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RESUMO

O milho possui grande importancia econdmica no Brasil, e com isso héd a necessidade de
buscar ferramentas para melhorar as condi¢des de cultivo no campo e mitigar os impactos e
estresses abidticos que nele possa ocorrer. O uso de moléculas indutoras de tolerancia ao
estresse de cadmio e salino através do condicionamento fisiol6gico de sementes, surge como
uma ferramenta para superar tais estresses que possam ser observados na lavoura, buscando
estabelecer uma melhor germinacao e uma adequada populagdo de plantas finais nascidas, e
consequentemente uma maior produtividade em sua drea. Diante do exposto buscou-se com
o presente trabalho identificar possiveis moléculas que possam induzir a tolerancia ao
estresse de cadmio e salino em sementes de milho. Foram utilizadas as sementes das
linhagens L101, L102 e seus genitores GNHSEX2 pertencente ao Programa de
Melhoramento de Milho da Universidade Federal de Lavras. As moléculas usadas foram a
quitosana, melatonina, dcido indolacético, per6xido de hidrogénio e 6xido nitrico. As
andlises de germinagdo foram feitas no 4° e no 7° dia apds a montagem do experimento,
sendo analisado a germinagdo de plantulas normais e anormais. Com base nos dados foi
possivel concluir que algumas moléculas apresentaram resultados possiveis de serem
utilizadas para a indug@o de tolerancia a estresses abidticos, podendo apresentar melhorias
na qualidade fisioldgica e uma maior germinacdo da semente de milho. O peréxido de
hidrogénio foi a substincia condicionante que melhor proporcionou uma maior taxa de
germinagdo nas sementes.

Palavras-chave: Sinalizaciao bioquimica, Espécies reativas de oxigénio, Zea mays
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1. INTRODUCAO

No Brasil, de acordo com dados da Conab para a cultura do milho na safra 2020/2021,
tem-se uma projecao de producdo total de 108.965,6 milhdes de toneladas e produtividade de
5.526 kg por hectare nos 19.717,5 mil hectares destinados ao cultivo da cultura, apresentando
uma variacdo de 6,2% em relagdo a safra 2019/2020 (CONAB, 2021).

A ocorréncia de estresses bidticos e abidticos durante o ciclo da cultura podem afetar de
forma negativa a producdo final da mesma, se fazendo fundamental a mitigacdo de tais
condi¢des adversas, sejam por meio do manejo de pragas e doengas, considerados estresses
bidticos, e do excesso de cddmio e salinidade, que sdo estresses abidticos (GALON et al., 2010).
O estresse causado pelo excesso de sais nas plantas apresenta inimeros fatores que podem
limitar estas plantas no estdgio de emergéncia e desenvolvimento da cultura (ALMEIDA,
2010). E quando expostas a altas concentracdes de cddmio, as plantas podem apresentar reducao
do comprimento das raizes e da parte aérea, branqueamento das folhas, alteracdes
ultraestruturais dos cloroplastos e diminuicao da atividade fotossintética como resultado a ndo
tolerancia deste estresse (RASCIO et al., 1993).

Desta forma, o uso de moléculas que conferem efeito protetivo as sementes no
condicionamento fisiol6gico torna-se uma opcdo para auxiliar na diminui¢do dos impactos
causados pela ocorréncia de estresses abidticos melhorando a qualidade fisiologica das
sementes. (BRADFORD, 1986). A melatonina, acido indol acético (AIA), 6xido nitrico,
peréxido de hidrogé€nio e quitosana sdo exemplos de moléculas que podem ser utilizadas com
este intuito.

O pigmento clorofila apresenta sensibilidade ao déficit hidrico, sendo assim, o uso da
molécula de melatonina no pré tratamento de sementes representa a capacidade de manter os
niveis deste pigmento (WANG et al., 2018). Na acdo do AIA no milho, observa-se efeito
positivo no alivio do estresse salino quando combinado aos macronutrientes K e P (KAYA et
al., 2013). O uso da molécula de 6xido nitrico incita a germina¢do das sementes sob condi¢des
de estresse, favorece a quebra de dorméncia de algumas espécies e promove o alongamento e
formacao de raizes adventicias (SOUZA, 2007). J4 o uso do peréxido de hidrogénio (H>O») de
forma conjunta ao 4cido ascérbico e dcido salicilico, proporcionou uma melhora no crescimento
de plantas de milho nos estdgios iniciais em condi¢do de estresse de baixas temperaturas
(AHMAD; BASRA; WAHID, 2014). E a aplicagdo de quitosana como revestimento nas

sementes de milho, quando expostas a diferentes fontes de estresse abidtico proporciona as



plantas o desenvolvimento de mecanismos de defesa contra patdgenos € um maior crescimento
destas (LIZARRAGA-PAULIN et al., 2011).

Desta forma, no presente trabalho objetivou analisar a eficiéncia do uso de moléculas
sinalizadoras na indugdo de tolerancia a estresses abidticos na cultura do milho, causados pelo
excesso de sais e cddmio, a partir do emprego do condicionamento fisiol6gico em sementes do

hibrido de milho GNHSEX?2 e seus genitores, L101 e L102.



2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 - Importancia econémica da cultura do milho no Brasil

A cultura do milho desempenha um papel fundamental na agricultura brasileira em
virtude da sua ampla utilizacdo na alimentacdo humana, animal e mais recentemente, na
fabricacdo de etanol (CONTINI et al., 2019). A diversificacdo de uso do milho € resultante de
fatores como as caracteristicas nutricionais, principalmente como fonte energética, em funcdo
do seu alto teor de amido, lipidios e proteinas encontradas nos graos, além de compostos
bioativos como os carotendides e minerais como o selénio (RIBEIRO et al., 2003; KUMAR;
JHARIYA, 2013).

O Brasil movimenta aproximadamente R$ 10 bilhdes de reais ao ano com o comércio
de sementes. Visto que o milho e a soja somam 85% desse mercado, em func¢do das altas
tecnologias aplicadas na producdo de sementes (AEAPB, 2017). A utiliza¢do de sementes com
atributos de qualidade aceitdveis é de extrema importancia para o desenvolvimento do setor
(SANTOS et al., 2018).

O Brasil € o terceiro maior produtor de milho no mundo, sendo superado apenas pelos
Estados Unidos e China. A estimativa de producao da safra 2019/2020 é de aproximadamente
101 milhdes de toneladas, podendo atingir 25,3 e 75,4 milhdes de toneladas, na primeira e
segunda safra, respectivamente. (CONAB, 2019). Nos ultimos 25 anos, o milho aumentou o
valor arrecadado em 1111,7%, passando de R$ 3,1 bilhdes para R$ 37,6 bilhdes. Esse aumento
decorreu dos avangos tecnolégicos empregados nas lavouras, do crescimento das &reas
plantadas e da valoriza¢do do délar frente ao real.

O uso de ferramentas do melhoramento genético, como a utilizagdo da transgenia e
sementes hibridas, contribui massivamente para o aumento da producdo de milho no ano
agricola. Consequentemente, a semente adquiri um valor agregado, tornando necessdria uma
gestao eficiente (HENRIQUE; SILVA; FRANCO, 2020). No levantamento da safra 2017/2018
foram relacionadas 298 cultivares, incluindo milho grdo, silagem, pipoca e milho verde comum.
Do total, 195 cultivares sdo transgénicas, apresentando um ou mais eventos, € as restantes sao
convencionais. Portanto, 65,43% das cultivares de milho que estdo no mercado sao transgénicas

e apenas 34,56% sao convencionais (FILHO et al., 2018).



2.2 — Estresses abioticos na cultura do milho

Para alcancar boas produtividades, as condi¢cdes ambientais adversas devem ser
remediadas, incluindo os estresses bidticos, como o manejo de pragas e doengas e estresses
abidticos, como o excesso de cddmio e a salinidade. Para tanto, a tolerancia das plantas as
intempéries torna-se uma solu¢ao (GALON et al., 2010).

A cultura do milho exige entre 400 e 600 mm de dgua para uma producdo satisfatoria.
A 4gua afeta o desenvolvimento vegetativo da planta, além disso, estd associada aos processos
de sintese de proteina e RNA, na fisiologia do florescimento e no enchimento de graos
(FANCELLI; ALVES; ALMEIDA, 2015).

Um fator ligado com o estresse hidrico € a salinidade, que pode ser causada pelo excesso
de sais ou falta de dgua. O estresse salino dificulta a absorcao de 4gua, aumenta a concentracao
de fons de Na* e CI  nas células e propicia o desequilibrio nutricional, por atrapalhar a absorcao
de nutrientes essenciais. As principais causas sao o uso inadequado de irrigagao, fertilizacdo e
fertirrigac@o dos solos (RIBEIRO; GRZYBOWSKI, 2016). A salinidade apresenta varios
fatores que limitam o estdgio de emergéncia e desenvolvimento das culturas (ALMEIDA,
2010).

Para Conus et al. (2009), a cultura do milho é moderadamente tolerante a salinidade,
sendo mais sensivel ao estresse salino no periodo vegetativo. Porém, o aumento da
concentracdo de sais na solu¢do pode causar decréscimo no crescimento, na drea foliar e na
massa seca de plantulas. A redu¢do dos componentes de rendimento da cultura do milho, em
funcdo do aumento na salinidade do solo, é relatada por Blanco et al. (2008), que verificaram
que a produtividade da cultura do milho foi reduzida, em funcdo do aumento nos niveis de
salinidade da dgua de irrigagdo.

A parte aérea é mais sensivel a elevadas concentracdoes de NaCl comparada com as
raizes. Os altos niveis de sais no solo sdo apontados como os responsaveis por afetar a planta
inteira, diminuindo a produtividade, além de provocar a sua morte (ESTEVES; SUZUKI,
2008). Segundo Oliveira e colaboradores (2013), o aumento das concentragdes salinas
submetidas em sementes hibridas de milho, influenciaram diretamente a porcentagem de
germinacdo, sendo que a concentragdo salina influencia negativamente o crescimento inicial
das plantas de milho.

O cadmio (Cd) € um metal pesado que, quando presente no solo, apresenta alta
toxicidade ao ambiente, afetando plantas e animais e consequentemente, a produtividade das

lavouras. Tal contaminag¢do pode ocorrer tanto naturalmente como por acao antropica, através
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da mineracdo, residuos industriais e de esgoto e mau uso de agroquimicos (RIZWAN et al,
2012; ADREES et al, 2015). A presenca de cidmio no solo também pode acarretar a diminui¢do
de pigmentos fotossintéticos e as caracteristicas de trocas gasosas em diversas espécies de
plantas (AKHTAR et al., 2016). O estresse por Cd € oxidativo, o que leva a formagao de
espécies reativas de oxigénio, principalmente as que danificam a membrana celular, como as
que incluem radical hidroxila, anion super6xido e peréxidos de hidrogénio (KHAN et al., 2007).

A tolerancia por parte das plantas contra o estresse causado pela presencga deste metal
pesado pode variar de uma espécie para outra e algumas cultivares de milho (Zea mays L.) sao
capazes de tolerar e acumular algumas concentragdes de cddmio sem apresentar sinais de
toxidez, uma vez que essas plantas de milho apresentam um potencial de aumento na produgdo
de biomassa, atuando como forma de assisténcia na tolerancia ao estresse causado por este
metal pesado (RIZWAN et al, 2012). Quando nao tolerantes, essas plantas apresentam reducao
do comprimento das raizes e da parte aérea, branqueamento das folhas, alteracdes
ultraestruturais dos cloroplastos e diminuicdo da atividade fotossintética, observados quando
essas plantas foram submetidas a altas concentra¢des de Cd (entre 100 uM e 250 uM) (RASCIO
et al., 1993).

Anjum e colaboradores (2015), ao estudar duas cultivares distintas de milho (Run Nong
35 e Wan Dan 13), observaram que a toxicidade do Cd alterou o actiimulo de Cd, a geragado de
ROS, as atividades antioxidantes e o rendimento de graos em ambas as cultivares de milho. O
efeito deletério das espécies reativas de oxigénio geradas pela exposicao ao Cd foi maior em
Run Nong 35 e maior tolerancia ao estresse do Cd em Wan Dan 13 foi manifestada pelo
aumento da ativacdo de antioxidantes e maior actimulo de Cd. Os autores concluiram que a
manipulagdo desses antioxidantes e o aumento do actimulo de Cd nas raizes podem levar a uma

melhora na tolerancia ao estresse do Cd em cultivares tolerantes.

2.3 - Efeito protetivo de moléculas condicionantes em sementes

O estresse abidtico influencia diretamente no desempenho das sementes, sendo que
sementes com baixo vigor, sob condicdes adversas, tendem a apresentar menor velocidade e
percentual de germinacdo. A hidratacdo controlada das sementes com agentes quimicos pode
expressar o maximo potencial fisioldégico das mesmas, mesmo quando submetidas a condi¢des

de estresse (GOUVEIA; BINOTTI; COSTA, 2017).
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Buscando diminuir esses impactos para melhorar a qualidade fisioldgica das sementes
utiliza-se a técnica de condicionamento fisioldgico. A técnica € utilizada para melhorar o vigor
da semente devido ao processo natural de sua deterioracdo que acontece antes da semeadura. O
condicionamento fisiol6gico controla a velocidade de embebicao de dgua pelas sementes em
solucdes i0nicas ou ndo idnicas, ajustadas a potenciais hidricos que permitam a ocorréncia dos
processos fisioldgicos iniciais, sem atingir umidade suficiente para que ocorra a expansao
celular e, posteriormente a protrusdo da radicula (BRADFORD, 1986).

O uso do condicionamento fisiolégico de sementes objetiva a diminuicdo do tempo de
germinagdo e de emergéncia de plantulas, além da formacdo de estandes uniformes, quando
expostas a condi¢des adversas (KIKUTI et al, 2009).

Dentre estas moléculas, a melatonina, dcido indol acético (AIA), 6xido nitrico, peréxido
de hidrogénio e quitosana sao citadas como protetivas e podem estar associada aos mecanismos
de defesa, atuando como moléculas sinalizadoras da inducdo de rotas de prote¢do oxidativa
(BONOME et al., 2017).

A melatonina, ¢ uma molécula derivada do triptofano, ligada a uma gama de fungdes
fisiolégicas em animais e de grande importancia em processos fisioldgicos das plantas. Foi
identificada em vegetais pela primeira vez no ano de 1995, a partir de estudos conduzidos por
Dubbels et al. (1995) e Hattori et al. (1995), sendo encontrada vinculada aos processos
fisiolégicos de floracdo, fotossintese, senescéncia, germinacdo, enraizamento e ainda em
resposta a diversos tipos de estresses bidticos e abidticos, como altas temperaturas, salinidade,
estresse hidrico, radiagdo ultravioleta e a presenga de metais pesados na dgua e no solo
(ARNAO et al, 2015; WANG et al, 2018; TAN, 2015).

O uso da melatonina como pré-tratamento, apresenta a capacidade de preservar os niveis
de clorofila em plantas de diversas espécies, sendo este pigmento sensivel a condi¢des de déficit
hidrico e sofrendo reducdes em sua ocorréncia (WANG et al., 2018). O papel da melatonina na
protecdo de plantas contra estresse bidtico inclui a transdugio de sinal e mecanismo de a¢cdo na
indu¢do da imunidade contra infec¢des causadas por patdgenos, tendo relagdo com dacido
salicilico e jasmodnico (SUN et al., 2020). Acredita-se que melatonina e 4cido salicilico, quando
aplicados em conjunto, tenham efeitos positivos nas respostas de plantas a patdgenos
(HERNANDEZ-RUIZ & ARNAO, 2018).

Auxinas s@o hormonios sintetizados nos meristemas apicais e transportados em direcao
a base, influenciando o crescimento da gema apical e inibindo o crescimento das gemas axilares,
fenomeno denominado de dominancia apical (TAIZ; ZEIGER, 2004). O 4cido indolacético

(AIA) faz parte dos grupos das auxinas, sendo um hormoénio de ocorréncia natural e seu uso
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exogeno tem aprimorado o rendimento em safras comerciais, principalmente quando
submetidas a estresse salino (ASHRAF; AZHAR; HUSSAIN, 2006).

Estudos mostraram que em plantas de milho, a aplicacdo foliar de AIA aumentou as
concentragdes de K* nas folhas de plantas submetidas a estresse salino, bem como causou o
acimulo de prolina e nutrientes inorganicos essenciais, mantendo a permeabilidade da
membrana (KAYA et al., 2010). Foi observado o efeito mais promissor do AIA no alivio do
estresse salino no milho, quando combinado com K e P, além de reduzir consideravelmente a
concentracdo de Na* e aumentar significativamente os niveis de K*, Ca’* e P nas plantas de
milho com estresse salino (KAYA et al., 2013).

Segundo Ataide, Flores e Castro (2015), o uso de 6xido nitrico em diferentes espécies
evidencia efeitos positivos que essa molécula tem nos processos fisiolégicos das plantas. A sua
participacdo é comprovada em inimeros processos fisioldgicos vegetais, entre eles a fungao
protetora contra o estresse oxidativo, por impedir reagdes de peroxidacdo de lipidios
decorrentes de estresses abidticos. Para Souza (2007) o 6xido nitrico estimula a germinacdo de
sementes, tanto sob condi¢cdes normais, quanto sob estresse, favorece a quebra de dorméncia de
sementes de algumas espécies e atua promovendo o alongamento e formacdo das raizes
adventicias.

Estudos comprovam a eficiéncia do o6xido nitrico em sementes de Plathymenia
reticulata expostas ao envelhecimento acelerado, que tiveram a germina¢do aumentada
(PEREIRA et al., 2010). A presenga de 6xido nitrico nas sementes de gergelim, mesmo com a
restri¢ao hidrica, proporcionou um aumento na germinagao (PIRES, 2014).

Os efeitos protetores do 6xido nitrico nas plantas foram observados em culturas
celulares, tecidos e 6rgidos e em diferentes moléculas, tais como DNA, RNA, proteinas,
clorofilas e lipidios (BELIGNI; LAMATTINA, 1999). Constata-se que a molécula, mesmo
apresentando estrutura molecular bastante simples, encontra-se envolvida em diversos
mecanismos bioquimicos e fisiologicos em plantas submetidas a multiplas condi¢des de
estresses bidticos e abidticos, abrangendo um amplo espectro para estudos mais avancados
(FERREIRA, 2007).

O perdxido de hidrogénio (H20:) sinaliza os danos causados pelas espécies reativas de
oxigénio em macromoléculas e nas membranas celulares (SHU-HSIEN; CHIH-WEN; LIN,
2005), além de regular diretamente a expressdo de vdrios genes, alguns dos quais estdo
envolvidos na defesa da planta e resposta de hipersensibilidade (KOVTUN et al., 2000).

Na triticultura, estudos demonstraram que a aplicacdo de H>,O, exdgeno foi capaz de

melhorar a tolerdncia de mudas de trigo ao estresse salino, diminuindo a concentracdo de
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malondialdeido e a taxa de produ¢do do radical superéxido. Ainda aumenta as atividades de
algumas enzimas antioxidantes como a superoxido dismutase, peroxidase, catalase e ascorbato
peroxidase, além de prover a concentragdo de glutationa e carotendides (LI et al., 2011).

Em conjunto com 4cido ascérbico e 4cido salicilico, a aplicagdo exdgena de perdxido
de hidrogénio foi capaz de melhorar o crescimento de mudas de milho em estdgios iniciais sob
estresse de baixas temperaturas. Em vaso, a aplicacdo foliar dessa mistura melhorou o
crescimento da planta, conteido de clorofila B, estabilidade de membrana e atividades
antioxidantes enzimaticos em milho. Em campo, a aplica¢do dessas substancias, seja por primer
(semente) ou pulverizacdo foliar, melhorou os atributos morfolégicos, relacionados a
produtividade de graos de milho (AHMAD; BASRA; WAHID, 2014).

A quitosana ¢ um exemplo de biofilme e indutor de resisténcia, cuja aplicagdo permite
uma maior durabilidade em produtos apds a colheita e na prateleira. Frutos do morangueiro que
receberam aplica¢do de quitosana durante a pré-colheita apresentaram maior resisténcia das
plantas a patégenos (MAZARO et al., 2008). E ainda indicada como auxiliar na redugio do
dano oxidativo causado pelo estresse salino (RAZAVIZADEH; ADABAVAZEH;
KOMATSU, 2020). Além de prefigurar um método alternativo no controle da deterioracdo, o
uso de quitosana reduz a contaminacdo por microrganismos, retardam o amadurecimento
excessivo e evitam desperdicios (FAVARO, 2017).

O uso de quitosana como revestimento protetor em sementes de milho sob diferentes
fontes de estresse abidtico (seca, umidade, pH 4cido e pH alcalino) permitiu que as plantas
desenvolvessem mecanismos de defesa contra patégenos, além de promover um maior
crescimento de hastes, folhas e raizes longas e fortes (LIZARRAGA—PAULfN etal.,2011). Ao
utilizar uma cultivar tolerante ao resfriamento e outra sensivel ao frio, Guan et al. (2009)
observaram que o priming de sementes com quitosana aumentou o indice de germinagdo, a
altura da parte aérea, o comprimento da raiz e pesos secos da parte aérea e da raiz, e reduziu o

tempo médio de germina¢do, em ambas as cultivares de milho.
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3. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido em delineamento inteiramente casualizado, com quatro
repeticoes, em esquema fatorial 5x3 +1, sendo cinco moléculas sinalizadoras (4dcido
indolacético, peréxido de hidrogénio, quitosana, melatonina e 6xido nitrico), duas condi¢des de
estresse e condi¢do normal de germinagdo e uma testemunha (sementes sem condicionamento
e sem estresse), conduzido no Laboratério Central de Sementes da Universidade Federal de
Lavras. Foram utilizadas sementes de milho do hibrido GNHSEX2 e seus genitores, L101 e
L102.

A qualidade inicial das amostras foi determinada a partir da avalia¢do do teor de dgua,
por testes de germinagdo e vigor, conforme estabelecido na RAS. Em seguida, as sementes de
milho foram condicionadas em solu¢des aeradas de dcido indolacético (100 uM), peréxido de
hidrogénio (100 uM), quitosana (0,75 mM), melatonina (ImM) e solu¢do doadora de ON
nitroprussiato de s6dio (100uM), a temperatura de 24°C, por um periodo de 24 horas
(PALLAORO et al., 2016). Apds o condicionamento, as sementes foram lavadas em 4gua
corrente e o excesso de dgua removido utilizando papel toalha. As sementes, com ou sem
condicionamento, passaram pelo processo de secagem durante 48 horas, em temperatura
ambiente a fim de uniformizar o teor de dgua entre as sementes de todos os tratamentos.

As sementes condicionadas e ndo condicionadas (controle), foram submetidas a
diferentes condi¢des de germinacao: condi¢do controle (dgua destilada), condi¢do de estresse
salino (solucao de NaCl, concentracdo de -0,8MPa, equivalente a 10,472g LY (ARA(JJ Oetal.,
2014) e condigdo de estresse por cadmio (induzida por solucdo de NaCl de 0,003g L1).

No teste de germinacdo, utilizou-se quatro repeticdes de 50 sementes. Sendo a
semeadura realizada sobre duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha,
as quais foram umedecidas com volume de solucao contendo as referidas solucdes, equivalente
a 2,5 vezes o peso seco do papel. As sementes permaneceram em germinador tipo Mangelsdorf
regulado a temperatura de 25°C, com luz constante. A primeira contagem foi realizada aos 4
dias e a contagem final aos 7 dias apds a semeadura (BRASIL, 2009). A germinacao fisiolégica
foi analisada a partir da protrusao radicular.

Os dados foram submetidos a andlise de variancia e, quando significativos, aplicou-se
testes de médias. Para a comparacido do controle com os tratamentos resultantes do fatorial,

quando significativo, realizou-se o teste de Dunnett.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O uso de moléculas sinalizadoras como indutoras de tolerancia a estresses abidticos em
sementes de milho resultaram em interacdo entre os fatores para porcentagem da primeira
contagem de germinacdo, germinagdo e plantulas anormais quando avaliadas a linhagem de
milho L.101 e o hibrido GNHSEX?2 (Tabelas 1 e 4). Quando utilizada a linhagem L.102, houve
interacdo apenas na porcentagem da primeira contagem de germinacdo, sendo as demais
andlises avaliadas separadamente (Tabela 2 e 3).

Ao analisar a porcentagem da primeira contagem de germinag@o, observou-se que as
condig¢des de estresse salino, independente do tratamento condicionante utilizado, inviabilizam
a germinacao aos 4 dias (Tabela 1). O estresse salino dificulta a absor¢do de dgua tornando-se
um fator limitante para a germinagdo de sementes, uma vez que o potencial osmético do solo é
reduzido (CONUS et al., 2009). Nao houve diferenciacdo das substancias condicionantes
quando se analisou a primeira contagem em estresse salino e sem estresse.

Quando tratadas previamente e submetidas a estresse por cidmio, as sementes de milho
L101 apresentaram melhores resultados na primeira contagem de germinacdo com o uso da
melatonina (82,5%) e per6xido de hidrogénio (77,5%). No entanto, todas as sementes tratadas
foram iguais ou superiores estatisticamente aquelas que ndo foram submetidas a nenhuma
molécula em condi¢do de estresse, demonstrando que utilizar tais substincias garante melhor
desempenho. Analisando a germinagdo apds 7 dias, as sementes submetidas ao estresse por
caddmio e sem estresse se diferiram da testemunha positivamente (Tabela 1). Assim como
ocorreu ha contagem aos 4 dias, as sementes submetidas ao estresse salino mostraram menor
desempenho quando comparadas ao tratamento testemunha, sem estresse e o de estresse por
cadmio.

As moléculas condicionantes interferiram de forma semelhante nas porcentagens de
germinacdo das sementes expostas ao estresse por cddmio e sem estresse. Ja no tratamento de
estresse salino, tratar sementes da linhagem L.101 com perdxido de hidrogénio mostrou ser a
melhor op¢ao, pois proporcionou 66,0% de germinacao, ndo diferindo da testemunha, enquanto
o uso de quitosana foi o de menor potencial, onde apenas 36,5% germinaram. Neste estudo, a
aplicacdo exogena do perdxido de hidrogénio proporcionou a aclimatagdo das sementes de
milho ao estresse oxidativo proporcionado pelo cddmio e pelo sal. O peréxido de hidrogénio é
uma espécie reativa de oxigénio (EROS), moderadamente reativo. Em altas concentracoes,

pode causar danos aos acidos nucléicos, proteinas e lipideos das células, contudo em baixas
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concentracdes, funciona como um importante sinalizador intracelular ativando respostas ao
estresse e de vias de defesas do vegetal, promovendo a tolerancia cruzada (SILVA et al, 2016).

Em sementes de repolho, Kaiser e colaboradores (2016) ndo encontraram diferencas
significativas na porcentagem da primeira contagem de germinagdo e germinacao fungdo da
salinidade e concentracdes de KNOs, um liberador de 6xido nitrico. No entanto, os autores
observaram que, semelhante ao observado nas sementes da linhagem L101, as médias de
germinacdo das sementes submetidas ao estresse salino eram significativamente inferiores a
testemunha. Os autores testaram ainda diferentes concentragdes de nitroprussiato de sodio
(0,01; 0,1; 1,0 e 10 mmol L) e observaram que a utilizag¢do de 0,01 mmol L ! nas sementes de
repolho proveram resultados préximos ao do tratamento controle, sugerindo que esta
concentracdo minimizaria os efeitos da salinidade. Ao ministrarem a dose de 0,1 mmol L a
porcentagem da primeira contagem de germinacdo e germinac¢do decresceram para valores

inferiores aos encontrados neste estudo, sendo 14% e 27%, respectivamente.



17

Tabela 1. Porcentagem da primeira contagem de germinacdo, germinagdo e plantulas anormais de sementes de milho L.101 tratadas com
substancias condicionantes (dcido indolacético, melatonina, peréxido de hidrogénio, quitosana e 6xido nitrico) e submetidas a diferentes vias de
estresse (cadmio e salino). Lavras, 2021.

Primeira contagem de germinacao (%) Germinacao (%) Anormal (%)
Substancia condicionante Cadmio Salino Sem estresse Cadmio Salino Sem estresse Cadmio Salino  Sem estresse
ACld,O. 71,0 Ab 0,0 Ba* 77,0 Aa* 84,0 Aa* 48,0Bb* 86,5 Aa*  2,5Ba* 39,5 Ab* 2,5 Ba*
Indolacético

Melatonina 82,5 Aa* 0,5 Ba* 80,0 Aa* 90,5 Aa* 450Bb* 85,0 Aa* 0,5Ba* 37,5 Ab* 3,5 Ba*
Peroxido de hidrogénio 77,5 Aab* 0,0 Ba* 80,0 Aa* 88,5 Aa* 66,0 Ba 86,5 Aa* 0,5Ba* 23,5 Ac* 1,5 Ba*
Quitosana 73,5 Ab* 0,0 Ba* 74,5 Aa* 86,5 Aa* 36,5Bc* 88,5Aa* 2,0Ba* 52,5 Aa* 2,5 Ba*
Oxido nitrico 62,5 Bc 0,0 Ba* 81,5 Aa* 87,0 Aa* 46,0Bb* 87,0 Aa* 1,0Ba* 475 Aa* 2,5 Ba*

Testemunha 63,5 74,5 15,5

CV (%) 8,2 5,59 25,74

Meédias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Diferem
significativamente da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Todos os tratamentos se diferenciaram da testemunha quanto a porcentagem de
plantulas anormais, sendo a maior taxa encontrada em estresse salino, demonstrando a
ineficiéncia dos tratamentos quando as sementes sdo submetidas a este tipo de estresse (Tabela
1). Neste quesito, ndo houve diferenciacdo da aplicacdo das moléculas quando as sementes
foram submetidas ao estresse por cidmio ou sem estresse. Quanto ao estresse salino, o uso de
quitosana e 6xido nitrico proporcionaram maior taxa de anormalidade nas sementes, 52,5% e
47,5%, respectivamente, enquanto a utilizacao de peréxido de hidrogénio foi responsavel pela
menor porcentagem de plantulas anormais (23,5%), corroborando com os dados de germinacao

Para a primeira contagem de germinagdo da linhagem L1102, observou-se diferencga
significativa em todos os tratamentos em relagdo ao tratamento controle, exceto nas sementes
tratadas com quitosana e submetidas ao estresse por cddmio (44,0%) e sem estresse (35,5%)
(Tabela 2). Martins (2016), ao aplicar quitosana em sementes de milho transgénico e nao
transgénico observou que esta substancia promoveu o potencial germinativo de ambos 0s

hibridos somente quando ministrada em altas concentracdes (600, 1200 e 2400 ppm).

Tabela 2. Porcentagem da primeira contagem de germinacdo de sementes de milho L102
tratadas com substancias condicionantes (dcido indolacético, melatonina, peréxido de
hidrogénio, quitosana e 6xido nitrico) e submetidas a diferentes vias de estresse (cddmio e
salino). Lavras, 2021.

Primeira contagem de germinacao (%)

Substancia condicionante Cadmio Salino Sem estresse
Acido Indolacético 64,0 Aa* 0,0 Ba* 62,0 Aa*
Melatonina 49.0 Bbc* 0,0 Ca* 61,0 Aa*
Per6xido de hidrogénio 66,5 Aa* 0,0 Ba* 61,5 Aa*
Quitosana 44,0 Ac 0,0 Ca* 35,5 B¢
Oxido nitrico 55,0 Ab* 0,0 Ba* 49,0 Ab*
Testemunha 38,0
CV (%) 10,53

Meédias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha, nio diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Diferem significativamente da testemunha pelo Teste de Dunnett ao
nivel de 5 % de probabilidade.

O estresse salino tornou invidvel esta primeira contagem de germinacao, sendo todas as
substancias condicionantes utilizadas ineficazes em sua reversdo. Os condicionantes, acido
indolacético (64,0%) e perdxido de hidrogénio (66,5%), prefiguraram as melhores opcoes
quando ocorre o estresse por ciddmio. Na auséncia de estresse, as moléculas de &4cido
indolacético, melatonina e peréxido de hidrogénio se destacaram, com 62%, 61,0 e 61,5%,

respectivamente. Comparativamente, o tratamento com melatonina foi menos eficaz para
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sementes sob estresse por cddmio (49,0%) do que sementes sem estresse (61,0%) e o tratamento
com quitosana foi mais eficaz sob estresse por cidmio (44,0%) do que sementes sem estresse

(35,5%).

Niao houve interacdo entre os tratamentos condicionantes € as vias de estresse para a
linhagem L102 nas avaliagdes de porcentagem de germinagdo e porcentagem de plantulas
anormais, sendo estes parametros avaliados separadamente (Tabela 3). Dentre os materiais
analisados, a linhagem L102 foi a mais prejudicada pelo estresse salino. O estresse salino
proporcionou menor taxa de germinacao (13,3%) e maior indice de plantulas anormais (70,2%)

comparado a estes mesmo parametros submetidos a estresse por cidmio ou sem estresse.

Tabela 3. Porcentagem da germinacdo e plantulas anormais de sementes de milho L.102 tratadas
com substancias condicionantes (4cido indolacético, melatonina, peréxido de hidrogénio,
quitosana e 6xido nitrico) e submetidas a diferentes vias de estresse (cddmio e salino). Lavras,
2021.

Tratamentos Germinacio (%) Anormal (%)
Estresse
Cadmio 87,1a 1,6 b
Salino 13,3b 70,2 a
Sem estresse 83,2 a 4,3 b
Substancia condicionante
Acido indolacético 62,5a 23,3 a
Melatonina 62,7 a 23,7 a
Per6xido de hidrogénio 62,5a 26,7 a
Quitosana 60,0 a 273 a
Oxido nitrico 58,3 a 25.8a
Testemunha 77,0 12,0
CV (%) 8,52 16,34

Meédias seguidas da mesma letra maitdscula na coluna e mindscula na linha ndo diferem estatisticamente entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Diferem significativamente da testemunha pelo Teste de Dunnett ao
nivel de 5 % de probabilidade.

As sementes do milho hibrido GNHSEX?2, assim como ocorreu com as sementes de
milho das linhagens L101 e L102, apresentaram inviabilidade na primeira contagem para o
tratamento com estresse salino (Tabela 4). Ainda nesta andlise, em relagdo ao tratamento
testemunha (81,5%), ndo houve diferenciacdo para os tratamentos com &acido indolacético
(85%) e 6xido nitrico (83,5%) quando submetidas ao estresse por cidmio e para os tratamentos
com &cido indolacético (89,5%), melatonina (87,5%) e 6xido nitrico (82%) para os tratamentos

sem estresse.
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Tabela 4. Porcentagem da primeira contagem de germinagao, germinacao e plantulas anormais de sementes de milho hibrido GNHSEX?2 tratadas
com substancias condicionantes (4cido indolacético, melatonina, peréxido de hidrogénio, quitosana e 6xido nitrico) e submetidas a diferentes vias
de estresse (cddmio e salino). Lavras, 2021.

Primeira contagem de germinacao (%) Germinacao (%) Anormal (%)
Substancia condicionante = Cadmio Salino Sem estresse Cadmio Salino Sem estresse Cadmio Salino Sem estresse

Acido indolacético 85,0 Abc 1,5 Ba* 89,5 Aab 98,0 Aa 75,5 Bbc* 93,0 Aa 0,5Ba* 21,5 Aab* 3,5Ba
Melatonina 92,5 Aab* 0,5 Ba* 87,5Aab 95,0 Aa 79,0 Bab* 95,0 Aa 2,0Ba 17,0 Abc* 4,0 Ba
Peroxido de hidrogénio 93,5 Aab* 0,5 Ba* 93,5 Aa* 99,0 Aa 83,0 Ba* 96,0 Aa 0,0 Ba* 14,0 Ac* 4,0 Ba
Quitosona 95,0 Aa* 3,0 Ba* 92,5 Aa* 98,0 Aa 71,0 Bc* 97,0 Aa 0,5Ba* 24,0 Aa* 1,5Ba
Oxido nitrico 83,5 Ac 1,5 Ba* 82,0 Ab 95,5 Aa 81,0 Bab* 93,5 Aa 1,0 Ba* 12,0 Ac* 2,5Ba

Testemunha 81,5 92,0 6,5

CV (%) 6,91 3,81 36,81

Meédias seguidas da mesma letra maitiscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. *Diferem
significativamente da testemunha pelo Teste de Dunnett ao nivel de 5 % de probabilidade.
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Os tratamentos com melatonina, peréxido de hidrogénio e quitosana foram responsaveis
pelas maiores médias da primeira contagem de germinacgdo tanto das sementes estressadas por
cadmio, 92,5%, 93,5% e 95,0%, respectivamente, quanto das sementes sem tratamento de
estresse, 87,5%, 93,5% e 92,5%, respectivamente, juntamente com o dcido indolacético
(89,5%) para essa ultima.

Para porcentagem de germinagdo das sementes do milho hibrido GNHSEX?2, somente
as sementes submetidas ao estresse salino obtiveram médias inferiores e diferenciaram
significativamente do tratamento controle (Tabela 4). A germinacdo para o tratamento por
estresse salino também foi destaque negativo comparado as outras vias de estresse. Em estresse
salino, a utilizacdo de melatonina (79,0%), per6xido de hidrogénio (83,0%) e 6xido nitrico
(81,0%) como moléculas condicionantes permitiram as maiores porcentagens de germinacao,
sendo o tratamento com perdxido de hidrogé€nio estatisticamente superior. A utilizagdo da
quitosana, por sua vez, proporcionou a menor taxa de germinacao (71%)

Quando tratadas previamente na fase de plantula com peréxido de hidrogénio, Gondim
e colaboradores (2011) perceberam que a aclimatagao de plantas de milho ao estresse salino foi
induzida, revertendo parcialmente os efeitos deletérios da salinidade. Os autores atribuiram tal
situacdo ao maior acimulo de proteinas e carboidratos soltiveis, o que pode ter ocorrido também
no tratamento prévio das sementes neste estudo. Nao houve diferenciacdo na porcentagem de
germinagdo quanto ao uso das moléculas condicionantes nos tratamentos de estresse por cddmio
€ sem estresse.

A taxa de plantulas anormais foi maior quando estas foram submetidas ao estresse salino
(Tabela 4), sendo que todos os tratamentos com moléculas sinalizadoras apresentaram maiores
taxas do que a encontrada para a testemunha. Apesar disso, menores taxas de plantulas anormais
foram encontradas nas sementes tratadas com melatonina (17,0%), per6xido de hidrogénio
(14,0%) e 6xido nitrico (12,0%).

Nao houve diferenciacdo do tratamento sem estresse, bem como para a utilizagdao de
melatonina como condicionante do estresse por cddmio em relagdo ao controle. Assim como
ocorreu na porcentagem de germinacdo, ndo houve significancia na utiliza¢do de diferentes
substancias condicionantes se tratando sementes estressadas por ciddmio ou sem estresse,
demonstrando que a utilizacdo de qualquer uma das substiancias em sementes do hibrido
GNHSEX?2 ¢ eficaz para aumentar a porcentagem de germinacao e diminuir a quantidade de
plantulas anormais.

Assim como ocorreu neste ensaio, Gomes e colaboradores (2000) observaram que

sementes hibridas de milho apresentam qualidade fisiolégica superior quando comparadas a das
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linhagens. Tal fato se deve a expressao da heterose, evidenciada pelo cruzamento de linhagens
com bom potencial. Além disso, os autores observaram melhoras no processo de germina¢do

em sementes hibridas devido a maior eficiéncia do sistema enzimatico.
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CONCLUSOES

A utilizacdo de moléculas condicionantes em sementes submetidas ao estresse por
cadmio e auséncia de estresse favorece a primeira contagem de germinacdo, porcentagem de
germinagdo e diminui a taxa de plantulas anormais em sementes de milho hibrido.

Em sementes de milho submetidas ao estresse salino, o tratamento com peréxido de
hidrogénio se destacou, apesar de originar valores menores que a testemunha, portanto, o
aumento da dose desta substancia pode atingir patamares efetivos.

O peréxido de hidrogénio foi a substincia condicionante que melhor interagiu com as
sementes, independente do estresse, proporcionando maiores taxas de germinacao nas sementes
das linhagens L.101 e L102 e no milho hibrido GNHSEX2 e menores taxas de plantulas

anormais.
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