anormais demonstram um cenario inverso
ao observado na figura anterior. Ao avaliar os diferentes materiais, constatou-se que o hibrido
registrou a menor incidéncia de plantulas anormais sob estresse de alta temperatura, sendo que
a aplicacdo das substancias contribuiu para a reducdo de estruturas danificadas e deformadas

em comparagdo com o tratamento SC (Figura 4).
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Figura 4 — Porcentagem de plantulas anormais de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Na analise das linhagens 1 e 2, observou-se que o controle alcancou resultados
satisfatorios com a aplicacdo das substancias condicionantes. Notavelmente, na linhagem 2, as
moléculas de AIA e MEL sobressairam em relacdo a esse atributo especifico, evidenciando sua
eficacia como agentes condicionantes nesse contexto experimental.

As temperaturas abaixo ou acima do 6timo durante a germinacéo afetam principalmente,
sementes de menor vigor, resultando em atraso na emergéncia das plantulas. Essas condic¢oes
adversas interferem nos processos metabolicos e no desenvolvimento inicial das sementes,
impactando negativamente seu potencial de germinacéo e resultando em plantulas anormais
(Carvalho; Nakagawa, 2012).

Desse modo, ao considerar a relacdo entre os dados de vigor e 0 comprimento do
coledptilo, observa-se uma concordancia nos resultados obtidos. Tanto o hibrido quanto a

linhagem L1 apresentaram estruturas morfolégicas de maior tamanho em comparagdo com a
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L2. Ademais, os estresses ambientais impactam negativamente o desenvolvimento do

coledptilo, como evidenciado na Figura 5.

Figura 5 — Comprimento do coleoptilo de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisiologico nas solucdes de &cido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdéxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Na analise comparativa, observou-se que o hibrido manifestou uma resposta mais
favoravel diante da aplicacdo de QUIT no controle e ON no contexto de estresse por alta
temperatura. Por sua vez, a linhagem L1 obteve significativos beneficios com a utilizagdo das
substancias condicionantes, exceto nos casos de MEL no controle e ON no estresse por alta
temperatura, onde seu desempenho foi menos destacado.

O processo germinativo de sementes expostas a temperaturas elevadas resulta em
embebigédo, no entanto, o crescimento inicial do embrido e o estabelecimento das plantulas
sofrem impactos negativos (Akter; Islam, 2017). Estudos conduzidos por Marini et al. (2012)
constataram uma diminui¢cdo no comprimento tanto da parte aérea quanto das raizes das

plantulas de arroz submetidas a altas temperaturas.
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Os dados apresentados nas figuras 5 e 6 revelam uma correlagéo significativa em varios
aspectos. Em sementes do hibrido, a QUIT se sobressaiu na condi¢do de controle e além do
ON, a MEL e o PER se destacaram na condicao de estresse. Na L1, o AIA e MEL continuaram

fornecendo bons resultados em contraste com SC.

Figura 6 — Comprimento da raiz primaria de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solucbes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), éxido nitrico (ON), peroxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢do normal
(controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.

Estresse . Controle Temperatura

Hibrido L1 L2

Comprimento da Raiz Primaria {cm)

AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ONMN PER QUIT SC AlA MEL OMN PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Médias seguidas pela mesma letra, maidscula entre solug¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

A formacdo de raizes laterais é uma estratégia das plantas de adaptacdo diante de
condicBes desfavoraveis sendo altamente regulada por processos intrinsecos, ambientais e
hormonais. A auxina desempenha um papel crucial, ativando a divisdo celular assimétrica das
células para promover o desenvolvimento das raizes laterais (Ivanchenko et al., 2010. Estudos
indicam que a melatonina pode influenciar a formagéo de raizes laterais em Arabidopsis de
maneira independente da sinalizacdo de auxina (Ivanchenko; Napsucialy-Mendivil; Dubrovsky,
2010; Pelagio-Flores et al., 2012).
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Os resultados do comprimento total da plantula refletem a mesma distribuicdo mostrada
no comprimento do coledptilo, destacando a manutengdo do equilibrio entre o desenvolvimento

da raiz e da parte aérea (Figura 7).

Figura 7 — Comprimento total da plantula de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e L2),
submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de &cido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condicdo normal
(controle) e alta temperatura. Lavras, 2024.

Estresse . Controle Temperatura

Hibrido L1 L2

101

Comprimento Total

[ S TR S = T = -
L L L L

AlA MEL OM PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

A andlise dos resultados de largura de raiz e razdo raiz/coledptilo, conforme
apresentados na Tabela 1, revelou a auséncia de uma interacdo tripla entre os fatores estudados.
Em vez disso, foi observada uma interagdo significativa entre o material e o estresse, bem como
entre o condicionamento e o estresse, especialmente em relacdo a largura da raiz.

Além disso, a interacdo entre o material e o estresse foi relevante para a razdo
raiz/coleoptilo. Apesar do impacto dos estressores no desenvolvimento da largura da raiz, as
substancias condicionantes demonstraram influéncia sobre esse carater. Destaca-se que tanto o

hibrido quanto a linhagem L1 exibiram os melhores valores nas caracteristicas analisadas.
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Tabela 1 — Largura da raiz primaria e razdo raiz: coledptilo de trés materiais de milho (Hibrido,
L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de acido
indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de hidrogénio
(PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢édo
normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.

Al Largura da raiz Razao raiz / coleoptilo
Substancia
Controle Temperatura | Controle Temperatura
AlA 0,14 Aa 0,12 Aa Aa Aa
MEL 0,14 Aa 0,11 Aa Aa Aa
ON 0,13 Aa 0,10 Ab Aa Aa
PER 0,14 Aa 0,11 Ab Aa Aa
QUIT 0,15 Aa 0,12 Aa Aa Aa
SC 0,14 Aa 0,04 Bb Aa Aa
Hibrido 0,15 Aa 0,14 Aa 1,78 Bb 2,38 Aa
L1 0,15 Aa 0,12 Ab 2,15 Aa 2,48 Aa
L2 0,12 Ba 0,04 Bb 1,42 Ba 0,51 Bb
CV (%) 35,04 57,11

Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula entre solugdes condicionantes ou material e minuscula
entre condigdes estressantes, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Explorando agora a vertente da analise bioquimica, ndo se constatou a presenca de uma
interacdo tripla entre os fatores estudados para a variavel perdxido de hidrogénio. Em vez disso,
foi direcionado o foco para a investigacdo da interacdo significativa entre o material das
amostras e o condicionamento a que foram submetidas, bem como entre o condicionamento e
0 estresse (Tabela 2).

Niveis elevados de espécies reativas de oxigénio (EROs) podem desencadear o estresse
oxidativo, no entanto, em niveis adequados, podem ser benéficos para o processo de germinagao
de sementes. As EROs desempenham um papel crucial na quebra da dorméncia das sementes e
na inducdo da germinacdo, possivelmente através da promocao da producdo de acido giberélico

(GA) e da modificacdo de proteinas de reserva (Mittler, 2017).
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Tabela 2 — Quantificacdo de perdxido de hidrogénio de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solugdes de acido indolacético
(AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de hidrogénio (PER),
quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condi¢cdo normal
(controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.

Substancia Hibrido L1 L2 Controle Temperatura
AlA 1,77 Bb 0,07Cc 3,41 Aa 1,90 Ba 1,60 Ca
MEL 2,84 Aa 0,14Cb 2,78 Aa 2,11 Ba 1,73Cb
ON 3,10 Aa 2,37Bb  2,08Bb 2,10 Bb 2,93 Aa
PER 2,81 Aa 2,22Bb 3,15 Aa 2,81 Aa 2,63 Aa
QUIT 3,08 Aa 0,23Cb 3,17 Aa 2,17 Ba 2,15 Ba

SC 3,23 Aa 293 Aa 2,27Bb 2,76 Aa 2,86 Aa
CV (%) 16,52

Médias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solugdes condicionantes e minuscula entre material
ou condicOes estressantes, ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

Ao analisar a medicdo do perdxido de hidrogénio, foi observado que o material L1 foi
0 mais responsivo ao condicionamento fisioldgico. Por outro lado, as sementes da L2 ja
apresentavam sinais iniciais de deterioracdo antes da realizacdo dos ensaios, o que influenciou
nos resultados obtidos neste estudo.

Com o envelhecimento, a vitalidade das sementes diminui progressivamente, tornando-
as mais suscetiveis ao estresse durante a germinacao. Em muitos casos, a oxidacdo dos tecidos
se eleva e a atividade enzimatica diminui devido a deterioracdo das sementes, levando a
ineficacia dos mecanismos de defesa (Bewley et al., 2013).

O AIA proporcionou reducédo do nivel de perdxido nas plantulas do hibrido e L1, nas
duas condic¢des de germinacdo. Além disso, na L1 a MEL e a QUIT responderam melhor que
as outras substancias, o que também foi observado na L2 com ON. Pelas condi¢des propostas,
a MEL, ON e QUIT cumpriram seu papel quando submetidas a condi¢do normal de germinacéo
e MEL submetida ao estresse de temperatura.

As taxas de acumulacgéo de H20O2 em peroxissomos e cloroplastos séo significativamente
maiores do que nas mitocondrias, chegando a ser de 30 a 100 vezes mais elevadas. A formacéo
de espécies reativas de oxigénio nas mitocondrias ndo € tdo afetada pela luz. No entanto, a
atividade dos sistemas de transporte de elétrons pode ser afetada pela luz, alterando a atividade
da oxidase alternativa. Essas oxidases influenciam a geracao de espécies reativas de oxigénio e

sdo cruciais para a sobrevivéncia celular sob estresse (Hossain et al., 2015).
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A melatonina desempenha um papel significativo na eliminag&o de espécies reativas de
oxigénio e é regulada por mudangas ambientais. O triptofano é essencial como precursor da
biossintese da melatonina. Além disso, a melatonina sintetizada exerce uma ampla gama de
funcBes no crescimento das plantas, incluindo melhoria da germinacéo, controle do periodo de
floracéo, tamanho do gréo e retardamento da senescéncia (Rajora et al., 2022).

Os estresses influenciaram a degradagdo da membrana no tratamento SC, mas certas
substancias foram capazes de atenuar esses efeitos adversos. Farouk (2011) notou uma
diminuicdo na producdo de MDA e H202 com a aplicac¢ao exdgena de acido ascorbico e a-Toc
em plantas de trigo.

Neste trabalho, todas as moléculas contribuiram para prevenir o estresse oxidativo
decorrente de altas temperaturas no hibrido. Da mesma forma, em L2, houve beneficios com o

uso das moléculas aplicadas, exceto no caso de AlA (Figura 8).

Figura 8 — Quantificacdo de malondialdeido em plantulas de trés materiais de milho (Hibrido,
L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisiolégico nas solucdes de &cido
indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de hidrogénio
(PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em condic¢édo
normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.

Estresse . Controle Temperatura

Hibrido L1

[==]
L

Az
-

MALONDIALDEIDO (nmol MDA g-1 MF)

AlA MEL ON PER QUIT 5C AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT S5C
Substiancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
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O aumento de espécies reativas de oxigénio e peroxidacdo lipidica deve ser
contrabalancado pelo sistema antioxidante da semente para manter as EROs em niveis
adequados durante a transmissao do sinal. A associacdo desses fatores é notavel, e as sementes
condicionadas apresentam um aumento na atividade de enzimas antioxidantes devido a ativacado
pelos EROs, o que contribui para a promogéo da germinacdo de sementes (Chandrasekaran et
al., 2020).

O aumento da atividade da ascorbato peroxidase em condi¢des de estresse, na auséncia
de priming, indica que quando a planta é exposta a condic¢des instaveis, ela busca mecanismos
para lidar com as adversidades (Figura 9). O AlA foi a substancia que mais ativou a atividade
da APX nos tratamentos.

Figura 9 — Quantificacdo de ascorbato peroxidase em plantulas de trés materiais de milho
(Hibrido, L1 e L2), submetidos ao condicionamento fisiolégico nas solucbes de
acido indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), perdxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.
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Meédias seguidas pela mesma letra, mailscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
A combinacdo do teste de germinacdo, comprimento do coleoptilo e raiz primaria e

comprimento total da planta, com os dados encontrados para APX, confirma a expressao da
enzima no hibrido tratado com AIA, na L1 tratada com AIA, MEL e ON e na linhagem 2 tratada
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com AIA, MEL e PER, ambas na condi¢do normal. Outros aspectos positivos da ascorbato
peroxidase foram identificados, porém, eles ndo se alinham com os dados mencionados
anteriormente.

As ascorbato peroxidases (APXs) estdo presentes em diferentes compartimentos
subcelulares, como cloroplastos, mitocondrias, peroxissomos e citosol, onde atuam como
defesa antioxidante (Jardim-Messeder et al., 2018). Nos cloroplastos, sdo responsaveis por
eliminar o H20> utilizando NADPH e o transporte de elétrons fotossintético via ferredoxina
como redutor final. Estudos mais detalhados revelam que a expressao das APXs € induzida pelo
H>O, e também ¢é regulada por outras condi¢des que resultam em aumento deste, como alta
luminosidade e temperaturas extremas (Smirnoff; Arnaud, 2019).

Da mesma forma que a ascorbato peroxidase, 0 aumento da atividade da catalase em
condicdes de estresse, sem a aplicacdo de priming, representa um sinal fisiol6gico imediato da

planta, ativando seu sistema antioxidante como mecanismo de defesa (Figura 10).

Figura 10 — Quantificacdo de catalase em plantulas de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisioldgico nas solucbes de é&cido
indolacético (AlA), melatonina (MEL), 6xido nitrico (ON), peroxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricao hidrica e salina. Lavras, 2024.

Estresse . Controle Temperatura

Hibrido L1 L2

AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC AlA MEL ON PER QUIT SC
Substancia Condicionante

Meédias seguidas pela mesma letra, maitscula entre solu¢des condicionantes e minuscula entre condicoes
estressantes, (dentro de um mesmo material), ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de
probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).
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As catalases com taxas de renovagdo mais altas sdo capazes de converter
aproximadamente 6 milhdes de moléculas de peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio por
minuto utilizando apenas uma molécula de CAT. Esse alto poder de conversdo destaca a
eficacia e a importancia da catalase na neutralizacdo do peroxido de hidrogénio, ajudando a
proteger as células contra danos oxidativos (Gill; Tuteja, 2010).

Ao relacionar os resultados do teste de germinagdo, comprimento do coledptilo e da raiz
primaria, e comprimento total da planta com os dados da catalase, foi observada a expressao da
enzima com o tratamento de QUIT no hibrido sob condi¢des normais e com ON na condi¢édo
de estresse. Na linhagem 2, a expressao foi observada com PER sob condi¢fes de controle.
Embora tenham sido identificados outros aspectos positivos da catalase, estes ndo se alinham
com os dados mencionados anteriormente.

Um sistema antioxidante, que inclui elementos tanto enzimaticos quanto néo
enzimaticos, desempenha um papel crucial na mitigacdo dos efeitos nocivos das espécies
reativas de oxigénio (ERO). Portanto, alguns resultados poderiam ser explicados pelo sistema
antioxidante ndo enzimatico (Shah et al., 2021).

O estudo realizado por Hidangmayum et al. (2023) revela que tanto o condicionamento
de sementes quanto a aplicacdo foliar de quitosana em gendtipos de feijdo resultaram em
melhorias significativas em todos os parametros estudados. Essa melhoria foi observada por
meio do aumento das enzimas antioxidantes como SOD, CAT e APX em plantas submetidas a
estresse hidrico.

Além da quitosana, 0 ON pode ser amplamente utilizado para ativacdo do sistema
antioxidante por poder reagir com acidos nucléicos, proteinas e lipidios, e sua facil difuséo
através de membranas bioldgicas contribui para sua atividade e alcance (Ciacka et al., 2022).

Por fim, ao analisar a ultima enzima estudada, a interacdo tripla dos fatores para a
varidvel superdxido dismutase ndo foi identificada. Portanto, foi analisada a interacdo
significativa entre material versus estresse, e o feito simples do fator condicionamento. Os
maiores valores de SOD foram encontrados para a L1 no controle e para a MEL dentre as
substancias condicionantes (Tabela 3).

A superdxido dismutase (SOD) é amplamente presente e representa um antioxidante
enzimatico intracelular muito eficaz, fornecendo a primeira linha de defesa contra os efeitos
toxicos de altos niveis de espécies reativas de oxigénio e contribuindo para a melhoria da
tolerancia ao estresse das plantas (Dai et al., 2017). No estudo de Shah et al. (2021), tanto o
nano-priming quanto o hidro-priming demonstraram aumentar a atividade da SOD tanto em

condig¢Bes normais quanto sob estresse.
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Tabela 3 — Quantificagdo de superdxido dismutase de trés materiais de milho (Hibrido, L1 e
L2), submetidos ao condicionamento fisiolégico nas solucdes de acido
indolacético (AlA), melatonina (MEL), Oxido nitrico (ON), peroxido de
hidrogénio (PER), quitosana (QUIT) e sem condicionante (SC), e analisados em
condicdo normal (controle), restricdo hidrica e salina. Lavras, 2024.

Substancia Hibrido L1 L2

Controle Temp |[Controle Temp | Controle Temp Média
AlA 13,80 13,22 56,78 12,33 0,49 15,45 |18,68B
MEL 33,40 21,70 55,21 7,90 60,07 15,92 32,37 A
ON 20,16 13,59 24,08 19,42 15,03 11,87 |17,36 B
PER 14,52 8,27 31,63 12,45 15,55 789 |15,05B
QUIT 19,68 13,63 27,93 15,77 7,00 19,73 |17,29B
SC 57,68 22,95 52,99 44,86 9,93 38,79 |3787A

Média 26,54 Ba 15,56 Aa (41,44 Aa 18,79 Ab| 18,01 Ba 18,28 Aa

CV (%) 76.77

Médias seguidas pela mesma letra, maiuscula na coluna entre solugdes condicionantes, maiuscula na
linha entre materiais dentro de estresse e minuscula na linha entre condi¢des estressantes, ndo diferem
entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2024).

As moléculas sinalizadoras podem agir em conjunto para mitigar os efeitos das
condicBes adversas. A melatonina é uma dessas moléculas associadas a germinacdo de
sementes sob estresse. Andlises de sequenciamento de RNA revelaram sua associa¢do com 0s
fitohormobnios ABA, GA e auxina. Estudos adicionais mostraram uma interacdo complexa,
onde ABA e melatonina sinergizam para inibir a germinacdo, enquanto GA e auxina
antagonizam esse efeito, evidenciando a complexidade das respostas das plantas ao estresse (Lv
etal., 2021).

A vista disso, para compreender com precisio as funcdes das substancias utilizadas no
condicionamento fisiol6gico e sua dosagem na regulacdo da germinacdo de sementes, Sao
necessarios estudos futuros que investiguem mais os mecanismos moleculares e fisioldgicos. O
conhecimento adquirido até 0 momento abre caminho para essas descobertas e contribui para
avancos significativos na agricultura e na compreensdo dos processos de germinacdo das

sementes sob condicGes adversas.
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4 CONCLUSAO

A utilizacdo de peroxido de hidrogénio e acido indol-3-acético via condicionamento
fisioldgico resulta em significativo incremento na qualidade fisioldgica das sementes de milho,
submetidas a altas temperaturas.

O condicionamento fisiologico das sementes, mesmo em condi¢fes favoraveis ao
crescimento das plantas, apresenta maior uniformidade dos parametros germinativos.

O condicionamento fisiologico de sementes de milho, na presenca de moléculas
sinalizadoras para a inducéo de tolerancia a altas temperaturas, é eficiente em promover a taxa
e a velocidade de germinacdo, o desenvolvimento de plantulas, assim como a diminuicédo de
plantulas anormais, da concentracéo de H20: e da peroxidacéo lipidica, além de aumentar a
atividade das enzimas antioxidantes, catalase, ascorbato peroxidase, superdxido dismutase.

As enzimas antioxidantes tém o papel de preservar as sementes contra 0 estresse
oxidativo e podem ser ativadas por diferentes agentes condicionantes.

A técnica de priming surge como uma ferramenta promissora, simples e acessivel para
impulsionar a produtividade agricola diante dos desafios das mudancas climéticas e outros

estresses ambientais.
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CAPITULO 4

DESEMPENHO FISIOLOGICO DAS SEMENTES DE MILHO: IMPACTO DO
CONDICIONAMENTO DURANTE O ARMAZENAMENTO

RESUMO

A reducdo da produtividade devido ao estresse abidtico é uma preocupagéo significativa na
agricultura. O priming, uma técnica de pré-condicionamento das sementes, tem emergido como
uma solugéo promissora para mitigar os efeitos ambientais adversos. O condicionamento das
sementes visa melhorar a germinacdo e o crescimento das plantas. No entanto, o
armazenamento prolongado das sementes pode reduzir a eficicia desse tratamento devido a
deterioracdo natural ao longo do tempo. Portanto, € importante considerar o tempo e as
condicdes de armazenamento para garantir que a semente condicionada mantenha sua
viabilidade e potencial germinativo por periodos prolongados. Desse modo, objetivou-se com
o presente trabalho avaliar os efeitos de periodos de armazenamento na eficacia do tratamento
de condicionamento aplicado previamente em sementes de milho sob diferentes condi¢des de
germinacdo. Portanto, visou-se verificar a possibilidade de armazenamento de sementes de
milho previamente acondicionadas. O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de
Pesquisa em Sementes da Universidade Federal de Lavras em delineamento inteiramente
casualizado, com quatro repeti¢cbes. Foram avaliadas isoladamente sementes condicionadas
com trés substancias sinalizadoras, sendo elas, perdxido de hidrogénio, nitroprussiato de sodio
e quitosana. Utilizou-se esquema fatorial 5x4, representando cinco épocas de armazenamento
e quatro condicBes de germinagdo. Foi avaliada a primeira contagem, germinagdo, nimero de
plantulas anormais, comprimento do coledptilo e comprimento da raiz primaria. A analise
estatistica dos dados foi realizada pelo software R®. As médias foram submetidas a analise de
variancia e, quando significativas, aplicou-se teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade. O
perdxido de hidrogénio e a quitosana aplicados as sementes imediatamente antes da semeadura,
demonstraram beneficios, promovendo vigor, comprimento da parte aérea e radicular. No
entanto, durante a analise dos periodos de armazenamento, o O0xido nitrico apresentou uma
diminuicio menos acentuada na vitalidade das sementes condicionadas. E crucial destacar que
0 armazenamento prolongado das sementes condicionadas pode levar a deterioracdo de sua
capacidade de germinacdo, um processo influenciado por diversos fatores, incluindo
temperatura, umidade, condicBes de armazenamento e substancias quimicas utilizadas no
condicionamento. Esses aspectos destacam a relevancia de préaticas adequadas de conservacao
e estudos mais aprofundados para garantir a qualidade e a viabilidade das sementes ao longo
do tempo.

Palavras-chave: armazenabilidade; deterioragéo; estresse abiotico; priming; secagem; Zea
mays L.
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PHYSIOLOGICAL AND BIOCHEMICAL ANALYSIS OF CORN SEEDS
CONDITIONED AND SUBMITTED TO HIGH TEMPERATURES

SUMMARY

The reduction in productivity due to abiotic stress is a significant concern in agriculture.
Priming, a seed pre-conditioning technique, has emerged as a promising solution to mitigate
adverse environmental effects. Seed conditioning aims to enhance germination and plant
growth. However, prolonged seed storage can reduce the efficacy of this treatment due to
natural deterioration over time. Therefore, it is important to consider storage time and
conditions to ensure that conditioned seeds maintain their viability and germination potential
over extended periods. This study aimed to evaluate the effects of storage periods on the
efficacy of previously applied conditioning treatments on corn seeds under different
germination conditions. Thus, it sought to verify the possibility of storing pre-conditioned corn
seeds. The experiment was conducted at the Central Seed Research Laboratory of the Federal
University of Lavras in a completely randomized design with four replications. Seeds
conditioned with three signaling substances - hydrogen peroxide, sodium nitroprusside, and
chitosan- were evaluated separately. A 5x4 factorial scheme was used, representing five storage
periods and four germination conditions. First count, germination, number of abnormal
seedlings, coleoptile length, and primary root length were assessed. Statistical analysis of the
data was performed using R® software. Means were subjected to analysis of variance, and when
significant, the Scott-Knott test was applied at a 5% probability level. Hydrogen peroxide and
chitosan applied to seeds immediately before sowing demonstrated benefits by promoting vigor
and the length of both the aerial part and the roots. However, during the storage period analysis,
nitric oxide showed a less pronounced decrease in the vitality of conditioned seeds. It is crucial
to highlight that prolonged storage of conditioned seeds can lead to deterioration in their
germination capacity, a process influenced by various factors, including temperature, humidity,
storage conditions, and the chemical substances used in conditioning. These aspects underscore
the importance of appropriate conservation practices and further studies to ensure seed quality
and viability over time.

Keywords: storability; deterioration; abiotic stress; priming; drying; Zea mays L.
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1 INTRODUCAO

No cenério da agricultura global, o processo de estabelecimento de culturas inicia-se
com a semeadura, sendo este o ponto de partida fundamental para o desenvolvimento das
plantas no campo. A habilidade de as mudas se estabelecerem com sucesso € um marco, pois
influencia diretamente a produtividade agricola. A importancia da qualidade das sementes para
a producdo agricola e seguranca alimentar frente as alterac6es climéticas encontra respaldo em
diversos estudos cientificos (Finch-Savage; Bassel, 2016).

O avanco no entendimento do vigor, maturacédo e deterioracdo das sementes tem sido
fundamental para a agricultura moderna, permitindo o desenvolvimento de abordagens mais
eficazes na conservacdo e no manejo dessas importantes estruturas vegetais (Marcos Filho,
2015). Nesse contexto, o estudo das técnicas de priming surge como uma ferramenta
promissora, e compreender o seu efeito no armazenamento de sementes pode representar um
passo significativo na melhoria da qualidade e da longevidade das sementes.

A longevidade das sementes é caracterizada pela sua capacidade de permanecer viavel
apos o armazenamento em condigdes secas. Alguns agricultores tradicionalmente reservam
parte de sua producdo agricola, como sementes, para o plantio na préxima estacdo, muitas vezes
armazenadas em ambientes desfavoraveis (Kumar et al., 2021).

Ao longo do armazenamento, as sementes estdo expostas a danos oxidativos induzidos
por espécies reativas de oxigénio (EROs). A extensdo da deterioracdo durante as condi¢des de
armazenamento varia de acordo com as caracteristicas do tipo de semente. Esses danos tém
impacto significativo na viabilidade e no vigor das sementes ao longo do periodo de
armazenamento (Kurek; Plitta-Michalak; Ratajczak, 2019).

No contexto do condicionamento de sementes, é fundamental cessar o tratamento de
hidratacdo antes que a tolerancia a dessecacao seja comprometida. I1sso permite que as sementes
sejam submetidas a secagem adequada, preparando-as para atividades de armazenamento,
distribuicéo e plantio subsequentes (Bose et al., 2018).

Desse modo, objetivou-se com o presente trabalho avaliar os efeitos de periodos de
armazenamento na eficicia do tratamento de condicionamento aplicado previamente em
sementes de milho sob diferentes condi¢cdes de germinagdo. Portanto, visou-se verificar a

possibilidade de armazenamento de sementes de milho previamente acondicionadas.
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2 MATERIAL E METODOS

Os ensaios foram conduzidos no Laboratdrio Central de Pesquisa em Sementes (LCPS)
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras — MG, em 2021 e 2022.
Foram utilizadas sementes de milho do hibrido GNHSEX2, pertencente ao programa de
melhoramento genético de milho da UFLA. As sementes foram adquiridas na safra 2017/2018
e armazenadas em camara fria sob condi¢des 6timas de umidade e temperatura até montagem
do experimento.

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticbes. Foram avaliadas isoladamente sementes condicionadas com trés substancias
sinalizadoras, sendo elas, peréxido de hidrogénio, nitroprussiato de sédio e quitosana. Utilizou-
se esquema fatorial 5x4, representando cinco épocas de armazenamento e quatro condicGes de
germinacdo, sendo a condicdo controle feita sem aplicacdo de substancia e submetida a

germinacdo na condi¢do normal (Figura 1).

Figura 1 — Esquema fatorial utilizado no ensaio.
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Fonte: Da autora (2024).

2.1 Analise fisioldgica

A qualidade inicial dos lotes de sementes foi determinada por meio da avaliagéo do teor
de &gua, pelo método da estufa a 105 °C (Brasil, 2009) e por testes de germinacdo e vigor,
conforme estabelecido na RAS.

Para a instalacdo dos testes, as sementes de milho foram lavadas em agua corrente para

eliminar o tratamento quimico e ndo influenciar no condicionamento fisiol6gico. Através do
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peso de mil gréos do hibrido foi depositado, aproximadamente 70 g de semente nos erlenmeyers
contendo 400 mL de solugdo. Esses valores foram padronizados através de testes que
verificaram 0 movimento das sementes, sem haver extravasamento da solucdo no erlenmeyer
de 500 mL.

Depois dos preparos iniciais, as sementes foram submetidas ao processo de
condicionamento, em solugdes aeradas de peroxido de hidrogénio (0,1 mM), solugdo doadora
de oxido nitrico - nitroprussiato de sodio (0,1 mM) e quitosana (0,75 mM), em BOD adaptada
a temperatura de 24°C, por periodo de 24 horas (Pallaoro et al., 2016).

Apos o condicionamento, as sementes foram lavadas em &gua corrente e 0 excesso de
agua foi removido em papel toalha. As sementes foram secadas por 48 horas, em estufa com
circulacdo forcada de ar sem aquecimento. Apds esse periodo, a estufa foi regulada para 25 °C
e as sementes sem condicionamento também foram colocadas na estufa, a fim de uniformizar
0 teor de agua entre as sementes de todos os tratamentos. O processo durou até as sementes
atingirem aproximadamente 12% de umidade.

Posteriormente, as sementes de cada tratamento foram acondicionadas em embalagem
permeavel de papel kraft duplo (80 g.saco aproximadamente). As sementes, nas suas
respectivas embalagens, foram mantidas em cadmara fria, com temperatura controlada de 10 a
12 °C e umidade de 40 a 50%. A qualidade das sementes foi avaliada em cinco periodos de
armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 meses).

Em cada periodo de armazenamento, as sementes foram submetidas ao teste de
germinacdo em condicdo controlada. A semeadura foi realizada com quatro repeti¢es de 50
sementes. Cada repeticdo foi semeada sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com
mais uma folha, as quais foram umedecidas com volume de &gua destilada, equivalente a 2,5
vezes 0 peso seco do papel (Brasil, 2009).

As sementes submetidas a germinacdo na condicdo normal (controle e sem estresse) e
de salinidade, permaneceram em germinador tipo Mangelsdorf regulado a temperatura de 25
°C, com luz continua. As sementes avaliadas na condicdo de alta temperatura, ficaram em
camaras tipo B.O.D. em temperatura de 38-25 °C, com fotoperiodo de 8-16 horas,
respectivamente, para simular condi¢cdo de campo em alta temperatura. A primeira contagem
foi realizada aos 4 dias e a contagem final aos 7 dias apds a semeadura juntamente com ndmero
de plantulas anormais (Brasil, 2009).

Para a analise de imagens de plantulas, foram utilizadas 25 sementes por tratamento. A

semeadura foi realizada nas mesmas condigdes do teste de germinagcdo. As imagens das
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plantulas foram obtidas aos 4 dias apds a montagem do teste, equivalente ao periodo de primeira
contagem de germinacdo para a cultura do milho (Brasil, 2009).

Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versio S800, composto
por um modulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuracdo da analise foi utilizada a calibracdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
dimensdo “a” e dimensdo “b”. Depois da calibragdo da cor do fundo foi feita a analise das
imagens e extraido valores de comprimento da raiz priméaria, comprimento de parte aérea,
largura média da raiz primaria, comprimento total da plantula e a razdo do comprimento da raiz
pelo comprimento da parte aérea.

A andlise estatistica dos dados foi realizada pelo software R®. As médias foram
submetidas a analise de variancia e, quando significativas, aplicou-se teste de Scott-Knott a 5%

de probabilidade.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Durante todas as avaliagOes realizadas, foi observada uma resposta significativa no
desempenho fisioldgico das sementes, ao comparar as diferentes épocas de armazenamento e
as condicdes de germinacao, bem como a interacdo entre esses fatores.

Ao desdobrar a interagdo do tipo de estresse em cada nivel de armazenamento foi
proposto o teste de Scott-Knott para comparar as médias. O desdobramento inverso,
armazenamento dentro de cada nivel de estresse, retorna modelos polinomiais de regresséo, que
foram selecionados com base no coeficiente de determinacéo (R?) e p valor do efeito do modelo.

Quanto maior o coeficiente de determinacdo (R2), mais o modelo é capaz de explicar a
variacdo dos dados, indicando um ajuste mais preciso a amostra analisada. Esse indice revela a
eficacia do modelo em capturar e descrever a relacdo entre as variaveis (Chein, 2019). No geral,
0s modelos explicaram muito bem a variacdo dos dados.

A semente sem condicionamento e submetida a condi¢cdo normal de germinacao
(controle) manteve os niveis de vigor acima de 80% durante os cinco periodos de

armazenamento (Figuras 2, 3 e 4).

Figura 2 — Porcentagem da primeira contagem de germinacao (vigor) de sementes submetidas
ao condicionamento com peroxido de hidrogénio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condi¢des de germinacao. Lavras, 2024,
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$=54.51- 14.30x + 0.84x7 | R=04 40% Temperatura
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Primeira contagem de germinagao (%)

Armazenamento (meses)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
ns: ndo significativo.

Fonte: Da autora (2024).
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Entretanto, o0 armazenamento das sementes condicionadas favoreceu a reducéo de vigor
das sementes, principalmente para o PER. A embalagem que guardava as sementes tratadas
com PER foi acidentalmente rasgada e o ocorrido pode ter influenciado no resultado encontrado
(Figura 2).

No que diz respeito & aplicagdo de nitroprussiato de sédio, a condicdo de alta
temperatura e condi¢cdo normal de germinacdo demonstraram um decréscimo linear quando o
tempo de armazenamento foi aumentando. Na situacdo de estresse salino, o efeito do priming
ndo foi eficiente em nenhuma época de armazenamento (Figura 3).

De acordo com Rivera et al. (2011), em experimentos com milho doce, a imersdo das
sementes em uma solucdo de acido giberélico resultou em melhorias significativas na
viabilidade e no vigor, mantendo-se eficaz até os 60 dias de armazenamento. Com o passar do
tempo de armazenamento, o acido giberélico perde gradualmente sua eficacia em melhorar o

desempenho das sementes.

Figura 3 — Porcentagem da primeira contagem de germinacao (vigor) de sementes submetidas
ao condicionamento com nitroprussiato de sodio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2024).

A utilizagdo de priming com os agentes PER e QUIT sobre as sementes em condigao
sem estresse, seguida pela imediata semeadura, demonstrou trazer vantagens substanciais para

0 vigor das sementes em contraste com o controle (Figuras 2 e 4).



93

Além do mais, 0 tratamento com quitosana ativou uma memdria de defesa antioxidante
das sementes apds trés meses de armazenamento, quando submetidas aos estresses abioticos
(Figura 4).

O priming € uma técnica empregada na agricultura para otimizar a fase inicial do cultivo,
beneficiando a semeadura, a germinacdo e o desenvolvimento das plantulas sob diversas
condigbes de campo. O condicionamento consiste em modificar o vigor e/ou o estado

fisioldgico das sementes para melhor estabelecimento das plantas (Bose et al., 2018).

Figura 4 — Porcentagem da primeira contagem de germinacao (vigor) de sementes submetidas
ao condicionamento com quitosana e avaliadas em cinco épocas de armazenamento
e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
Fonte: Da autora (2024).

As sementes condicionadas com PER e submetidas aos estresses, tiveram uma
germinacao acima de 80% no estagio inicial do teste (Figura 5), apesar do atraso na germinacgao
visto na figura 2. No entanto, 0 comportamento subsequente referente aos 3, 6, 9 e 12 meses de
armazenamento foi 0 mesmo da primeira contagem de germinagdo, mostrando um decréscimo
na porcentagem de germinag&o das sementes.

O armazenamento de sementes pode levar a perda de sua capacidade de germinagéo ao
longo do tempo, devido a oxidacao dos lipidios presentes nas reservas de armazenamento e nas
membranas celulares. Esse processo de deterioragdo é influenciado por fatores como

temperatura, umidade e tempo de armazenamento, sendo essencial o controle adequado dessas
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condigBes para preservar a viabilidade das sementes por periodos mais longos (Kaewnaree et
al., 2011; Oenel et al., 2017).

Figura 5 — Porcentagem de germinacdo de sementes submetidas ao condicionamento com
peroxido de hidrogénio e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e quatro
condicdes de germinacdo. Lavras, 2024.
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Fonte: Da autora (2024).

Ao analisar a taxa de germinacdo de sementes condicionadas com as outras substancias
avaliadas, pode-se concluir que, o uso de nitroprussiato retornou maiores valores de germinacéo
do que a quitosana (Figuras 6 e 7).

E amplamente reconhecido que o 6xido nitrico desempenha um papel fundamental em
processos fisioldgicos, exercendo uma funcdo protetora direta nas células ao formar
peroxinitrito e também agindo como uma molécula sinalizadora para induzir a tolerancia ao
estresse. Além disso, estudos demonstram que o NO tem a capacidade de aumentar o conteido
de acido abscisico (ABA) e induzir o fechamento dos estdmatos, contribuindo para a regulacédo
do equilibrio hidrico (Liu et al., 2014; Dinler; Antoniou; Fotopoulos, 2014).
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Figura 6 — Porcentagem de germinacdo de sementes submetidas ao condicionamento com
nitroprussiato de sodio e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e quatro
condigdes de germinacéo. Lavras, 2024.

Estresse
ns Contraole
=#= Sem esiresse

=#= 3alino

Germinagao (%)

Temperatura

F=04.00-4.80x, R*=01,13%
20 b §=Sl:30—iﬂix:R:=98:-I-l-E’6

§ §=82,50-6,12x, R*=08.12%

0 3 6 9 12
Armazenamento (meses)

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade.
ns: nao significativo.

Fonte: Da autora (2024).

Observacdes sobre a porcentagem de germinacdo revelam uma influéncia direta e
semelhante dos tratamentos ON e QUIT sobre o processo germinativo ao longo do periodo de
avaliacdo. A andlise desses dados evidencia uma tendéncia consistente de reducdo da
caracteristica, mantendo-se em uma taxa constante a medida que o tempo transcorre (Figuras 6
ev).

No estudo realizado por Chiu, Chen e Sung (2002), as sementes de milho doce
condicionadas em matriz s6lida foram submetidas a diferentes temperaturas de armazenamento
ao longo de até 12 meses. Os resultados revelaram que o priming proporcionou melhorias
significativas na germinacgdo das sementes, reduzindo a peroxidacéo lipidica e aumentando as
atividades antioxidantes. No entanto, observou-se uma diminuicdo na longevidade das

sementes preparadas a 20 °C quando armazenadas a 25 °C por um periodo de 12 meses.
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Figura 7 — Porcentagem de germinacdo de sementes submetidas ao condicionamento com
quitosana e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e quatro condi¢cfes de
germinacdo. Lavras, 2024.
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Os estresses abidticos e também o tempo de armazenamento de sementes condicionadas
podem influenciar a porcentagem de plantulas anormais. Além disso, o0 estresse salino
proporcionou 0 maior nimero de plantulas anormais, mesmo com o uso dos diferentes agentes
condicionantes, conforme visto nas figuras 8, 9 e 10.

A salinidade do solo pode impactar a germinacdo das sementes ao criar um potencial
osmotico extremamente baixos ao redor das sementes, dificultando a absorcdo de agua. Além
disso, os efeitos toxicos dos ions Na+ e Cl- podem afetar negativamente as sementes em

germinacao e desenvolvimento de pléantula (Jisha; Vijayakumari; Puthur, 2013).
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Figura 8 — Porcentagem de plantulas anormais advindas de sementes submetidas ao
condicionamento com peroxido de hidrogénio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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Verificou-se um aumento significativo na taxa de plantulas anormais em resposta ao
armazenamento das sementes tratadas com nitroprussiato de sédio. Este fendmeno indica uma
deterioracdo progressiva da qualidade das sementes ao longo do tempo de armazenamento. Os
dados obtidos com a aplicacao de nitroprussiato de sédio apresentaram caracteristicas distintas
em relacdo as outras moléculas investigadas, evidenciando uma taxa de mortalidade de

sementes significativamente menor quando essa substancia foi utilizada (Figura 9).
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Figura 9 — Porcentagem de plantulas anormais advindas de sementes submetidas ao
condicionamento com nitroprussiato de sddio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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Fonte: Da autora (2024).

Um resultado promissor foi a reducdo na porcentagem de plantulas atipicas com a
utilizacdo do sinalizador quitosana, na condicdo sem estresse em comparagao com o controle
(Figura 10).

O condicionamento de sementes, revela-se como uma estratégia para aprimorar a
resposta adaptativa das células aos estresses ambientais, particularmente no que se refere a
integridade do DNA. Os estudos demonstram que 0 priming pode também desencadear a
ativacdo de proteinas sinalizadoras especificas e fatores de transcricdo. Esses eventos
molecularmente coordenados contribuem para uma resposta de tolerancia ao estresse por mais
tempo (Louis; Dhankher; Puthur, 2023).

Em situagdes em que 0s processos de reparo sdo menos eficientes do que a ocorréncia
de danos oxidativos, é possivel notar a presenca de plantulas anormais e, em casos mais graves,
a morte das sementes. Este Gltimo cenario foi particularmente evidenciado nos tratamentos com
os agentes PER e QUIT, em que os maiores periodos de armazenamento resultaram em uma

deterioracdo significativa da viabilidade das sementes (Figuras 8 e 10).
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Figura 10 — Porcentagem de plantulas anormais advindas de sementes submetidas ao
condicionamento com quitosana e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinagdo. Lavras, 2024.
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Fonte: Da autora (2024).

Em estudo conduzido por Oliveira et al. (2014), observou-se também que a germinacao
de sementes de milho doce em substrato com polietileno glicol 6000 e cloreto de potassio esta
associada a um aumento na ocorréncia de plantulas anormais, especialmente com a reducéo do
potencial osmatico do meio de cultura.

Ao examinar os componentes morfoldgicos das plantas, como o comprimento da parte
aérea e da raiz, constata-se uma coeréncia nos resultados quando comparados com os dados do
teste de germinacao.

A andlise grafica do comprimento da parte aérea de sementes tratadas com PER revelou
uma tendéncia semelhante aquela observada na primeira contagem de germinagao, conforme
ilustrado na Figura 2. Esse resultado sugere uma relagdo direta entre o desenvolvimento do

coleoptilo das plantulas e o vigor das sementes (Figura 11).
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Figura 11 — Comprimento do coledptilo advindo de sementes submetidas ao condicionamento
com peréxido de hidrogénio e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e
quatro condicOes de germinacéo. Lavras, 2024.
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O comprimento da parte aérea das sementes de milho tratadas com nitroprussiato de
sodio diminuiu a medida que cresceram 0s niveis de armazenamento (Figura 12), contudo, a
reducdo foi mais acentuada quando se utilizou o PER, em relacdo ao ON e QUIT.

O estudo realizado por Pallaoro et al. (2016) demonstra que o hidrocondicionamento
das sementes de milho, independentemente do uso de reguladores vegetais, compromete sua

resisténcia durante o armazenamento.



101

Figura 12 — Comprimento do coledptilo advindo de sementes submetidas ao condicionamento
com nitroprussiato de sodio e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e
quatro condicOes de germinacéo. Lavras, 2024.
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Foi constatado que a grande parte dos tipos de estresse resulta na diminui¢do da absor¢édo
de agua pelas sementes durante o processo de germinacdo. Adicionalmente, a reduzida
disponibilidade de 4gua nos tecidos demonstra influenciar significativamente o alongamento
celular, exercendo assim um impacto consideravel no crescimento do embrido e na subsequente

emergéncia das mudas (Bose et al., 2018).
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Figura 13 — Comprimento do coledptilo advindo de sementes submetidas ao condicionamento
com quitosana e avaliadas em cinco épocas de armazenamento e quatro condigdes
de germinacéo. Lavras, 2024.
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Fonte: Da autora (2024).

A analise de regressdo dos dados de comprimento da parte aérea em funcdo das épocas
de armazenamento propiciou resposta quadratica para PER e linear para ON e QUIT, na
condicdo sem estresse, com ponto de minima no 12° més de armazenamento.

O comprimento da parte aérea advindo de sementes submetidas ao condicionamento
com peroxido de hidrogénio diminuiu em 98,5% do periodo de O para 3 meses de
armazenamento (Figura 11). Para a substancia nitroprussiato de sédio, a reducéo do parametro
durante o armazenamento foi de 23,4; 46,8; 70,3 e 93,7%. Para a quitosana, a redugdo durante
0s meses de avaliacdo foi de 25,7; 51,3; 77,0 e 100%.

Em concordancia com as conclusdes de Wang et al. (2018), a analise dos parametros de
crescimento de plantulas de arroz sujeitas a condigdes de armazenamento em temperatura
ambiente por 15 dias demonstrou uma reducéo significativa. Houve uma diminuicdo notavel
no comprimento e peso fresco da raiz, assim como no comprimento e peso fresco da parte aérea

das mudas de arroz.
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Figura 14 — Comprimento da raiz priméria advinda de sementes submetidas ao

Comprimento da raiz primaria {cm)

10

condicionamento com peroxido de hidrogénio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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A pesquisa de Hussain et al. (2015) verificou que o armazenamento de sementes

condicionadas de arroz a 25 °C acarretou efeitos significativamente prejudiciais sobre a

germinacdo e o crescimento inicial das plantulas. Observou-se que o armazenamento das

sementes por 210 dias a 25 °C resultou em uma redugdo acentuada na atividade da a-amilase e

nos niveis de aclcares solUveis totais em cultivares de arroz.
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Figura 15 — Comprimento da raiz priméria advinda de sementes submetidas ao
condicionamento com nitroprussiato de sédio e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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Ap6s uma analise dos graficos, constatou-se que o comprimento da parte aérea e 0
comprimento da raiz exibiram padrdes estatisticamente semelhantes. Essa observacdo sugere
uma estreita associacdo entre o desenvolvimento da parte aérea e o crescimento radicular das
plantas avaliadas.

Em contrapartida, Oliveira et al. (2014), constata-se que, em situacfes de estresse, 0
crescimento da parte aérea apresenta uma sensibilidade superior a do crescimento radicular.
Essa constatacdo ressalta uma diferenciacdo na sensibilidade dos érgdos das plantas frente a

condigdes adversas, sugerindo uma alocacéo diferenciada de recursos em resposta ao estresse.
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Figura 16 — Comprimento da raiz priméria advinda de sementes submetidas ao
condicionamento com quitosana e avaliadas em cinco épocas de
armazenamento e quatro condic¢des de germinacdo. Lavras, 2024.
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A adocdo comercial do condicionamento de sementes enfrenta desafios significativos,
entre eles a longevidade das sementes apOs processos convencionais de condicionamento,
especialmente em condig¢des de armazenamento ambientais (Farooq et al., 2019).

Superar esses desafios requer investimentos em pesquisa e desenvolvimento, visando
otimizar os métodos de condicionamento e identificar solucGes eficazes de embalagem para
garantir a viabilidade e o vigor das sementes ao longo do tempo. Essas medidas sdo essenciais
para promover a adogdo generalizada do condicionamento de sementes e seu potencial impacto

positivo na agricultura e na seguranca alimentar.
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4 CONCLUSAO

Sementes condicionadas imediatamente antes da semeadura, tanto com o peroxido de
hidrogénio quanto com a quitosana apresentam beneficios significativos por meio do vigor,
comprimento da parte aérea e radicular.

Ao longo dos periodos de armazenamento analisados, apresenta redugdo da
armazenabilidade das sementes condicionadas.

O armazenamento prolongado de sementes condicionadas pode resultar na deterioracao
de sua capacidade de germinacdo ao longo do tempo. Esse processo de perda de viabilidade
pode ser influenciado por diversos fatores, como temperatura, umidade, condi¢des de

armazenamento e compostos quimicos utilizados durante o processo de condicionamento.
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