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Figura 1. Efeito do brassinolide na germinacéo de sementes de milho. Sementes sem
priming (controle, S), priming com agua (0) e com as concentracdes de 0,5; 1 € 2 uM
do hormonio. Colunas verticais representam a média de quatro repeticbes com barras
indicando 0 erro PAAra0. (K).......cereererierieinisesieese st s
Figura 2. Efeito do brassinolide na germinagdo de sementes de milho. Sementes sem
priming (S), priming com agua (0) e com as concentragdes de 0,5; 1 e 2 uM do
hormonio, submetidas ao teste de frio (TF) (A), restricdo hidrica (RH) (B),
envelhecimento acelerado (EA) (D), indice de velocidade de emergéncia (IVE) (D),
comprimento da parte aérea e raiz (CP e CR) (E), massa seca de parte aérea e raiz (MP
e MR) (F). Colunas verticais representam a média de quatro repeticdes com barras
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Figura 3. Rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescéncia inicial (Fo),
rendimento quantico efetivo do PSII (@), rendimento quéntico de dissipacdo de
energia ndo regulada do PSII (®no) taxa de transporte de eletros (ETR) das plantas de
soja aos 15 dias apds semeadura das sementes de milho sem priming (S), priming com
agua (0) e com as concentracdes de 0,5; 1 e 2 uM do brassinolide.......................
Figura 4. Taxa fotossintética (A, A), condutancia estomética (gs, B), taxa
transpiratoria (E, C), relacdo entre concentragdo interna e externa de CO; (Ci/Ca, D)
das plantas de soja aos 15 dias ap6s semeadura das sementes de milho sem priming
(S), priming com agua (0) e com as concentrag¢des de 0,5; 1 ¢ 2 uM do brassinolide.
Para A, E e gs asteriscos indicam diferenca significativa pelo teste de Kruskal-Wallis
e 0 post-hoc de Dunn aplicando a correcao de Bonferroni..........coccvvveeiiveeeeniiiinnnnns

Figura 5. Andlise histoquimica de sementes de milho. A coloracdo com azul de
toluidina foi realizada para caracterizagédo estrutural (A). A coloragdo com lugol foi
realizada para identificagdo de amido (B, e C). A colora¢do com xylidine ponceau foi
realizada para identificar os compostos proteicos (D, € E).....uuvvveeeeiiiiiiiiiieeeieee i,

Figura 6. Efeito do brassinolide na atividade de a-amilase de sementes de milho sem
priming (S), priming com agua (0) e com as concentragdes de 0,5; 1 ¢ 2 uM do
hormonio. Colunas verticais representam a média de quatro repetices com barras
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Figura 7. Analise dos componentes principais (PCA) de dados de qualidade e vigor de
sementes, PG (porcentagem de germinacéo), teste de frio (TF), restri¢do hidrica (RH),
emergéncia (EM), indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte
aérea (CP), comprimento de raiz (CR), massa seca de parte aérea (MP), massa seca de
raiz (MR) e envelhecimento acelerado (EA), dados de fluorescéncia de imagem,
rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescéncia inicial (Fo), rendimento
quantico efetivo do PSII (®y), rendimento quéntico de dissipagdo de energia néo
regulamentada do PSII (®no) taxa de transporte de eletros (ETR), rendimento de
extingdo ndo fotoquimica (YNPQ), para trocas gasosas, taxa fotossintética (A),

condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E), relacdo entre concentracéo interna
e externa de CO; (Ci/Ca) e atividade de a-amilase (Alfa) e b-amilase (Beta) para o
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Figura 8. Matriz de correlacdo de Pearson de dados de qualidade e vigor de sementes,
PG (porcentagem de germinacdo), teste de frio (TF), restricdo hidrica (RH),
emergéncia (EM), indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte
aérea (CP), comprimento de raiz (CR), massa seca de parte aérea (MP), massa seca
de raiz (MR) e envelhecimento acelerado (EA), dados de fluorescéncia de imagem,
rendimento quantico potencial do PSIlI (Fv/Fm), fluorescéncia inicial (Fo),
rendimento quéntico efetivo do PSII (®y), rendimento quantico de dissipacdo de
energia ndo regulamentada do PSII (®no) taxa de transporte de eletros (ETR),
rendimento de extincdo ndo fotoquimica (YNPQ), para trocas gasosas, taxa
fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa transpiratoria (E), relagéo entre
concentracdo interna e externa de CO- (Ci/Ca) e atividade de a-amilase (Alfa) e b-
amilase (Beta) para o condicionamento fisiol6gicos de sementes de milho com
DIASSINONIAE. ... ..eevvieieiee bbbt
CAPITULO II

Figura 1. Efeito do priming na germinacdo (%) em sementes de milho com
concentracdes de SiO,-NPs (0, 200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). Colunas
verticais representam a média de quatro repeti¢gdes com barras indicando o erro

Figura 2. Efeito do priming na germinacdo (%) em sementes de milho com
concentracdes de SiO2-NPs (0, 200, 400 e 600 L) e controle (SP) submetidas aos
testes de estresse salino (ES), teste de frio (TF), restricdo hidrica (RH) e
envelhecimento acelerado (EA). Colunas verticais representam a média de quatro
repeticGes com barras indicando 0 rro PAdra0.........ccoeevveceeervieesiee e

Figura 3. Gréfico radar. Efeito do priming na germinacédo (%) em sementes de
milho com concentragcdes de SiO2-NPs (0, 200, 400 e 600 L-1) e controle (SP)
submetidas aos testes de estresse salino (ES), teste de frio (TF), restricdo hidrica
(RH) envelhecimento acelerado (EA) e emergéncia (EM)........cccoververnivenieenniennnne.

Figura 4. Efeito do priming no indice de velocidade de emergéncia (IVE) (A) e no
comprimento de parte aérea e raiz de plantulas (CP e CR) (B) em sementes de milho
com concentragdes de SiO.-NPs (0, 200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). Colunas
verticais representam a media de quatro repeticdes com barras
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Figura 5. Efeito do priming na atividade da enzima a.-amilase em sementes de milho
com concentragdes de SiO,-NPs (0, 200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). Colunas
verticais representam a média de quatro repeticbes com barras indicando o erro

Figura 6. Rendimento quéantico efetivo da conversao de energia fotoquimica em PSI|
(®II), dissipagdo de energia ndo regulada (Pnoy € 0 rendimento quéntico de
dissipacdo de energia regulada (®npg) aos 15 dias apds semeadura das sementes de
milho sem priming (SP), priming com &gua (0) e com as concentragdes de 200, 400
£ 600 MG L dE SIO2-NPS......coovciieciiciece ettt
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RESUMO

CONCESCHI, THAIS FERNANDES DE JESUS. Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia
e Tecnologia Goiano - Campus Rio Verde — GO, fevereiro de 2024. Impactos dos efeitos
do priming com bassinolide e nanoparticulas de silicio no desempenho de sementes
de milho. Orientadora: Prof.2 Dr.2 Juliana de Fatima Sales. Coorientador: Dr. Arthur
Almeida Rodrigues.

A qualidade da semente € um dos fatores mais importantes para atingir os objetivos de
estabelecimento uniforme de plantulas e alto rendimento da cultura. A utilizacdo de
sementes de alta qualidade e vigor é fundamental para 0 aumento da produtividade agricola,
sendo fator indispensdvel para o sucesso da cultura do milho. No entanto, diversas
dificuldades podem comprometer a qualidade das sementes e o desenvolvimento das
plantas, como o deterioracdo e envelhecimento das sementes e fatores ambientais adversos,
como variacdes de temperatura e estresse hidrico. Esses fatores limitam o potencial de
germinacdo e vigor das sementes, prejudicando o crescimento das plantulas e,
consequentemente, afetando a produtividade da cultura. O aumento da produtividade do
milho tem sido impulsionado por novas tecnologias, incluindo o aprimoramento da
qualidade das sementes, entre as estratégias utilizadas, destaca-se o priming, uma técnica
que consiste no pré-condicionamento das sementes antes da semeadura. Essa abordagem
pode aumentar a velocidade e o vigor da germinacdo, além de contribuir para o
desenvolvimento inicial das plantulas, especialmente em condi¢cdes de estresse, além de
permitir o uso de aplicacdo de substancias quimicas, como reguladores de crescimento e
nanopaticulas. Este estudo investigou o potencial do priming em sementes de milho com
duas abordagens distintas: o uso de brassinolide (BL) e nanoparticulas de didxido de silicio
(SiO2-NPs). O priming com BL, experimento I, foi realizado utilizando diferentes
concentragdes (0,0; 0,5; 1; e 2 uM) para avaliar o efeito no desenvolvimento inicial das
plantulas, em especial sob condi¢Oes de estresse. Para isso, foram utilizados testes de
germinacdo, envelhecimento acelerado, e avaliacdo do desempenho das sementes sob
estresses como frio e restricdo hidrica. Da mesma forma, as sementes de milho foram
tratadas com diferentes concentragdes de nanoparticulas de SiO2 (0, 200, 400 e 600 mg L~
1Y no experimento 11, e o efeito do priming foi analisado por meio de analises, fisiologicas
e bioquimicas. Ambas as técnicas de priming foram avaliadas em relacdo aos testes de
fluorescéncia da clorofila, trocas gasosas e outros parametros fisiol6gicos, como a atividade
da enzima a-amilase. Esses testes permitiram analisar a eficacia do priming na melhoria do
vigor e na resisténcia das sementes de milho. Os resultados indicaram que tanto o
brassinolide quanto as nanoparticulas de SiO. aumentaram a qualidade fisiologica das
sementes, favorecendo a germinacdo e o desenvolvimento inicial das plantulas,
especialmente quando as sementes enfrentaram condigOes de estresse.

Palavras-chave: condicionamento, germinacdo, potencial fisiologico, vigor, Zea mays
L.



ABSTRACT

CONCESCHI, THAIS FERNANDES DE JESUS. Federal Institute of Education, Science,
and Technology of Goias, Rio Verde Campus, Goias State (GO), Brazil, March 2024.
Impacts of brassinolide and silicon nanoparticle priming on maize seed
performance. Advisor: Profa. Dra. Sales, Juliana de Fatima. Co-advisor: Dr. Arthur
Almeida Rodrigues.

The use of high-quality and vigorous seeds is fundamental to increase agricultural
productivity, being an essential factor for success of maize (Zea mays L.) cultivation.
However, various challenges may compromise seed quality and plant development, such
as seed deterioration and aging, as well as adverse environmental factors, including
temperature fluctuations and water stress. These factors limit seed germination potential
and vigor, hindering seedling growth and consequently affecting crop productivity. Maize
productivity has been driven by new technologies, including the improvement of seed
quality. Among the strategies employed, priming stands out as a technique that involves
pre-conditioning seeds before sowing. This approach can increase germination speed and
vigor, as well as to contribute to the early development of seedlings, especially under stress
conditions, and allow the application of substances such as growth regulators and
nanoparticles. This study investigated the potential of priming maize seeds using two
distinct approaches: the use of brassinolide (BL) and silicon dioxide nanoparticles (SiO--
NPs). Priming with BL (Experiment I) was performed using different concentrations (0.0,
0.5, 1, and 2 uM) to assess its effect on early seedling development, particularly under
stress conditions. For this, germination tests, accelerated aging, and performance
evaluation under stresses such as cold and water restriction were employed. Similarly,
maize seeds were treated with different concentrations of SiO. nanoparticles (0, 200, 400,
and 600 mg L-1) in Experiment I, the priming effect was analyzed through physiological
and biochemical assessments. Both priming techniques were evaluated in relation to
chlorophyll fluorescence tests, gas exchange, and other physiological parameters, such as
a-amylase enzyme activity. These tests allowed the analysis of the priming effectiveness
in improving seed vigor and resistance. The results indicated that both brassinolide and
Si02 nanoparticles increased the physiological quality of the seeds, favoring germination
and early seedling development, especially when seeds faced stress conditions.

Keywords: conditioning, germination, physiological potential, vigor, Zea mays L.
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1. INTRODUCAO GERAL

O milho (Zea mays L.) é uma das culturas mais significativas e versateis do mundo,
com grande importancia na economia agricola global, sendo fundamental para os mercados
globais. O Brasil ocupa o terceiro lugar de maiores produtores, principalmente nas regides
como o Centro-Oeste, Sul e Sudeste, consolidando a importancia da cultura no panorama
agricola nacional (CONAB, 2023).

A emergéncia rapida e o estabelecimento adequado das plantulas sdo fatores
decisivos na producdo de milho. Fundamental na agricultura e na seguranca alimentar, a
qualidade de semente ¢ um dos pilares para garantir a sustentabilidade dos sistemas
alimentares globais. A utilizacdo de sementes de alta qualidade maximiza o potencial
genético das culturas, e resulta em maior produtividade e resiliéncia aos desafios ambientais
(Finch-Savage e Bassel, 2016). Essas sementes proporcionam melhor adaptacédo a condi¢des
climaticas e de crescimento adversas, maior resisténcia a pragas e doencas, e uniformidade
no crescimento e na maturacdo das plantas (Wimalasekera, 2015).

Estressores abioticos, como seca, salinidade e temperaturas extremas, prejudicam a
germinacdo das sementes ao alterar processos metabolicos e fisiologicos essenciais. Com
as mudancas climaticas, a incidéncia desses estressores, tanto bidticos quanto abidticos,
tem aumentado, representando ameaca significativa a produtividade das plantas (Tamindzi¢
et al. 2024). Sementes de milho de alto vigor sdo mais resistentes as condi¢es de baixa
disponibilidade hidrica, favorecendo o estabelecimento da planta no campo mesmo nessas
condicdes (Tekrony e Egli, 1991). Isso se deve a rapida emergéncia e ao alto desempenho
das sementes, que resultam em melhor uniformidade, desenvolvimento e qualidade do
produto colhido (Marcos Filho, 2015).

O priming ou condicionamento fisioldgico de sementes é uma técnica utilizada na
agricultura para promover a germinacgédo das sementes e o estabelecimento das plantas, que
envolve através de procedimentos prévios a semeadura, que buscam aprimorar a qualidade
fisiologica das sementes (Khalaki et al. 2020). A técnica envolve a hidratacéo parcial das
sementes, de modo a permitir a ocorréncia da fase Il da germinagdo, sem que se inicie a
emergéncia da raiz primaria (fase Ill, crescimento), momento que ocorre a perda da
tolerancia a dessecagdo (Singh et al. 2015; Wagas et al. 2019). Apds o tratamento, as
sementes sdo0 novamente secas até atingirem o grau de umidade inicial e, entdo,
armazenadas até 0 momento da semeadura. Na fase de embebicéo, a absor¢do controlada
de agua facilita a sintese de proteinas e induz a atividade respiratoria. A fase 1, também
denominada pré-germinacdo ou ativacdo, envolve varios processos metabdlicos, como a
sintese proteica, a respiracdo e o metabolismo de agucares (Corbineau et al. 2023).

O priming de sementes pode ser realizado usando 4gua ou ampla gama de agentes
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de priming que incluem sais, moléculas antioxidantes e bioativas, microrganismos

benéficos, fitohorménios (hormopriming) e nanoparticulas (nanopriming) (Pagano et al.
2023). Os tratamentos tém o propdsito de ativar processos metabdlicos nas sementes,
estimulando a respiracdo, a sintese de enzimas e hormonios, e a mobilizacdo de reservas.
Como resultado, ocorre aumento na taxa de germinacdo, na velocidade de emergéncia de
plantulas e na uniformidade do estabelecimento da cultura (Sano et al. 2017; Paparella et
al. 2015).

O hormopriming consiste na aplicacdo exdgena de reguladores de crescimento de
plantas ou fitohorménios que podem estimular a embebicdo e modificar o metabolismo das
sementes (Bryksova et al. 2020). Os reguladores de crescimento de plantas mais
frequentemente usados dessa forma sdo &cido abscisico, giberelinas, citocininas, auxinas,
etileno, e mais recentemente os brassinosteroides (De Diego e Spichal, 2020).

Os brassinosterdides (BRs) sdo hormonios esteroides vegetais essenciais para o
desenvolvimento adequado da planta (Divi e Krishna, 2009). Afetam os processos de
crescimento, formacéo do sistema vascular, reproducéo, desenvolvimento de flores e frutos,
controla os efeitos inibitorios do &cido abscisico, tendo efeito positivo na germinacao das
sementes (Zhang et al. 2009; Hu e Yu, 2014). Juntamente com as giberelinas e o etileno,
0s BRs induzem o crescimento do embri&o e aumentam a digestdo do endosperma (Finch-
Savage e Leubner-Metzger, 2006).

O nanopriming estimula varios mecanismos metabolicos associados a germinacgéo
das sementes, incluindo a regulacdo positiva dos genes da aquaporina, atividade da a-
amilase e sistemas antioxidantes (Mahakham et al. 2017). O priming de sementes utilizando
diferentes tipos de nanoparticulas tem se mostrado eficaz no que se refere a reducdo da
dorméncia das sementes, a melhoria da germinagdo e ao vigor das plantulas, tanto de
espécies agricolas quanto de espécies florestais nao agricolas (Arnott et al. 2021).

Nos ultimos anos, 0s nanomateriais sdo utilizados na agricultura como
estimuladores de crescimento, produtos de protecdo de plantas e nanofertilizantes. Entre
estes, as nanoparticulas de silica (SiNPs) tém ganhado cada vez mais atencdo devido as
suas propriedades Unicas, como alto volume de poros, grande area de superficie, baixa
toxicidade, alta estabilidade, morfologia controlavel e facilidade de funcionalizacdo da
superficie (Sun et al. 2018). Foi demonstrado que o nanopriming com SiNPs melhora a
germinacdo de sementes e o crescimento de plantulas sob estresse salino e condigdes
normais (El-Serafy et al. 2021).

A aplicacdo de silicio é uma estratégia ecologicamente correta para melhorar a
resposta das plantas ao estresse salino e a seca, alem de melhorar as respostas adaptativas,
como a producéo de compostos fenolicos, absorcdo de minerais e antioxidantes (Ahanger
et al. 2018; Ahmad et al. 2018).
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O aprimoramento da qualidade das sementes, por meio de praticas como o priming

e 0 uso de nanoparticulas e fitohormonios, representam avanco significativo para melhorar
a germinacao, o vigor das plantulas e a resisténcia a estressores abioticos. Dessa forma, a
integracdo de novas tecnologias de tratamento de sementes para garantir a producéo
agricola mais eficiente e sustentavel, especialmente neste cenario de mudancas climaticas e

desafios ambientais crescentes, tem se mostrado cada vez mais urgente.
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2. OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos do priming com brassinolide e nanoparticulas de silicio em

sementes de milho através de analises da qualidade fisiologica das sementes.
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3. CAPITULOI

Priming com brassinolide: estratégia para melhorar a germinacao e o desenvolvimento
inicial de plantulas de milho

(Normas de acordo com o periodico Theoretical and Experimental Plant Physiology)

RESUMO: Variagbes de temperatura e 0 nivel de hidratacdo afetam a germinacdo das sementes. A
técnica do priming aumenta a velocidade e vigor, mas pode afetar negativamente a longevidade das
sementes. Este estudo foi conduzido com o objetivo de investigar o potencial do priming com
brassinolide em sementes de milho como uma estratégia para aprimorar a germinacao e o
desenvolvimento inicial das plantulas. Uma solucéo estoque foi preparada com brassinolide, e as
sementes de milho do hibrido SYN8A98 foram condicionadas com as seguintes concentragdes: 0,0; 0,5;
1; e 2 uM e sementes sem priming foram consideradas como o tratamento controle. A germinagdo e o
vigor das sementes apresentaram resultados superiores quando as sementes foram condicionadas. Para
os testes de imposicao de fatores de estresse, teste de frio e de restrigdo hidrica, sementes condicionadas
com BL foram superiores. A fluorescéncia da clorofila a e parametros de trocas gasosas apresentaram
melhores resultados em plantulas dos tratamentos com 0,5; e 1 pM de brassinolide no priming. As
sementes condicionadas apresentaram menor acimulo de amido e proteinas nos tecidos celulares, em
comparagdo com as sementes ndo condicionadas. Esses resultados indicaram que o condicionamento
com o hormdnio brassinolide incrementa a qualidade fisioldgica das sementes de milho, principalmente
sob condicGes de estresses, e posteriormente, melhora o desenvolvimento inicial das plantulas.

Palavras-chave: Brassinosterdide, fotossintese, trocas gasosas, vigor, Zea mays L.
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CHAPTER |

Brassinolide Priming: A Strategy to Enhance Germination and Early Seedling
Development in Maize

(Theoretical and Experimental Plant Physiology journal guidelines)

ABSTRACT: Temperature variations and hydration levels influence seed germination. The priming
technique improves seed speed and vigor but may negatively affect seed longevity. This study aimed
to investigate the potential of priming with brassinolide in maize seeds as a strategy to enhance
germination and early seedling development. A stock solution of brassinolide was prepared, and
maize seeds of the hybrid SYN8A98 were conditioned with the following concentrations: 0.0, 0.5,
1, and 2 uM, with non-primed seeds as the control treatment. Germination and seed vigor showed
superior results when the seeds were conditioned. In stress factor tests, including cold and water
restriction, seeds primed with BL performed better. Chlorophyll fluorescence and gas exchange
parameters had improved results in seedlings from treatments with 0.5 and 1 uM brassinolide in the
priming process. Conditioned seeds showed lower accumulation of starch and proteins in the cellular
tissues compared to non-conditioned seeds. These results suggest that conditioning with the
brassinolide hormone enhances the physiological quality of maize seeds, particularly under stress
conditions, and subsequently improves early seedling development.

Keywords: Brassinosteroid, photosynthesis, gas exchange, vigor, Zea mays L.
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3.1 Introducéo

A utilizacdo de sementes de qualidade e alto vigor é essencial para o aumento da
produtividade agricola, sendo fator indispensavel para o sucesso da cultura do milho (Zea
mays L.). Os lotes de sementes de milho com alta qualidade garantem uma taxa de
germinacdo elevada e estabelecimento uniforme da cultura, contribuindo para o aumento
potencial na colheita em mais de 30% (Afzal et al. 2016). No entanto ha vérias limitacdes,
como deterioracdo e o envelhecimento, doengas do solo e desafios ambientais, que
prejudicam a qualidade das sementes e 0 crescimento subsequente das plantas (Zvinavashe
et al. 2019). Garantir a qualidade das sementes é, portanto, vital para impulsionar a
produtividade do milho.

A técnica de priming é um tratamento pré-semeadura, baseado na hidratacéo
controlada seguida de secagem até o grau de umidade original, que busca aprimorar a
qualidade e desempenho das sementes através da hidratacdo controlada, estimulando o
processo metabdlico pré-germinativo (Szab6 et al. 2023; Ahmad et al. 2023). Quando
comparadas as sementes ndo condicionadas, as sementes submetidas ao priming
apresentam germinacdo mais rapida e uniforme pelas alteracGes na ativacdo enzimatica,
incremento na atividade metabdlica, reparo celular, sintese de proteinas e aprimoramento
do sistema de defesa antioxidante, uma vez que 0s estagios iniciais de germinac&o ja estéo
concluidos (Zulfigar 2021). Além disso, o priming das sementes melhora o enraizamento e
o0 crescimento das plantulas, o indice de vigor e ajuda as plantas a lidarem com os efeitos
adversos das condi¢fes ambientais desfavoraveis e, em ultima instancia, melhoram o
rendimento da colheita (Ellouzi et al. 2021; Moaaz et al. 2020).

Hormopriming é uma das técnicas de priming em que a embebicdo das sementes
ocorre na presenca de horménios vegetais, podendo afetar diretamente o metabolismo das
sementes. Os hormdnios mais comumente utilizados sdo as auxinas, acido giberélico (GA),
citocinina e mais recentemente, os brassinosteroides.

Os brassinosteroides (BRs) sdo horménios vegetais de plantas que sinalizam
respostas moleculares, fisioldgicas e bioquimicas (Taiz e Zeiger et al. 2017). Na agricultura
moderna, 0os BRs sdo utilizados para aumentar a producao agricola e conferir tolerancia a
estresses biodticos e abioticos (Hussain et al. 2020). Atualmente, mais de 60 analogos
naturais de BR foram identificados e sintetizados, dentre esses analogos, o brassinolide
(BL) destaca-se como o primeiro descoberto, sendo simultaneamente o representante mais
difundido e ativo dos BRs (Zullo e Bajguz 2019).
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Mesmo que o teor de BR seja baixo nas plantas, a atividade fisiologica é elevada

(Guo et al. 2023). Desempenham papéis vitais em varios processos fisioldgicos, incluindo
divisdo e alongamento celular, crescimento de raizes primarias, modulagdo da expressdo
génica, maturacao e envelhecimento da planta (Nolan et al. 2020; Bozilovi¢ et al, 2023;
Planas-Riverola et al. 2019; Chmur e Bajguz, 2021). BRs também promovem a germinacéo
das sementes, acelerando a ruptura do endosperma através da promoc¢éo do alongamento
celular na regido de transicdo hipocotilo-radicula, controlando o efeito inibitério do acido
abscisico e corregulam a germinacdo de sementes e o crescimento embrionario modulando
a mobilizacdo de glutelina em paralelo com a giberelina (Zhong et al. 2021; Zhao et al.
2019; Xiong et al. 2021). Os BRs sdo ainda alguns dos hormonios mais importantes no
processo fotossintético. Quando aplicados exogenamente, podem regular a fotossintese,
com efeitos em mdltiplos aspectos que ocorrem em VAarios niveis, pois sdo capazes de
influenciar a taxa de fixacdo de CO», regeneracao e atividade da ribulose-1,5-bifosfato,
melhoram significativamente a eficiéncia da transpiracdo e induzem aumento dos teores de
clorofilas, carboidratos e proteinas (Li et al. 2023; Fedina et al. 2008; Xia et al. 2009; Zhao
et al. 2019; Nolan et al. 2020; Siddiqui et al. 2018; Hussain et al. 2020).

Aprimorar as caracteristicas agronémicas do milho é importante para atender a
crescente necessidade de alimentos gerada pelo aumento da populacdo, que demanda
maiores volumes de producdo agricola para garantir a seguranca alimentar. Além disso, as
mudancas climaticas representam desafios adicionais a produtividade, tornando a aplicacdo
de brassinosteroides exdgenos uma abordagem promissora para melhorar a germinacao de
sementes e o vigor de plantulas, contribuindo para uma agricultura mais resiliente. A
capacidade do hormonio de gerar respostas em concentracfes baixissimas e, a0 mesmo
tempo, ser de baixo impacto ao meio ambiente ainda s&o dois aspectos importantes e
atraentes do uso dos BRs no manejo das culturas. Este trabalho tem o objetivo de investigar
o potencial do priming com brassinolide em sementes milho, como uma estratégia para

aprimorar a germinacao e o desenvolvimento inicial das plantulas.

3.2 Material e Métodos

Para avaliar o desempenho do condicionamento com brassinolide (BL) em sementes
de milho (Zea mays L.), o presente ensaio foi executado no Laboratério de Analises de
Sementes, Laboratorio de Ecofisiologia e Produtividade Vegetal e Laboratdrio de Anatomia
Vegetal do Instituto Federal de Educacéo, Ciéncia e Tecnologia — IF Goiano — Campus Rio
Verde.
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Condicionamento fisiologico das sementes

Sementes de milho hibrido SYN8A98 com germinacdo inicial de 84% e teor de 4gua
inicial de 12% foram utilizadas neste estudo. A fim de mitigar quaisquer potenciais
fontes de contaminacdo durante o processo de condicionamento, as sementes foram
submetidas a uma etapa de esterilizagéo, consistindo em uma imersao de 1 minuto em uma
solugdo de hipoclorito de sodio a 1%. Subsequentemente, as sementes foram submetidas a
um processo de lavagem utilizando agua destilada, seguido por uma fase de secagem a
temperatura ambiente.

Para preparacdo da solucdo estoque, pesou-se 1 mg de brassinolide, que foi
dissolvida em 10 mL de alcool absoluto e o volume completado para 1000 mL com agua
destilada. A partir da diluicdo da solucdo foram obtidas as diferentes concentracfes para o
condicionamento das sementes de milho: 0,5; 1; e 2 pM. As sementes condicionadas com
agua destilada + concentracdo de alcool para preparo das solugdes foram testadas e
sementes sem condicionamento foram incluidas como controle.

As sementes esterilizadas foram, posteriormente, dispostas de maneira uniforme
sobre papel germinacdo, que havia sido previamente umedecido com as solucgdes
brassinolide na proporcéo de 2,5 vezes o peso do papel. As bandejas de polietileno 38x53
contendo as sementes e 0 papel germinagédo foram postas em uma incubadora, mantida em
temperatura controlada de 25 + 0,5°C, no escuro, pelo periodo de 20 horas. O tempo de
condicionamento adotado baseou-se na curva de hidratacdo das sementes de milho. Apo6s
essa etapa, as sementes foram submetidas ao processo de secagem em estufa com circulacéo
de ar e renovacdo, mantida a temperatura de 25°C, até que o teor de 4gua inicial das sementes

fosse atingido.

Potencial fisiologico de sementes

Antes e depois do priming foi determinado o teor de umidade das sementes pelo
método da estufa, e as amostras foram acondicionadas a 105°C * 3°C, pelo periodo de 24
horas, utilizando duas repeti¢Ges para cada tratamento (Brasil 2009).

- Germinagéo: o teste foi realizado com quatro repeti¢des, cada uma composta por
quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em substrato de papel germinacdo,
previamente umedecido com agua destilada, utilizando-se 2,5 vezes a massa do papel seco,
e mantidas em germinador a temperatura de 25°C. As avaliacGes foram efetuadas aos sete
dias apds a semeadura, sendo o0s resultados expressos em porcentagem de plantulas
normais, conforme as Regras para Anéalise de Sementes (Brasil 2009)

- Restrig&o hidrica: para a simulagéo do déficit hidrico foi utilizada uma solucdo de
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polietilenoglicol (PEG 6000) com potencial osmotico de —0,2 MPa, correspondente a

concentracdo de 119,571g por litro de 4gua (Moterle et al. 2008). A solugdo contendo PEG
6000 foi aplicada diretamente no papel germinagéo e o teste de germinacao foi realizado de
acordo com as recomendaces para semente de milho (Brasil, 2009).

- Teste de frio: realizado seguindo 0os mesmos procedimentos metodolégicos do
teste de germinacdo, com algumas adaptacdes para simular condi¢Bes de estresse térmico.
Apos a semeadura, os rolos de papel contendo as sementes foram acondicionados no
interior de sacos plasticos escuros, para evitar a entrada de luz, e em seguida transferidos
para uma camara fria mantida a temperatura de 10°C. Nessa condi¢do, permaneceram por
sete dias. Apos esse intervalo, os rolos foram retirados da camara fria e transferidos para
um germinador a 25°C, e permaneceram por mais sete dias. Ao final deste teste foram
computadas, em porcentagem, as plantulas normais (Coimbra et al. 2009).

- Envelhecimento acelerado: realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, que
foram acondicionadas em camada Unica sobre uma tela metalica suspensa dentro de caixas
de acrilico de 11x11x3,5 cm contendo 40 mL de agua destilada no fundo. Posteriormente,
as caixas foram tampadas e acomodadas em camara de germinacdo a 41°C e 100% de
umidade relativa do ar por 96 horas (Marcos Filho 1994). Apds esse periodo, seguiu-se a
metodologia do teste de germinacdo e as plantulas normais foram avaliadas quatro dias ap6s
a semeadura.

- Emergéncia de plantulas: o teste foi conduzido utilizando quatro repeticdes de 50
sementes de cada tratamento, que foram dispostas em sulcos com 3 cm de profundidade em
canteiros contendo areia grossa. A irrigacdo foi realizada por aspersdo, acionada quatro
vezes ao dia. As avaliacBes consistiram na contagem diaria das plantulas emergidas
(definidas como aquelas que apresentavam coledptilos acima da superficie do solo), sendo
realizadas até que a emergéncia se estabilizasse em cada tratamento. Os resultados obtidos
foram expressos em porcentagem de emergéncia, conforme descrito por Nakagawa (1994).

- Indice de velocidade de emergéncia: conduzido simultaneamente ao teste de
emergéncia de plantulas, por meio de contagens realizadas diariamente, iniciando a partir
da emergéncia da primeira plantula até a estabilizacdo do processo. O célculo foi realizado
seguindo a metodologia proposta por Maguire (1962).

- Comprimento de plantula: quatro subamostras de 20 sementes por tratamento e
repeticdo foram distribuidas em rolos de papel germinagdo, umedecidos com agua destilada
na proporcdo de 3 por 1 (mL de agua destilada por massa do papel seco em gramas) e
mantidos em germinador a 25°C, por sete dias (Nakagawa 1999). O comprimento de raiz e

parte aérea de plantas consideradas normais (Brasil 2009) foi determinado ao final do
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sétimo dia, com o auxilio de régua milimetrada.

- Massa seca de plantulas: foram avaliadas as plantulas normais, selecionadas do
teste de comprimento. Em seguida, raizes e parte aérea de cada tratamento foram colocadas
separadamente em cadinhos de metal levadas a estufa a 65°C durante 4 dias. Apos a
secagem, foi realizada a pesagem do material em balanca analitica (Krzyzanowski et al.
2020).

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas em folhas totalmente expandidas de plantas de
milho provenientes do teste de emergéncia 15 dias ap6s a semeadura, utilizando um
analisador de gases por infravermelho (IRGA) de sistema aberto (LI-6800, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA) para determinar a taxa liquida de fotossintese (A, pmol CO; m? s?),
condutancia estomatica (gs, mol H.O m s), taxa de transpiracdo (E, mmol H.O m?s?) e
a relacéo entre concentraces internas (Ci) e externas (Ca) de CO> (Ci/Ca). As mensuracoes
de A, gs, E e Ci/Ca foram realizadas entre as 8h e 11h da manhd sob radiagio
fotossinteticamente ativa constante (PAR, 1000 umol de fétons m2 s?) e temperatura
(25°C).

Imagem de fluorescéncia da clorofila a

As imagens de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com a ajuda do
fluorémetro modulado Imaging-PAM (versdo MAXI-Standard, Heinz Walz). Inicialmente,
as folhas de milho das plantas oriundas do teste de emergéncia foram adaptadas por pelo
menos 40 minutos no escuro a fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia méxima (Fm)
foram determinadas, em que Fo é o rendimento minimo de fluorescéncia, excitado por uma
luz vermelha modulada de baixa intensidade (3 pmol m2 s™!) e Fm ¢ a fluorescéncia
méaxima obtida aplicando um pulso de luz atinente saturante por 0,8 s (>6000 umol m2 s
. A partir disso, foi possivel calcular o rendimento quantico potencial do fotossistema Il
(PSII) (FW/Fm = [Fm—Fo]/Fm). As variaveis da fase lenta da inducdo de fluorescéncia foram
obtidas sequencialmente com a aplicacdo de uma iluminagéo atinente por 30 s e um pulso
de luz atinente saturante para determinar as variaveis: fluorescéncia em uma amostra
adaptada a luz antes do pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em uma amostra
adaptada a luz (Fw’). A partir desses parametros, foi possivel calcular a fluorescéncia
minima do tecido vegetal iluminado, Fo’ = FO/[((Fm — Fo/Fm) + (Fo/Fm’)] (Oxborough e
Baker, 1997). O rendimento quéantico efetivo da conversdo de energia fotoquimica em PSI|,
@Il = (Fm” — F)/Fm’ ; os rendimentos quanticos de dissipa¢do de energia regulada, ®npq =

(F/Fm’ ) — (F/Fm) e de dissipacao de energia nao regulada, ®no = F/Fm, foram calculados
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de acordo com Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004). O ®;; também foi usado

para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = ®@;; X PAR X A jeat X 0,5)
(Bilger et al. 1995), em que PAR é o fluxo de fotons (umol m? s1) nas folhas, A jear € a
quantidade correspondente a fracdo de luz incidente absorvida pelas folhas e 0,5 é a fracéo

de energia de excitacao direcionada para o PSII (Laisk e Loreto 1996).

Caracterizacdo anatémica e histoquimica

A execucdo dos testes ocorreu mediante a retirada de amostras, da regido do
emdosperma, de quatro sementes de cada tratamento. Em seguida, as amostras de sementes
foram fixadas em Karnovsky (1965), por 24 horas. Apds este periodo, as amostras foram pré-
lavadas em tampao fosfato e desidratadas em série etilica crescente, pré-infiltradas e infiltradas
em historesina (Leica, Alemanha), conforme recomendacdes do fabricante. Para a avaliagéo
estrutural, as amostras foram seccionadas transversalmente a 7 pum de espessura em microtomo
rotativo de mesa (Modelo 1508R, Logen scientific, China) e os cortes corados com azul de
toluidina (O’Brien et al. 1964). Para a analise histoquimica, os cortes foram corados com
Xylidine ponceau (XP) para proteinas totais (O’Brien e McCully 1981) e Lugol para amido
(Johansen, 1940). As observacGes foram realizadas e as imagens fotografadas em microscépio
Olympus (BX61, Tokyo, Japdo) acoplado com camera DP- 72 utilizando a op¢do de campo

claro.

Atividade de a-amilase e S-amilase

Para a reparacdo do extrato enzimatico Quatro repeticdes de cada tratamento
pesando em média 0,250 mg de uma mistura de endosperma e eixo embrionario das
sementes foram utilizadas no procedimento de preparacdo do extrato enzimatico. Os
endospermas e eixos embriondrios foram macerados com N2 liquido e depois
homogeneizados em 2 mL de &gua de destilada. O homogeneizado resultante foi entdo
submetido a um processo de centrifugacdo a 12.000 x g pelo periodo de 15 minutos, com a

temperatura controlada de 4°C.

A determina¢do da atividade da a-amilase foi conduzida utilizando 250 pL do
sobrenadante, que foram adicionadas a 250 pL. de um meio de reagdo contendo CaCl2 3
mM para inativagdo da B- amilase, sendo a reagdo incubada a 70°C por 5 minutos.
Subsequentemente, a esta mistura foram adicionados 500 mL de tampdo citrato a
concentragdo de 100 mM (pH 5,0) ¢ 250 uLL de amido na concentracéo de 1%, prosseguindo
com a incubagdo da mistura na temperatura de 30°C por 5 minutos. A reacdo foi

interrompida pela adicdo de 2,0 ml do reagente &cido 3,5-dinitrosalicilico 1% (DNS) e
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aquecida em banho-maria a 65°C por 5 minutos.

A avaliacédo da atividade da enzima -amilase foi iniciada pela adi¢do de 180 pL de
extrato enzimatico a um meio de reagdo contendo 110 pL de EDTA 0,1 M, 100 pL de
tampao citrato 100 mM, pH 3,4 e 250 pL da solugdo de amido 1%. A reagdo foi incubada
a 30°C durante 5 minutos. Em seguida foram adicionados 2,0 mL de é&cido 3,5-
dinitrossalicilico 1% (DNS) com posterior aquecimento em agua a 65° por 5 minutos para
desenvolvimento da coloragéo.

Apdbs completar o volume da reacgdo, tanto da a-amilase quanto da f-amilase para
10,0 mL, os acucares redutores formados pela acdo das amilases foram quantificados pela
leitura da absorbancia em 540 nm, utilizando solucéo padréo de glicose 2 mg/mL (Tarrago
e Nicolas, 1976; Bernfeld 1955; Kishorekumar et al. 2007).

Delineamento experimental e procedimentos estatisticos

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com quatro repeticoes.
Os dados quantitativos foram submetidos a analise de normalidade pelo Teste Shapiro-Wilk
e avaliagdo da homogeneidade das variancias dos erros pelo Teste de Bartlett. Foi realizada
a analise de variancia, seguida de comparacdo de médias pelo teste de Dunnett,

considerando os niveis de significancia de 1% (**) e 5% (*).

Para as condi¢fes de normalidade e homogeneidade de variancias que ndo foram
atendidas, utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis (teste ndo paramétrico) e o post-hoc de
Dunn aplicando a correcdo de Bonferroni. Os resultados foram considerados
significativamente diferentes quando p<0,05. Os dados de potencial fisiologico de sementes
e 0s parametros das trocas gasosas e de fluorescéncia foram submetidos a andlise de
componentes principais (PCA) e correlagdo de Pearson (r).

As analises estatisticas foram realizadas com o auxilio do Software R verséao 3.6.0.,

e os graficos elaborados no programa SigmaPlot 14.5.

3.3 Resultados

Condicionamento de sementes com BL traz respostas benéficas para a germinagéo e o
vigor
As sementes condicionadas com brassinolide, independente da dosagem,

apresentaram aumento na porcentagem de germinagdo em comparagdo com o controle (S)
(Fig. 1).
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Fig. 1. Germinacéao de sementes de milho condicionadas com brassinolide. Sementes sem priming
(controle, S), priming com &gua (0) e com as concentragdes de 0,5; 1 e 2 uM do horménio. Colunas
verticais representam a média de quatro repeticbes com barras indicando o erro padrdo. Os
asteriscos indicam diferencas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacdo ao controle pelo teste
de Dunnett.

As diferentes concentracdes de brassinolide promoveram incrementos na eficiéncia
do processo de germinacdo das sementes de milho submetidas ao estresse por baixas
temperaturas do teste de frio (Fig. 2A), com a maior porcentagem na concentragdo 1 uM,
sendo 18,29% superior quando comparada ao controle. O condicionamento das sementes
sem a adicdo do hormonio ndo apresentou diferencas significativas em comparacdo ao
grupo controle.

No teste de restricdo hidrica, a porcentagem de germinacdo foi maior para as
sementes condicionadas com brassinolide, em comparacao ao controle e condicionamento
com agua, sendo que a concentracdo 2 uM estimulou em 11,9% a germinagéo em relacéo as
sementes condicionadas sem a presenga do horménio (Fig. 2B).

Para o teste de envelhecimento acelerado (Fig. 2C), as sementes condicionadas com
as diferentes concentragdes de brassinolide e as condicionadas com agua tiveram reducoes
significativas na porcentagem de germinagdo em relacéo ao controle. Quanto ao indice de
velocidade de emergéncia (IVE), sementes condicionadas diferiram do controle
independentemente da presenca e da concentracdo do brassinolide (Fig. 2D).

O condicionamento das sementes promoveu aumento nos atributos de crescimento
das plantulas de milho, em comparacédo ao controle, mediante incrementos no comprimento
da parte aérea e comprimento da raiz (Fig. 2E). O acumulo de massa seca ndo variou de

forma significativa na parte aéreas das plantas (MP), porém, houve incremento na massa
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seca das raizes (MR) de todas as plantas submetidas ao condicionamento das sementes (Fig.
2F).
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Fig. 2. Qualidade fisiol6gica de sementes de milho condicionadas com brassinolide.
Sementes sem priming (S), priming com agua (0) e com as concentragdes de 0,5; 1 ¢ 2 uM do
hormonio, submetidas ao teste de frio (TF) (A), restricdo hidrica (RH) (B), envelhecimento
acelerado (EA) (D), indice de velocidade de emergéncia (IVE) (D), comprimento da parte aérea e
raiz (CP e CR) (E), massa seca de parte aérea e raiz (MP e MR) (F). Colunas verticais representam
a média de quatro repeti¢des com barras indicando o erro padrdo. Os asteriscos indicam diferencas
a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacéo ao controle pelo teste de Dunnett.
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O condicionamento das sementes melhorou a eficiéncia fotoquimica e as trocas gasosas de

plantas jovens de milho

O rendimento quantico potencial do PSIl (F./Fm) foi menor para o controle,
diferindo das sementes condicionadas com ou sem a presenca do brassinolide (Fig. 3). Os
incrementos em Fv/Fm em funcdo do condicionamento com brassinolide foram de 2,7%,
3,2% e 2,9% para as concentragdes de 0,5; 1; e 2 uM, respectivamente e 3,39% para
sementes condicionadas com somente agua. Houve reducédo na fluorescéncia inicial (Fo)
para as sementes condicionadas, diferindo significativamente do controle, com diferenca
maxima de 21,1% na concentracdo 2 uM de brassinolide. O rendimento quéntico da
dissipagdo nao regulada de energia (®no), rendimento quantico efetivo do PSII (dy) e a
taxa de transporte de elétrons (ETR) ndo diferiram significativamente do controle, de acordo
com o teste de Dunnett (Fig. 6).
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Fig. 3. Rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescéncia inicial (Fo), rendimento
quantico efetivo do PSII (®y), rendimento quantico de dissipacao de energia ndo regulada do PSlI
(Dno) taxa de transporte de eletros (ETR) das plantas de soja aos 15 dias ap6s semeadura das
sementes de milho sem priming (S), priming com agua (0) e com as concentracGes de 0,5; 1 e 2 uM
do brassinolide. Os dados sdo médias de quatro repeticdes com erro padrdo. Os asteriscos indicam
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diferencas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacdo ao controle pelo teste de Dunnett.

As trocas gasosas realizadas nas plantas aos 15 dias apds a semeadura foram
significativamente influenciadas pelo condicionamento das sementes de milho com o
brassinolide (Fig. 4). O teste de Kruskal-Wallis mostrou que ha diferenca entre os grupos
das diferentes variaveis. Pelo post-hoc de Dunn, houve menor taxa fotossintética (A) do
controle quando comparado a concentragdo de 0.5 uM de brassinolide, com diferenca de
26,85% em relacdo as medianas (Fig. 4A). A condutancia estomatica (gs) foi maior para os
tratamentos 0,5 e 1 pM em comparagdo ao controle, sendo, respectivamente, 45,45% e
40,65% maiores (Fig. 4B). Para a taxa transpiratoria (E), o controle foi 43,25% menor que
na concentracdo de 1 uM, com diferenca significativa pelo teste de Dunn (Fig. 4C). Para a
razdo entre a concentragdo interna e externa de CO, (Ci/Ca), médias 25,25% e 29,84%
maiores foram registradas para os tratamentos com, respectivamente, 0,5 uM e 1 uM do BL

(Fig. 4D).
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Fig. 4. Taxa fotossintética (A, A), condutancia estomatica (gs, B), taxa transpiratoria (E, C), relacdo
entre concentracdo interna e externa de CO; (Ci/Ca, D) das plantas de soja aos 15 dias ap0s
semeadura das sementes de milho sem priming (S), priming com agua (0) e com as concentracoes
de 0,5; 1 e 2 uM do brassinolide. Para A, E e gs asteriscos indicam diferenga significativa pelo teste
de Kruskal-Wallis e o post-hoc de Dunn aplicando a correcdo de Bonferroni. Para Ci/Ca os
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asteriscos indicam diferencas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacdo ao controle pelo teste

de Dunnett.

Alterac6es anatomicas e histoquimicas induzidas pelo condicionamento das sementes

Na caracterizagdo anatomica estrutural, as sementes de milho apresentam
endosperma com células arredondadas, com paredes finas e conteddo celular visualizado
em gotas no interior das células (Fig. 5A).

Independente do condicionamento com as diferentes concentracfes de
brassinolide, constatou-se a presenca de amido e proteinas nas células do endosperma das
sementes. Nas avalia¢fes de acimulo de amido, observou-se que as células possuem areas
marcadas pelo corante lugol, com maior acimulo em sementes ndo condicionadas em
relacdo as sementes condicionadas, como demonstrado pelas setas vermelhas nas figuras
5B e C. Ocorreram mudancas também no acumulo de proteinas no interior das células de
sementes de milho, indicadas pelas setas verdes na Fig. 5C e D, e foi demostrado maior

espacamento intracelular nas sementes de milho condicionadas com BL.
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Fig. 5. Andlise histoquimica de sementes de milho. A colorag&o com azul de toluidina foi realizada
para caracterizagdo estrutural (A). A coloracdo com lugol foi realizada para identificagdo de amido
(B, e C). A coloragdo com xylidine ponceau foi realizada para identificar os compostos proteicos
(D, e E). Sementes condicionadas com agua (B e D) e 0,5 (A, C e E) uM de brassinolide. Barras:
100 pm.

O condicionamento exerce influéncia significativa sobre a atividade da a-amilase

O metabolismo das sementes de milho foi avaliado em termos de atividade de a-
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amilase e b-amilase (Fig. 6). A concentragao de 2 uM de brassinolide induziu maiores

valores de atividade da a-amilase, sendo 68,84% superior aos observados para o controle,
que também demonstrou médias inferiores aos demais tratamentos. N&o houve diferenca
significativa para a atividade de b-amilase, de acordo com o teste de Dunnett (dados néo

demonstrados).
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Fig. 7. Atividade de a-amilase de sementes de milho condicionadas com brassinolide. Sementes
sem priming (S), priming com agua (0) e com as concentragdes de 0,5; 1 ¢ 2 uM do horménio.
Colunas verticais representam a média de quatro repeti¢des com barras indicando o erro padréo. Os
asteriscos indicam diferengas a 5% (*) e 1% (**) de probabilidade, em relacdo ao controle pelo teste
de Dunnett.

Correlacdo entre tratamentos estudados e caracteristicas avaliadas

A correlacdo entre os tratamentos e caracteristicas avaliadas foi determinada através
da realizacdo de andlise de componentes principais (PCA) (Fig. 6). A maioria das variacfes
foi encontrada nos dois primeiros PCs, e o valor acumulado aproximado foi de 69,2%
(41,6% para PC 1 e 17,6% para PC 2). A porcentagem de germinagdo (PG), FvFm,
comprimento de parte aérea (CP), teste de frio (TF) apresentaram similaridade, sendo
correlacionados de forma positiva, em oposic¢do ao envelhecimento acelerado (EA). Existe
forte correlagé@o positiva entre a condutancia estomatica (gs) e a relagéo interna e externa
de CO: (Ci/C,) e taxa transpiratoria (E), que se correlacionam positivamente com a taxa
fotossintética (A). gP e gL também apresentaram forte correlacdo positiva. Em contraste,
as caracteristicas mencionadas exibiram uma correlacdo negativa com a atividade da -
amilase (Beta). a-amilase (Alfa) apresentou forte correlagdo negativa com Fo.

A distancia entre dois pontos quaisquer, que representam as amostras, € uma

aproximac&o da similaridade em relacdo as variaveis.
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Fig. 8. Analise dos componentes principais (PCA) de dados de qualidade e vigor de sementes, PG
(porcentagem de germinacéo), teste de frio (TF), restricdo hidrica (RH), emergéncia (EM), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CP), comprimento de raiz (CR),
massa seca de parte aérea (MP), massa seca de raiz (MR) e envelhecimento acelerado (EA), dados
de fluorescéncia de imagem, rendimento quéantico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescéncia inicial
(Fo), rendimento quantico efetivo do PSII (Dy), rendimento quéntico de dissipacdo de energia nao
regulamentada do PSII (®no) taxa de transporte de eletros (ETR), rendimento de extin¢do néo
fotoquimica (YNPQ), para trocas gasosas, taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa
transpiratoria (E), relacdo entre concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca) e atividade de a-
amilase (Alfa) e b-amilase (Beta) para o condicionamento fisiologicos de sementes de milho com
brassinolide.

A andlise de correlacdo de Pearson foi realizada para avaliar possiveis associaces
entre as variaveis estudadas (Fig. 7). As correlagbes positivas mais significativas foram
entre porcentagem de germinacao (PG), teste de frio (TF), FvFm, indice de velocidade de
emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CP) e taxa transpiratoria (E) e a-amilase
(Alfa), que apresentaram correlagdo superior a 6, sendo componente da fisiologia das

plantas de soja, potencial fisiologico das sementes de milho e parametros enzimaticos.
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Comprimento de parte aérea e raiz (CP e CR), também apresentaram correlacdes positivas

entre Alfa, FvFm, MR, PG, gs e E. Entre concentragéo interna e externa de CO. (Ci/C,) e
PG, gs e E, as correlacdes foram positivas.

Envelhecimento acelerado (EA) apresentou varias correlacbes negativas com as
demais variaveis, restricdo hidrica (RH), massa de raiz (MR), porcentagem de germinacéao
(PG), teste de frio (TF) e a-amilase (Alfa). A fluorescéncia inicial (Fo) também apresentou

diversas correlacGes negativas, as mais elevadas estéo entre Alfa e FvFm.
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Fig. 9. Matriz de correlagéo de Pearson de dados de qualidade e vigor de sementes de milho, PG
(porcentagem de germinacgéo), teste de frio (TF), restri¢cdo hidrica (RH), emergéncia (EM), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de parte aérea (CP), comprimento de raiz (CR),
massa seca de parte aérea (MP), massa seca de raiz (MR) e envelhecimento acelerado (EA), dados
de fluorescéncia de imagem, rendimento quantico potencial do PSII (Fv/Fm), fluorescéncia inicial
(Fo), rendimento quantico efetivo do PSII (dy), rendimento quéntico de dissipacdo de energia nao
regulamentada do PSII (Ono) taxa de transporte de eletros (ETR), rendimento de extingdo néo
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fotoquimica (YNPQ), para trocas gasosas, taxa fotossintética (A), condutancia estomatica (gs), taxa

transpiratoria (E), relacdo entre concentracdo interna e externa de CO, (Ci/Ca) e atividade de a-
amilase (Alfa) e b-amilase (Beta) para o condicionamento fisiologicos de sementes de milho com
brassinolide.

3.4 Discussao

A germinagdo e o vigor das sementes desempenham papel fundamental na
determinacédo do rendimento da colheita, afetando a taxa e uniformidade de emergéncia, a
taxa de crescimento inicial da planta. Neste estudo os resultados demonstram que a
porcentagem de germinagdo das sementes de milho pode ser influenciada pelo
condicionamento, em que a presenca do hormonio brassinolide teve efeito positivo na
dindmica da germinacdo, apresentando médias superiores na avaliacdo da varidvel. Os
efeitos do priming com 24-epibrassinolide (24-EBL), fitohormdnio pertencente ao grupo
dos brassinosteroides, foram relatados anteriormente para sementes de milho, sendo os
resultados dependentes da concentragdo e do hibrido escolhido, apresentado efeito benéfico
na concentracido x 10 ~'2 M, e inibitdrio a 5,20 x 107 M, com reducdo de 4,6% na
germinacao entre os referidos tratamentos (Bozilovi¢ et al. 2023).

Enquanto o teste de germinacéo prevé a emergéncia em campo sob condicdes ideais,
os resultados do testes de frio €, frequentemente, melhor correlacionado com a emergéncia
em campo sob condi¢cdes ambientais adversas. Neste estudo, a andlise do teste de frio
mostrou que as sementes submetidas ao condicionamento com brassinolide foram
superiores na porcentagem de germinacgdo, em relacdo aos demais tratamentos. Os dados
obtidos corroboram com Xu et al. (2022), em que o estresse pelo frio inibiu
significativamente a germinacdo de sementes de arroz, reduzindo de 90% para 87%, no
entanto, a aplicacdo de 28-epibrassinolide sob condi¢des de estresse pelo frio aumentou
significativamente a germinagdo, de 87,66% para 89,33%, como também aumentou a
porcentagem de germinacao em condi¢fes ndo estressantes, no que se refere a temperatura.

A andlise de expressdo génica e aplicacio de BR 1 uM demonstraram que 0S
fitohormobnios aumentaram a taxa de germinacdo de sementes de Oryza sativa sob
condicdes de baixa temperatura. Neste estudo, foi demonstrado que o gene de biossintese
BR, OsD2, é o gene causal para a germinacéo em baixa temperatura (Kim et al. 2022)

A reducdo na porcentagem de germinacdo de sementes pode ser atribuida para a
menor taxa de absorcéo de agua, através do tegumento da semente em condigdes de estresse
hidrico, prolongando o tempo de germinacédo das sementes (Saha et al. 2022; Queiroz et al.
2019). O tegumento apresenta obstdculos mecéanicos e de permeabilidade a embebigéo
durante a germinagdo, porem, a permeabilidade do tegumento pode ser parcialmente

controlada pela sinalizacdo de BR (Sano et al. 2017). Dessa forma, o BL pode ter
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contribuido para maior taxa de germinacdo das sementes submetidas ao teste de restricao

hidrica no presente trabalho.

Durante a condicéo de estresse por déficit hidrico, o priming de sementes amendoim
(Arachis hypogaea L.) com BR na concentracdo de 1 ppm, melhorou a capacidade de
tolerancia ao estresse, aprimorando 0s niveis de enzimas oxidativas (Savaliya et al. 2013).
Trabalho conduzido por Huang et al. (2020), também com sementes de amendoim que
passaram pelo priming com BR, mostraram que 0s componentes de rendimento das plantas
aumentaram na seca, além de melhor crescimento apds a restauracdo do fornecimento de
agua, indicando maior adaptacdo ao estresse e melhor crescimento ap0s a restauracdo do
fornecimento de &4gua. Em milho, foram observadas diferencas no teor de BR entre
linhagens, que foram correlacionadas com o grau de tolerdncia a seca, uma vez que
gendtipos altamente tolerantes apresentaram maior teor de BR sob estresse hidrico (Gillani
et al. 2022).

Amplamente empregado como abordagem eficiente para a avaliagdo do vigor das
sementes, o envelhecimento acelerado simula alteracbes que ocorrem durante o
armazenamento, como danos nas membranas, decorrentes da exposicdo a elevadas
temperaturas (40-42°C) e elevada umidade relativa do ar (100% UR) (Delouche e Baskin
1973). Os efeitos benéficos do priming na germinacdo das sementes podem, contudo, estar
associados a diminuicdo na longevidade e na capacidade de armazenamento, um efeito
colateral atribuido ao aumento da permeabilidade do tegumento (Pirredda et al. 2024). A
estrutura do tegumento da semente desempenha papel importante na longevidade, uma vez
gue serve como uma camada que protege o embrido de fatores ambientais (Renard et al.
2020)

De fato, neste estudo, o priming das sementes com o brassinolide teve resultados
desfavoraveis para o envelhecimento acelerado, com menores taxas de germinagao.
Resultados semelhantes foram encontrados por Sano et al. (2017), em que sementes
mutantes deficientes em BR de Arabidopsis thaliana, quando condicionadas com 24-EBL
ou um inibidor da biossintese de BR, apresentaram reducdo e melhora na longevidade,
respectivamente. Os pesquisadores sugerem que a perda de longevidade das sementes
condicionadas é por causa do aumento da permeabilidade do revestimento da semente, que
é regulado positivamente, em parte, pela sinalizacdo BR. Sementes de soja esverdeadas
condicionadas com brassinolide apresentaram comportamento semelhante, e 0 horménio
prejudicou a germinagdo em sementes envelhecidas (De Jesus et al. 2023).

Os fitohormonios sdo fundamentais para o crescimento das plantas e a aplicacéo

exogena dessas substancias, em concentracdes adequadas, tornou-se pratica convencional
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para estimular o desenvolvimento vegetal. Em estudo conduzido por Liu et al. (2022)

mostrou que a aplicagdo exdgena de BRs induz significativo alongamento do hipocotilo,
resultando no crescimento diferenciado de aipo (Apium graveolens L.), sendo a resposta
dependente da concentracdo de 24-EBL, com aumento significativo no comprimento
observado a concentracdo de 1,24 x 10° mol/L e a redugdo a 2,08 x 10°° mol/L. Tais
resultados indicam que variacbes nas concentragcfes hormonais exercem efeitos
contrastantes no crescimento e metabolismo das plantas.

O mecanismo de acdo dos brassinosteroides no crescimento radicular é complexo e
implica na interacdo hormonal com receptores localizados na membrana celular,
desencadeando a ativagao de vias de sinalizacdo que exercem influéncia sobre os processos
de crescimento e diferenciacdo das células radiculares. Um dos principais efeitos dos BRs
no crescimento radicular ¢ a estimula¢do do alongamento celular (Bozilovi¢ et al. 2023).

Em pesquisa conduzida por Groszyz e Szechynska-Hebda (2021) com cevada
(Hordeum vulgare L.), a aplicacdo de 24-EBL levou ao aumento de 30% no comprimento
da raiz em comparagdo com o grupo controle. Para arroz (Oryza sativa L.), 0 BR tem efeito
negativo no tamanho do meristema em niveis supra-6timos e efeito dependente da dose no
alongamento celular em raizes de plantulas de arroz tratadas com BR ex6geno (Jantapo et
al. 2021). Em Arabidopsis (Arabidopsis thaliana), o BR pode regular negativamente o
tamanho do meristema da raiz, j& em baixas concentra¢@es, hd promocéo do alongamento
da raiz em plantas selvagens em até 50% e em mutantes deficientes em BR (Gonzalez-
Garcia et al. 2011; Missig et al. 2003). Dada a variacdo nos dados literarios, € importante
salientar que o impacto dos brassinosteroides pode diferir entre diversas espécies, inclusive
hibridos (Waisi et al. 2015; Bozilovi¢ et al. 2023).

Correlacionados a um forte vigor inicial das plantas e a rapida germinacdo, as
culturas podem se recuperar dos danos no inicio do plantio por causa das flutuacdes de
temperatura, breves periodos de estiagem, bem como doencas e pragas. Neste estudo, a
porcentagem de emergéncia das sementes de milho condicionadas com BL na concentragdo
de 2 puM superou significativamente aquelas do grupo controle, evidenciando efeito
positivo. O IVE apresentou significancia favoravel para as sementes submetidas ao
priming. Larré et al. (2009) pesquisaram o condicionamento de sementes de arroz com 24-
EBL, e verificaram que concentracdes 0,01 e 0,1 uM tiveram o IVE ligeiramente superior
ao controle, e déficit nas concentracdes de 0,4 e 1,0 uM, sendo a germinacao prejudicada
nas mais altas concentragdes, que refletiram na velocidade de emergéncia.

O estado funcional do complexo de evolugdo do oxigénio esta intimamente ligado

a variavel Fv/Fm, que serve como indicador sensivel do desempenho fotossintético. Niveis
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baixos de Fv/Fm, em conjunto com niveis mais elevados de Fo, indicam a ocorréncia de

fotoinibicdo. Em estudos conduzidos por Pereira et al. (2020), observou-se que 0s
brassinosterdides tém a capacidade de aumentar Fv/Fm e reduzir os valores de Fo,
diminuindo os efeitos de fotoinibi¢cdo e diminuindo a dissipacéo de energia de excitacao
nas antenas do fotossistema Il. No presente trabalho, o condicionamento aliviou os efeitos
da fotoinibicdo, tanto em sementes condicionadas com brassinolide como as condicionadas
sem a presenga do hormonio. Estudo conduzido por Lima e Lobato (2017), plantas de
feijdo-caupi (Vigna unguiculata L.) quando pulverizadas com 100 nM de 24-EBL
apresentaram maiores médias em Fv/Fm e menores para Fo, comparadas a testemunha, em
condic@es controle e de déficit hidrico.

Os parametros fotossintéticos refletem muitas informac6es sobre o processo de
transporte de elétrons no fotossistema Il durante a fotossintese. Os resultados deste
experimento indicam que a presenga de brassinolide no condicionamento de sementes de
milho teve interferéncia positiva na fotossintese e nos atributos fisiol6gicos relacionados
das plantulas de milho. Em estudo conduzido por Maia et al. (2023), a aplicacdo foliar de
24-EBL em plantas de tomate (Solanum lycopersicum L.) resultou em aumentos
significativos de 7,24% na taxa fotossintética (A) e de 2,31% na taxa de transpiratoria (E)
quando expostas a concentragdo de 100 nM do hormdnio, em compara¢do com 0 grupo
controle. Resultados semelhantes foram descritos por Jesus et al. (2023), que avaliaram as
sementes de soja esverdeada condicionadas com brassinolide, e descreveram incrementos
em A, @11, ETR e a redugdo em Ci/Cana concentragdo de 0,6 uM no condicionamento. A
aplicacdo foliar com 24-EBL na concentracdo de 0,2 uM em plantas de milho resultou em
aumentos significativos em gs, E e Ci (Seleiman et al. 2023). Esses incrementos nas trocas
gasosas podem revelar melhora no desempenho estomético, potencializando a fixagéo de
COa.

Os BRs aumentaram a producdo e ativacdo de enzimas envolvidas tanto na
fotossintese quanto na producéo de clorofila, resultando em aumento na taxa de fotossintese
em Brassica rapa L. sob estresse abidtico (Khan et al. 2023). Esta conclusdo é apoiada por
Yu et al. (2004), que demonstraram que os BRs aumentaram a atividade da rubisco, enzima
crucial na fotossintese e atividades relacionadas em Cucumis sativus. Esses autores alegam
gue 0 aumento na atividade da rubisco foi responsavel pelo aumento da absor¢dao de CO:
no ciclo de calvin.

A atividade da a-amilase é considerada fundamental na germinacéo das sementes
de milho, uma vez que a enzima catalisa a degradacdo do amido do endosperma para

disponibilizar aclcares para o metabolismo, fornecendo energia para a germinacdo das
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sementes. Dessa forma, estd intimamente relacionada a multiplas caracteristicas

agrondmicas importantes, como a taxa de germinacédo e vigor de plantulas (Xiong et al.
2022). O priming pode aprimorar a germinagdo por meio do aumento do metabolismo
fisiolégico, como a atividade da a-amilase, aumento do contetdo soltvel e de prolina
durante a germinacdo, sem envolver qualquer fase de laténcia ou periodo de ativacéo. Este
processo potencializa o vigor das mudas tanto em condi¢des normais quanto de estresse
(Singhal e Bose 2020). Os resultados apresentados na Fig. 6 mostraram que o0
condicionamento com BL aumentou a atividade da a-amilase em comparacdo com 0s
obtidos no controle. No arroz, a regulacdo da germinacao das sementes pelos BRs ocorre
em sua maioria através do fator de transcri¢do brassinazole-resistant 1 (BZR1), que exerce
influéncia ao ligar-se ao promotor da a-amilase 3D (RAmy3D), impactando na expressao e
atividade da a-amilase, como também na degradacdo do amido no endosperma (Xiong et al.
2022; Wang et al. 2024).

Neste estudo as descobertas estdo de acordo com Alhammad et al. (2023), que
relataram maior atividade de a-amilase e melhor desempenho de germinagdo de sementes
de milho em resposta ao condicionamento de sementes com 24-EBL, tanto em condicdes de
controle como em estresse salino. Dessa forma, a correlagdo positiva entre a a-amilase, PG
e componentes de vigor como IVE, CP e CR (Fig. 6), mostra que o condicionamento das
sementes de milho, sobretudo com BL na concentragdo de 2 uM, tem influéncia benéfica
no desenvolvimento inicial das sementes e vigor de plantulas pela modulacdo da enzima.
No entanto, é necessario realizar mais pesquisas para entender completamente 0s
mecanismos subjacentes a esses efeitos e otimizar as concentragdes de BL no

condicionamento para diferentes variedades de milho e ambientes de cultivo.

3.5 Conclusotes

Com base nos resultados apresentados, o condicionamento de sementes de milho com
brassinolide demonstrou efeitos benéficos na germinacgéo, vigor e crescimento inicial das
plantulas, com melhores resultados em comprimento de parte aérea, raiz e indice de
velocidade de emergéncia. O priming com brassinolide incrementou a germinacdo sob
condicBes de estresse: frio e restri¢do hidrica. Além disso, o condicionamento resultou em
melhor desempenho fotossintético e trocas gasosas nas plantulas, nas concentracfes 0,5 e
1 uM. Observou-se ainda efeitos sobre a anatomia e metabolismo das sementes, com
aumento na atividade da a-amilase nas sementes condicionadas. O condicionamento de

sementes com brassinolide representa uma alternativa sustentavel e eficaz para otimizar a
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germinacao e o crescimento das plantas de milho.
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4. CAPITULO Il

Priming de sementes de milho com nanoparticulas de silicio: otimizacdo da germinagéo e do
crescimento inicial

(Normas de acordo com o periodico PeerJ)

RESUMO: O milho (Zea mays L.) € um dos principais cereais cultivados mundialmente, sendo
fundamental para a seguranga alimentar e a economia global. No Brasil, a area cultivada e a
produtividade do milho tém crescido substancialmente devido ao uso de novas tecnologias,
incluindo o aprimoramento da qualidade das sementes. A técnica de priming tem sido utilizada
para melhorar o desempenho das sementes e 0 uso de nanoparticulas de silicio surge como uma
estratégia promissora para otimizar o crescimento e a produtividade das culturas. Este estudo
investigou o efeito do priming de sementes de milho com nanoparticulas de didxido de silicio
(Si02-NPs) em diferentes concentragdes (0, 200, 400 e 600 mg L1). Os efeitos do priming foram
investigados por meio do teste de germinacdo, comprimento da parte aérea e raiz de plantulas,
envelhecimento acelerado, indice de velocidade de emergéncia e massa seca de plantulas, teste
de frio, restricdo hidrica e estresse salino. Os parametros de troca gasosa e de fluorescéncia da
clorofila a foram mensurados nas plantulas apos 15 de semeadura. Sementes tratadas com SiO:-
NPs apresentaram maior taxa de germinacdo e para parametros de vigor, sementes que passaram
pelo priming tiveram melhores resultados. Observou-se aumento na eficiéncia fotossintética
através das maiores médias para rendimento quantico efetivo do PSII (®y;). As analises também
revelaram maior atividade da o-amilase nas maiores concentragdes de SiO»-NPs. Esses
resultados indicam que o priming com SiO»-NPs favorece o desenvolvimento inicial das
plantulas e potencializa a resiliéncia em condigdes de estresse.

Palavras-chave: Zea mays L., vigor, germinagdo, SiO»-NPs, fotossintese, estresse, trocas-gasosas.
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CHAPTER II

Seed priming with silicon nanoparticles in maize: optimization of germination and early
growth

(PeerJ journal guidelines)

ABSTRACT: Maize (Zea mays L.) is one of the main cereals grown worldwide, being crucial for global
food security and the economy. In Brazil, the area cultivated, and the productivity of maize have grown
substantially due to the use of new technologies, including the seed quality improvement. The priming
technique has been used to enhance seed performance, and the use of silicon nanoparticles has emerged
as a promising strategy to improve crop growth and productivity. This study investigated the effect of
priming maize seeds with silicon dioxide nanoparticles (SiO»-NPs) at different concentrations (0, 200,
400, and 600 mg L-1). The priming effects were investigated through germination tests, seedling shoot
and root length, accelerated aging, emergence speed index, and seedling dry mass, cold test, water
restriction, and salt stress. Gas exchange parameters and chlorophyll fluorescence were measured in the
seedlings after 15 weeks. Seeds treated with SiO».-NPs showed higher germination rates and vigor
parameters, with primed seeds performing better. An increase in photosynthetic efficiency was observed
through higher mean values for effective quantum yield of PSII (®I1). The analyses also revealed higher
a-amylase activity at the higher SiO2-NP concentrations. These results indicate that priming with SiO--
NPs promotes early seedling development and enhances resilience under stress conditions.

Keywords: Zea mays L., vigor, SiO>-NPs, photosynthesis, stress, gas exchange.
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4.1 Introducéo

O milho (Zea mays L.) é reconhecido como uma cultura de destaque global, sendo um
dos trés principais cereais cultivados no mundo, formando a base alimentar para bilhdes de
pessoas. No Brasil, a area cultivada de milho no ano de 2023 atingiu a cerca de 21,1 milhGes
de hectares, consolidando a importancia da cultura no panorama agricola nacional (CONAB,
2023). Referente a safra 2022/2023, o pais ultrapassou os Estados Unidos e tornou-se o maior
exportador de milho do mundo, segundo dados do Departamento de Agricultura dos Estados
Unidos (USDA). Com o passar dos anos, a produtividade de milho por area tem aumentado
significativamente. Novos hibridos, tecnologias e sistemas de manejo cada vez mais eficientes
tém contribuido para esse crescimento exponencial (Silva et al. 2021).

A qualidade das sementes € essencial na producéo de milho, influenciando diretamente
o rendimento final e a produtividade da cultura. Sementes de alta qualidade podem produzir
plantas vigorosas e saudaveis, que rapidamente crescem e se estabelecem em campo. Estudos
indicam que o uso de sementes de alta qualidade pode aumentar o rendimento da colheita de
milho em aproximadamente 30% (Afzal et al. 2020). A escolha criteriosa de sementes de alta
qualidade pelos agricultores ndo apenas reduz o risco de perdas decorrentes de doengas ou
condi¢des ambientais adversas, mas contribui para o aumento da produtividade e lucratividade
nas atividades agricolas.

A producdo de milho enfrenta desafios importantes, especialmente durante o
estabelecimento inicial da cultura, uma das fases mais criticas para o sucesso do cultivo.
Problemas com estresse hidrico e condicfes climaticas extremas, como secas ou chuvas
excessivas, podem comprometer a germinacdo das sementes e o desenvolvimento inicial das
plantas, resultando em perdas na produtividade. A entrega de sementes de alta qualidade é
dificultada por essas adversidades, e reforca a necessidade de estratégias que melhorem o
desempenho das sementes sob condi¢cfes desfavoraveis.

Neste contexto, o priming de sementes destaca-se como uma abordagem eficaz para
estimular a germinacdo e melhorar o desempenho inicial de crescimento das plantulas
(Ibrahim, 2016). O processo envolve a embebicédo das sementes para regular de forma positiva
as atividades metabdlicas, mas sem a protrusdo da raiz primaria través do tegumento (Szabd et
al. 2023). Entre os métodos e abordagens, o priming de sementes com nanomateriais
tem recebido atengdo especial pelas mdultiplas vantagens, como o potencial de aumentar a
produtividade e a qualidade dos produtos agricolas, ao mesmo tempo que minimiza a
dependéncia de agroquimicos, herbicidas, fungicidas e inseticidas como fator significativo na
agricultura sustentavel (lavicoli et al. 2017). O nanopriming utilizando varios nanomateriais

exibiu resultados impressionantes em relacéo a germinacao de sementes e as caracteristicas de
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crescimento de plantulas de diversas espécies de plantas (Hatami et al. 2021).

A utilizacdo de silicio em estruturas como nanoparticulas representa uma abordagem
inovadora desse elemento, pois & medida que o tamanho das particulas é reduzido, ocorre
aumento da area de superficie disponivel, resultando em alteracGes nos padrdes de absorcao e
transporte nos tecidos vegetais (Subbenaik, 2016). Essa caracteristica resulta em efeitos mais
pronunciados das nanoparticulas de silicio (SINPs) no crescimento e desenvolvimento das
plantas, pois a alteragdo do estado fisico dos SiNPs tem implicacfes diretas com a absorcéo e
translocacdo no sistema vegetal (Tripathi et al. 2017). Embora o silicio ndo seja considerado
essencial para a maioria das plantas, ele desempenha papel facilitador em diversas vias
metabdlicas cruciais. Esse elemento pode influenciar a relacdo planta-agua, a elasticidade e
plasticidade da parede celular, a espessura da folha e a estabilidade da membrana (Coskun et
al. 2019; Mukarram, Masroor e Corpas, 2021; Mukarram et al. 2022).

Com os avancos tecnoldgicos na area da nanotecnologia, diversos pesquisadores
relataram influéncia positiva dos SiNPs em processos especificos das plantas, como a lentilha
e o0 trigo, incluindo a germinagdo de sementes, fotossintese, trocas gasosas, absorcdo de
nutrientes, metabolismo antioxidante, atividades enzimaticas e produtividade (Luyckx et al.
2017; Ahmad et al. 2020; Biju et al. 2017; Gong e Chen, 2012). A interacdo direta ou indireta
dos SiNPs com as plantas pode contribuir para o aprimoramento do crescimento e
desenvolvimento vegetal, sugerindo o seu uso como indutor de crescimento em diversas
culturas (Mukarram et al. 2022). A eficacia do silicio em termos de nanofertilizantes provou
ser mais eficaz do que os seus analogos convencionais (Kah et al. 2018). No milho, foi relatado
que os SiNPs aumentam o sistema de defesa natural e melhora a porcentagem de germinagéo
(Suriyaprabha et al. 2012; Naguib e Abdalla, 2019)

O potencial dos nanomateriais em melhorar o rendimento e a produtividade agricola é
uma area de pesquisa que permanece em grande parte subexplorada (Vishwakarma et al.
2017). Portanto, é necessario conduzir investigacdes mais aprofundadas sobre os efeitos das
nanoparticulas de silicio no condicionamento de sementes de milho, avaliando pardmetros
como germinagdo, vigor, trocas gasosas, eficiéncia fotossintética e atividade enzimaética,
buscando compreender os mecanismos pelas quais essas nanoparticulas podem influenciar o
desenvolvimento inicial das plantulas. Portanto, objetivou-se investigar os efeitos no potencial

fisiologico das nanoparticulas de silicio no condicionamento de sementes de milho.

4.2 Material e Métodos
Foram utilizadas sementes de milho (Zea mays L.) do hibrido SYN8A98 para

avaliar o desempenho do condicionamento com nanoparticulas de silicio. O presente ensaio
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foi executado no Laboratério de Anéalises de Sementes do Instituto, Federal de Educacao,

Ciéncia e Tecnologia — IF Goiano — Campus Rio Verde. Sementes de milho hibrido
SYNB8A98 foram utilizadas neste estudo.

Tratamentos experimentais

As nanoparticulas de didxido de silicio (SiO.-NPs) utilizadas neste estudo tinham a
area de superficie especifica em nanos escala de 650 m2/g, o tamanho médio das particulas
primarias era de 15 nm e a pureza superior a 99%. O pd de SiO.-NPs foi adquirido pela
MKnano (division of MK Impex Corp.).

Para o priming das sementes foram preparadas solugcbes com diferentes
concentragdes de SiO.-NPs (0, 200, 400, 600 mg L™?). Para isso, as quantidades necessarias
de nanoparticulas foram pesadas em balanca analitica com precisdo de 0,0001g (AY220,

Marte, Brasil) e adicionadas a 4gua deionizada.

Condicionamento fisiologico das sementes

As sementes foram submetidas a uma etapa de esterilizacdo, consistindo em uma
imersdo por 1 minuto em solucdo de hipoclorito de sédio a 1%. Subsequentemente, as
sementes foram submetidas a um processo de lavagem utilizando &gua destilada, seguido
por uma fase de secagem a temperatura ambiente.

As sementes esterilizadas foram, posteriormente, dispostas de maneira uniforme
sobre papel germinacdo que havia sido previamente umedecido com as solucGes de SiO»-
NPs na proporcéo de 2,5 vezes o peso do papel. As bandejas de polietileno 38x53 contendo
as sementes e o papel foram postas em incubadora, mantida a temperatura controlada de 25
+0,5°C, no escuro, pelo periodo de 20 horas. O tempo de condicionamento adotado baseou-
se na curva de hidratacdo das sementes de milho. ApoOs essa etapa, as sementes foram
submetidas a secagem em estufa com circulacdo de ar e renovagdo, mantida a temperatura
de 25°C, até que o teor de &gua inicial das sementes fosse restabelecido.

Para diferenciar os efeitos da agua e das nanoparticulas, a preparacdo das sementes
foi feita de duas maneiras: usando apenas agua (hidropriming) e solugdo de SiO2-NPs
(nanopriming). Sementes ndo preparadas (sementes ndo tratadas) foram consideradas como

controle.

Potencial fisioldgico de sementes
Antes e depois do priming foi determinado o teor de 4gua das sementes pelo método
da estufa, e as amostras foram acondicionadas a 105 * 3°C, por 24 horas, utilizando duas

repeticOes para cada tratamento (Brasil, 2009).



57
- Germinagdo: o teste foi realizado com quatro repeti¢des, cada uma composta por

quatro subamostras de 50 sementes, semeadas em substrato de papel germinacéo,
previamente umedecido com agua destilada, utilizando 2,5 vezes a massa do papel seco, e
mantidas em germinador a temperatura de 25°C. As avaliacdes foram efetuadas aos sete
dias ap6s a semeadura, sendo os resultados expressos em porcentagem de plantulas normais
(Brasil, 2009).

- Restricdo hidrica: para a simulacdo do déficit hidrico foi utilizada solucdo de
polietilenoglicol (PEG 6000) com potencial osmoético de —0,4 MPa, correspondente a
concentracdo de 239,142g por litro de agua (Moterle et al. 2008). A solucdo contendo PEG
6000 foi aplicada diretamente no papel germinacéo e o teste de germinacao foi realizado de
acordo com as recomendagdes para as sementes de milho (Brasil, 2009).

- Estresse salino: para a simulacdo do estresse salino foram utilizados os sais cloreto
de potassio (KCI), com o nivel de potencial salino de -0,8 MPa, produzidos pela dissolu¢édo
dos sais em &gua destilada. A solucdo contendo KCI foi aplicada diretamente no papel
germinacao e o teste de germinacéo foi realizado de acordo com as recomendacdes para as
sementes de milho (Brasil, 2009).

- Teste de frio: conduzido seguindo a mesma metodologia do teste de germinacao,
porém, em primeiro momento, apds a semeadura, os rolos foram colocados no interior de
sacos plasticos escuros e levados a camara fria a 10°C, durante o periodo de sete dias, e em
seguida transferidos para o germinador a 25°C por mais sete dias. Ao final deste teste foram
computadas, em porcentagem, as plantulas normais (Coimbra et al. 2009).

- Envelhecimento acelerado: realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, as
quais foram acondicionadas em camada Unica sobre uma tela metalica suspensa dentro de
caixas de acrilico 11x11x3,5 cm contendo 40 mL de &gua destilada ao fundo.
Posteriormente, as caixas foram tampadas e acomodadas em camara de germinacédo a 41°C
e 100% de umidade relativa do ar por 96 horas (Marcos Filho, 1994). Apos esse periodo,
seguiu-se a metodologia do teste de germinacdo e as plantulas normais foram avaliadas
quatro dias ap0s a semeadura.

Emergéncia de plantulas: o teste foi realizado com 200 sementes por tratamento,
divididas em quatro repeticdo de 50 sementes, distribuidas em sulcos com 3 cm de
profundidade em canteiros de areia grossa. O sistema de irrigacao foi por aspersao, quatro
vezes ao dia. As avaliacdes foram efetuadas com a contagem didria das plantulas emergidas
(aquelas que apresentarem coleoptilos acima do solo), até a estabilizacdo da emergéncia de
cada lote, e os resultados expressos em porcentagem de emergéncia (Nakagawa, 1994).

- Indice de velocidade de emergéncia: foi conduzido em conjunto com o teste de
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emergéncia de plantulas, contabilizando diariamente, o nimero de plantulas emergidas até

o final do teste. Com os dados obtidos, o indice de velocidade de emergéncia foi calculado
empregando a férmula proposta por Maguire (1962).

- Comprimento de parte aérea e raiz: foram utilizadas quatro repeticbes de 20
sementes distribuidas em substrato rolo de papel germinacao, umedecidos com quantidade
de 4gua equivalente a 2,5 vezes o peso do papel e mantidas em camara de germinacéo
regulada a temperatura de 25°C por sete dias (Nakagawa, 1999). O comprimento de raiz e
parte aérea de plantas consideradas normais (Brasil, 2009) foi determinado ao final do
sétimo dia, com o auxilio de régua milimetrada. Os resultados médios por plantulas foram

E€XPressos em centimetros.

Trocas gasosas

As trocas gasosas foram mensuradas em folhas totalmente expandidas de plantas de
milho provenientes do teste de emergéncia 15 dias apds a semeadura, utilizando um
analisador de gases por infravermelho (IRGA) de sistema aberto (LI-6800, LI-COR Inc.,
Lincoln, NE, USA) para determinar a taxa liquida de fotossintese (A, pmol CO; m? s?),
condutancia estomatica (gs, mol H.O m2 s, taxa de transpiracdo (E, mmol H.0O m-2 s-1)
e a relacdo entre concentracOes internas (Ci) e externas (Ca) de CO> (Ci/Ca). As
mensuracoes de A, gs, E e Ci/Ca foram realizadas entre as 8h e as 11h da manha sob radiagdo
fotossinteticamente ativa constante (PAR, 1000 umol de fotons m?2 s?) e temperatura
(25°C).

Imagem de fluorescéncia da clorofila a

As imagens de fluorescéncia da clorofila a foram obtidas com a ajuda do
fluordmetro modulado Imaging-PAM (versdo MAXI-Standard, Heinz Walz). Inicialmente,
as folhas de milho das plantas oriundas do teste de emergéncia foram adaptadas por pelo
menos 40 minutos no escuro e a fluorescéncia inicial (Fo) e a fluorescéncia maxima (Fm)
foram determinadas, em que Fo € o rendimento minimo de fluorescéncia, excitado por uma
luz vermelha modulada de baixa intensidade (3 pmol m™2 s™!), e Fm é a fluorescéncia
maxima obtida aplicando um pulso de luz atinente saturante por 0,8 s (>6000 umol m2's
. A partir disso, foi possivel calcular o rendimento quantico potencial do fotossistema Il
(PSII) (Fv/Fm = [Fm—Fo]/Fm). As variaveis da fase lenta da inducéo de fluorescéncia foram
obtidas sequencialmente com a aplicacdo de uma iluminagéo atinente por 30 s e um pulso
de luz atinente saturante para determinar as variaveis: fluorescéncia em uma amostra

adaptada a luz antes do pulso de saturacdo (F) e fluorescéncia maxima em uma amostra
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adaptada a luz (Fm’). A partir desses parametros, foi possivel calcular a fluorescéncia

minima do tecido vegetal iluminado, Fo’ = FO/[((Fm — Fo/Fm) + (Fo/Fm’)] (Oxborough e
Baker, 1997). O rendimento quéntico efetivo da converséo de energia fotoquimica em PSI|,
®II = (Fm’ — F)/Fn’ ; 0s rendimentos quanticos de dissipacao de energia regulada, Onpq =
(F/IFm’ ) — (F/Fm) e de dissipag@o de energia nao regulada, ®no = F/Fm, foram calculados
de acordo com Genty et al. (1989) e Hendrickson et al. (2004). O @y também foi usado
para estimar a taxa aparente de transporte de elétrons (ETR = ®@;; x PAR X A jear X 0,5)
(Bilger et al. 1995), em que PAR é o fluxo de fotons (umol m? s) nas folhas, A jear é
a quantidade correspondente a fracéo de luz incidente absorvida pelas folhas e 0,5 é a fracéo

de energia de excitacao direcionada para o PSII (Laisk e Loreto 1996).

Preparacdo do extrato enzimatico

Ap0s o priming, quatro repeti¢fes de cada tratamento pesando em média 0.250 mg
de uma mistura de endosperma e eixo embrionario das sementes foram utilizadas no
procedimento de preparacdo do extrato enzimatico. Os endospermas e eixos embrionarios
foram macerados com N liquido e depois homogeneizados em 2 mL de &gua de destilada.
O homogeneizado resultante foi entdo submetido a um processo de centrifugacdo a 12.000
x g pelo periodo de 15 minutos, com a temperatura controlada a 4°C.

Atividade de a-amilase e S-amilase

A determinagdo da atividade da a-amilase foi conduzida utilizando 250 pL do
sobrenadante foram adicionadas a 250 pL. de um meio de reacdo contendo CaClz 3 mM
para inativacdo da - amilase, sendo a reagdo incubada a 70°C por 5 minutos.
Subsequentemente, a esta mistura foram adicionados 500 mL de tampdo citrato a uma
concentracdo de 100 mM (pH 5,0) e 250 pL de amido a uma concentragdo de 1%,
prosseguindo com a incubacdo da mistura a uma temperatura de 30°C por 5 minutos. A
reacao foi interrompida pela adi¢do de 2,0 ml do reagente acido 3,5-dinitrosalicilico 1%
(DNS) e aquecida em banho-maria a 65° por 5 minutos.

A avaliacdo da atividade da enzima B-amilase foi iniciada pela adi¢do de 180 pL de
extrato enzimatico a um meio de reagdo contendo 110 uL de EDTA 0,1 M, 100 pL de
tampao citrato 100 mM, pH 3,4 e 250 pL da solugdo de amido 1%. A reagdo foi incubada
a 30°C durante 5 minutos. Em seguida foram adicionados 2,0 mL de é&cido 3,5-
dinitrossalicilico 1% (DNS) com posterior aquecimento em dgua a 65°C por 5 minutos para
desenvolvimento da coloragé&o.

Apds completar o volume da reacdo, tanto da a-amilase quanto da familase para
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10,0 mL, os acucares redutores formados pela acdo das amilases foram quantificados pela

leitura da absorbancia em 540 nm, utilizando solu¢&o padréo de glicose 2 mg/mL (Tarrago
e Nicolés, 1976; Bernfeld 1955).

Delineamento experimental e procedimentos estatisticos

O delineamento utilizado foi inteiramente ao acaso (DIC), com quatro repeticoes.
Os dados quantitativos foram submetidos a anélise de normalidade pelo Teste Shapiro-Wilk
e avaliagdo da homogeneidade das variancias dos erros pelo Teste de Bartlett. Foi realizada
a analise de variancia, seguida de comparacéo de médias pelo teste de Tukey, considerando
os niveis de significancia de 1% e 5%. As andlises estatisticas foram

realizadas com o auxilio do Software R versédo 3.6.0., e os gréaficos elaborados no programa
SigmaPlot 14.5.

4.3 Resultados

Germinacao e vigor

Os resultados da Fig. 1 apresentam o efeito da aplicacdo do priming na germinacao
de sementes de milho com as diferentes concentracGes de SiO2-NPs. Os maiores valores de
germinacéo, de 95%, foram registrados com os tratamentos de 200 e 400 mg L™ de SiO»-
NPs. Enquanto isso, 0 menor foi obtido no controle, em que as sementes ndo passaram pelo

processo de priming, com germinacao média de 91%.
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Fig 1. - Germinagéo de sementes de milho condicionadas com concentragGes de SiO2-NPs (0, 200, 400
e 600 mg L) e controle (SP). Colunas verticais representam a média de quatro repeticdes com barras
indicando o erro padro. Letras diferentes sdo significativamente diferentes no nivel p < 0,05 pelo teste
de Tukey.



61
A germinacao das sementes em condigdes de estresse salino (ES) reduziu no tratamento

controle em relacéo aos tratamentos que passaram pelo priming, com diferenca de 41,54% para
a concentracdo de 200 mg L de SiO,-NPs (Fig. 2A). Comportamento semelhante foi
encontrado no teste de frio (TF), sendo a taxa de germinacdo no controle 20% menor em
relagdo a concentracdo de 200 mg L™ (Fig 2B). Na restricdo hidrica (RH), as sementes que
foram submetidas ao priming com SiO2-NPs apresentaram maior taxa de germinagéo, sendo
superiores ao controle, com diferenca de 14,31% a mais na concentragio de 200 mg L
comparada ao controle (Fig 2C). A Fig. 2D mostra os dados referentes ao envelhecimento
acelerado (EA), em que o priming das sementes diminuiu a taxa de germinac&o de sementes,
independente para a presenca de SiO2-NPs. O controle foi superior em média 17,32% em

comparagdo aos demais tratamentos.
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Fig 2. Qualidade fisioldgica de sementes de milho condicionadas com concentracGes de SiO2-NPs (0,
200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). Teste de estresse salino (ES), teste de frio (TF), restri¢cdo hidrica
(RH) e envelhecimento acelerado (EA). Colunas verticais representam a média de quatro repeti¢oes
com barras indicando o erro padrdo. Letras diferentes sdo significativamente diferentes no nivel p <
0,05 pelo teste de Tukey.

Para facilitar a visualizagdo das variaveis de vigor computadas em porcentagem de

germinacao, optou-se por uma representacdo grafica por meio de grafico de radar (Fig. 3). Essa



62
representacdo ajuda a comparar diferentes varidveis, permitindo a rapida identificacdo de

similaridades, diferengas e singularidades nos testes de vigor analisados. Dessa forma, cada
varidvel analisada é detalhada, recapitulando todas as determinacbes realizadas e
potencializadas as diferencas. De acordo com essa comparacao, é possivel destacar que houve
maior disparidade de resultados entre os testes no controle (SP), enquanto as sementes que
passaram priming tiveram resultados mais constantes entre os tratamentos e testes, atribuindo

maior vigor as sementes condicionadas.

200 _

—e— TG
...... O ES
--s-- RH
—A— TF
—@—- EA
— - EM

400 7

Fig 3. Efeito do priming na germinacéo (%) em sementes de milho com concentra¢des de SiO»-NPs (0,
200, 400 e 600 mg L) e controle (SP) submetidas aos testes de germinacéo (TG) de estresse salino
(ES), teste de frio (TF), restri¢do hidrica (RH) envelhecimento acelerado (EA) e emergéncia (EM).

O indice de velocidade de emergéncia (IVE) aumentou nas sementes de milho apds o
priming em comparagdo ao controle, sendo 38% inferior a concentracdo de 400 mg L de
SiO2-NPs, que apresentou o maior indice (Fig. 4A). O priming das sementes promoveu
aumento nos atributos de crescimento das plantulas de milho, em comparagédo ao controle,

mediante incrementos no comprimento da parte aérea e comprimento da raiz (Fig. 4B).
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Fig 4. Qualidade fisiolégica de sementes de milho condicionadas com concentragdes de SiO2-NPs (0,
200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). indice de velocidade de emergéncia (IVE) (A) e comprimento
de parte aérea e raiz de plantulas (CP e CR) (B). Colunas verticais representam a média de quatro

repeticbes com barras indicando o erro padrdo. Letras diferentes sdo significativamente diferentes no
nivel p < 0,05 pelo teste de Tukey.

Atividade da enzima o.-amilase

O metabolismo das sementes de milho foi avaliado por meio da atividade das enzimas
o-amilase e B-amilase (Fig. 5). A concentracdo de 600 mg L™ de SiO2-NPs resultou em uma
atividade de a-amilase 20,35% maior em comparacgao ao controle, estatisticamente superior aos
demais tratamentos. Para a atividade de p-amilase, ndo houve diferenca significativa conforme
o teste de Tukey (dados ndo apresentados).
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Fig 5. Atividade da enzima o-amilase em sementes de milho condicionadas com concentragdes de
SiO2-NPs (0, 200, 400 e 600 mg L) e controle (SP). Colunas verticais representam a média de quatro

repeticbes com barras indicando o erro padréo. Letras diferentes s&o significativamente diferentes no
nivel p < 0,05 pelo teste de tukey.

Fluorescéncia da clorofila (a)
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As plantulas ap6s o priming com SiO2-NPs demostraram alteragbes nos seus

parametros da fluorescéncia da clorofila (a) (Fig 6). Para ®II, a concentra¢ao do priming de
600 mg L™ de SiO2-NPs apresentou os maiores resultados, ja para ®no, 0s demais tratamentos
foram signicativamente maiores, diferindo estatisticamente. A maior concentracdo de SiO-
NPs diferiu dos demais tratamentos na analise de ®npo, apresentando as maiores médias, sendo

as menores observadas no tratamento de 200 mg L de concentragéo de SiO2-NPs.

SiO,-NPs mg L

SP 0 200 400 600

0431b 0.461b 0.460 b 0.441b 0.534 a

0.564 a 0.535a 0.537 a 0.5542 a 0.4606 b

CDNPQ

0.0042 ab 0.0033 ab 0.002 b 0.004 ab 0.005 a

Fig. 6. Rendimento quantico efetivo da conversado de energia fotoquimica em PSII (®II), dissipacdo de
energia ndo regulada (®noj) e 0 rendimento quantico de dissipacéo de energia regulada (®npg) aos 15
dias ap6s semeadura das sementes de milho sem priming (SP), priming com agua (0) e com as
concentracdes de 200, 400 e 600 mg L* de SiO,-NPs. Letras diferentes sdo significativamente
diferentes no nivel p < 0,05 pelo teste de tukey.

4.4 Discussao
No presente estudo foram investigados os efeitos do priming com SiO2-NPs em
sementes de milho. A porcentagem de germinagéo apresentou medias superiores quando

condicionadas com 200 e 400 mg L™ de SiO2-NPs se comparadas ao controle. Sementes de
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estévia (Stevia rebaudiana Bertoni) submetidas ao nanopriming melhoraram

significativamente a porcentagem de germinagdo com priming na concentragéo de 100 ppm
de SiO2-NPs (Hasanaklou et al., 2023).

O preparo de sementes com nanoparticulas de SiO: pode estimular eventos
metabdlicos pré-germinativos, incluindo o aumento da absorcdo de agua, a promogéo da
divisdo e do alongamento celular, a reparacao de danos nos acidos nucleicos, a ativagéo de
enzimas mobilizadoras de reservas, 0 aumento das atividades das enzimas antioxidantes
que eventualmente melhoraram a emergéncia, o crescimento e o vigor das plantulas (Ali et
al. 2021).

O vigor das sementes € uma caracteristica complexa que envolve a germinacao,
emergéncia, crescimento das plantulas e tolerancia ao estresse, sendo influenciado por
fatores como o acumulo de reservas durante o desenvolvimento, a deterioracdo das
sementes durante o armazenamento, além dos tratamentos e condigdes de estresse durante
a germinacgéo. Neste estudos os resultados indicaram que o priming melhorou diferentes
parametros de vigor das sementes, como o indice de velocidade de emergéncia e
comprimento de parte aérea e raiz de plantulas.

As sementes que passaram pelo priming, geralmente apresentam um tempo de
emergéncia reduzido, maior taxa, uniformidade e porcentagem de germinagdo em
comparacdo as sementes que ndo foram condicionadas. Esses beneficios podem ser
atribuidos a ativacdo mediada pelo priming de varios processos metabdlicos, incluindo a
maior ativacdo de enzimas, atividades metabdlicas, mudancas bioquimicas associadas a
reparacdo celular, sintese de proteinas e melhoria do sistema de defesa antioxidante
(Beckers e Conrath, 2007, Narejo et al. 2022).

Khalequzzaman et al. (2023) avaliaram o efeito do priming com Si em sementes de
algoddo (Gossypium hirsutum L.) e observaram que o condicionamento foi amplamente
ineficaz, sem melhorias significativas no crescimento, rendimento e na resposta fisioldgica
das plantas em comparacdo com o controle, embora tenha ocorrido diferenca significativa
na germinagdo, com maior porcentagm. Em sementes de tomate (Lycopersicon
esculentum), ocorreu melhora significativa nos parametros de germinagdo, como
porcentagem de germinacdo, indice de germinacdo, indice de vigor, tempo médio de
germinacdo e comprimento medio do caule das plantas de tomate tratadas com 5 gL' de
SiO,-NPs (Lu et al. 2015). Behboudi et al. (2017) observaram aumento no indice de
germinacdo em cevada (Hordeum vulgare L) com nano-priming usando 30 e 60 ppm de
SiO2-NPs, no entanto, concentragbes mais altas mostraram efeitos téxicos mais

pronunciados no comprimento da parte aérea e raizes de plantulas.
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Dependendo do tipo, concentracdo, tamanho, morfologia e método de aplicacao, os

nanomateriais podem ter impacto positivo ou negativo no crescimento e desenvolvimento
das plantas, influenciando caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas, biogquimicas,
anatdmicas, moleculares e agronémicas (Mittal et al. 2020; Yang et al. 2017). Em diferentes
concentracgdes, a dispersdo dos nanomateriais pode variar, afetando as propriedades fisicas,
e, em concentragfes maiores, as particulas tendem a aglomerar-se devido a dispersdo mais
lenta, criando obstaculos no transporte e distribuicdo, tornando o processo menos eficiente a
medida que a concentracdo aumenta (Dhingra et al. 2022). Além disso, a interacdo das
nanoparticulas com diferentes espécies de plantas varia, acrescentando complexidade ao
processo, envolvendo trés componentes interligados: nanomaterial, meio de crescimento e
a planta (Zaytseva e Neumann, 2016).

A agua é essencial para a embebicdo das sementes e para a mobilizacéo de reservas
gue levam a germinacao, entretanto, estresses abidticos, como a seca e a salinidade, causam
estresse osmatico que limita a absorcdo de &gua. Na presente pesquisa, 0 priming de
sementes melhorou a porcentagem de germinagéo tanto em condicdes de estresse salino e
para restricdo hidrica, no entanto, ndo houve diferenca entre as diferentes concentracdes de
SiO2-NPs.

O estresse salino e a restri¢do hidrica diminuem a germinacdo das sementes como
resultado da absorc¢éo limitada de dgua, desaceleracéo da quebra do material de reserva das
sementes e inibigdo a producédo de proteinas de reserva (El-Serafy et al. 2021). O priming
de sementes tem o potencial de reparar os danos nas membranas celulares induzidos por
estresses abidticos, promovendo a germinacdo por meio de modificacbes bioquimicas
essenciais.

Sementes de arroz (Oryza sativa) submetidas ao hidropriming apresentaram
porcentagem de germinacéo e indice de germinacdo mais altos, além de tempo médio de
germinacdo menor, em comparacdo com as sementes ndo condicionadas sob condicdes de
estresse hidrico (Kalhori et al. 2018). Akter et al. (2018) propuseram que o hidropriming é
a técnica mais eficaz para a reducdo do estresse salino no milho, melhorando a germinacéo,
além de proporcionar desempenho superior em diversos atributos das plantulas, como
comprimento da plantula e comprimento da raiz.

O priming em sementes de trigo (Triticum aestivum L.) com 15 mg L™* de SiO2- NPs
aumentou a tolerancia ao estresse hidrico, conforme indicado por parametros fotossintéticos
melhorados, equilibrio bioquimico mantido e producdo amplificada de biomassa em
plantulas de trigo em comparagdo com sementes ndo condicionadas (Rai-kalal et al. 2021).

Da mesma forma, sementes de pimenta (Capsicum annuum L.) tratadas com 300 mg L' de
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Si02-NPs apresentaram melhora significativa na germinacdo sob estresse salino, com

aumento na taxa de germinac&o, indice de germinagdo e comprimento da raiz primaria, em
comparacdo com sementes ndo tratadas (Li et al. 2024).

O principal objetivo do priming de sementes é maximizar a taxa de emergéncia, no
entanto, o crescimento pos-emergéncia também é beneficiado. As plantulas provenientes
de sementes condicionadas apresentam maior velocidade de crescimento em comparagéo
as sementes ndo condicionadas, resultando em maior altura das plantulas (Adhikari et al.
2021). No presente trabalho, sementes condicionadas apresentaram maior indice de
velocidade de emergéncia e maior comprimento de parte aérea e raiz de plantulas.

Esse efeito benéfico do priming pode ser explicado pelo melhor desenvolvimento
do sistema radicular, que aumenta a capacidade de absor¢do de nutrientes e agua,
favorecendo maior taxa de crescimento relativa e regulacdo mais eficiente do estado hidrico
(Ahmed et al. 2016; Muhammad et al. 2015). Além disso, o condicionamento promove
aumento na divisdo celular no meristema apical das raizes, resultando em maior
crescimento e desenvolvimento das plantas, e pode estar associado ao controle do ciclo
celular e aos mecanismos de alongamento celular (Banerjee e Roychoudhury, 2019).

O priming com 900 ppm de nanoparticulas de silica em sementes de trigo (Triticum
turgidum L.), resultou em maior altura da parte aérea, comprimento de raiz e plantula, peso
da parte aérea e da raiz, percentual final de germinacdo, indice de taxa de germinagdo e
indice de comprimento da parte aérea e raiz, além do menor periodo médio de germinacao
(Al-Tabbal et al. 2024). No entanto, neste estudos ndo houve diferenca para velocidade de
emergéncia e comprimento de parte aérea e raiz entre o priming feito somente com agua e
o feito com as diferentes concentracdes de SiO,-NPs.

Em ambientes de alta temperatura e alta umidade, uma série de reacGes fisioldgicas
e bioguimicas ocorrem nas sementes, como peroxidacdo lipidica da membrana,
degradacdo de acucares solUveis e proteinas, disturbios de expressao genética relacionados
e degradacdo de acidos nucleicos sdo acelerados (Brar et al. 2019). O teste de
envelhecimento acelerado simula os danos celulares que ocorrem durante o
armazenamento prolongado, submetendo as sementes a condigdes extremas que resultam
na perda de vigor e viabilidade, tornando-se uma ferramenta eficaz para avaliar as
mudancas no vigor ao longo do armazenamento (Wu et al. 2019; Tian et al. 2008). Neste
estudo, o priming das sementes resultou em efeitos desfavoraveis durante o
envelhecimento acelerado, levando a menores taxas de germinacdo, independente da
concentragéo de SiO.-NPs.

Os efeitos benéficos do priming na germinacdo das sementes podem estar
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associados a diminuicdo na longevidade e na capacidade de armazenamento, um efeito

colateral atribuido ao aumento da permeabilidade do tegumento (Pirredda et al. 2024). A
estrutura do tegumento da semente desempenha papel importante na longevidade, uma
vez que serve como uma camada que protege o embrido de fatores ambientais (Renard et
al. 2020). Sano et al. (2017), os pesquisadores sugerem que a perda de longevidade das
sementes condicionadas é pelo aumento da permeabilidade do revestimento da semente.
Resultados semelhantes foram encontrados em sementes de soja condicionadas, em que 0
priming prejudicou a germinacdo em sementes envelhecidas (De Jesus et al. 2023).

O priming é uma técnica controlada de hidratacéo que inicia processos metabdlicos de
pré-germinacdo nas sementes, como a absor¢do de agua e a ativagao de enzimas de reserva,
como a amilase, sem provocar a germinagéo em si (Ali et al. 2021). O nanopriming, quando
aplicado em concentracfes adequadas, intensifica esses processos, aumentando a atividade de
a-amilase, acelerando o metabolismo do amido e favorecendo a germinacdo das sementes
(Mahakham et al. 2017). Os resultados obtidos neste estudo mostram variacéo na atividade da
a-amilase, com aumento progressivo a medida que a concentragdo de SiO2-NPs aumenta,
alcangando o valor maximo em 600 mg L™

Sementes de estévia preparadas com SiO2 apresentaram maior atividade da a- amilase
em comparacdo ao controle, essa maior atividade da enzima promove a manipula¢do do amido
e 0 subsequente aumento nos niveis de sacarose nas raizes e na parte aérea das plantulas de
estévia (Hasanaklou, 2023). O aumento observado nas atividades de o-amilase e
desidrogenase provavelmente contribuiu para as melhorias na porcentagem e na taxa de
germinacao (Haider e Rehman, 2022). Biju et al. (2017) relataram que a adi¢do de silicio
diminuiu a atividade da a-amilase em gendtipos de lentilha tolerantes a seca sob estresse
hidrico, indicando que o efeito do silicio € dependente do gendtipo.

Os resultados deste experimento indicam que a presenca de SiO.-NPs no priming de
sementes de milho teve efeito positivo na fotossintese e nos atributos fisioldgicos das
plantulas. Um estudo conduzido por Hussain et al. (2019) mostrou que o priming de
sementes com nanoparticulas de Si melhorou a fotossintese e aumentou os contetidos de
clorofila em plantas de trigo cultivadas em solo estressado por cddmio. Na concentracdo de
1200 mg L de SiO,-NPs, observou-se um aumento de 79% na taxa fotossintética, 84% na
taxa de transpiracdo, 99% na condutancia dos estdomatos, 100% nos carotenoides, além de
incrementos de 61% e 127% nos teores de clorofila a e clorofila b, respectivamente, em
relagcdo aos controles. Ndo houve diferencas nos parametros fotossintéticos, como a taxa
fotossintética, condutancia estomatica e para transpiragdo entre as mudas de espinheiro

(Crataegus sp.) tratadas e ndo tratadas com SiO»-NPs (Ashkavand et al. 2015)
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A presenga de silicio reduziu tanto ®npg quanto ®no em plantas de cevada

(Hordeum vulgare L.) submetidas ao estresse salino (Falouti et al. 2002). De acordo com
Zhou et al. (2019), @)1, nrg € Dno estdo em competicdo, de modo que um aumento em um
parametro resulta em diminuigdo nos outros dois e sob condi¢des ambientais especificas, a
regulacdo bem-sucedida tende a maximizar os valores de @.

As nanoparticulas tém sido cada vez mais aplicadas no setor agricola por causa dos
beneficios, especialmente no aprimoramento da germinacéo de sementes, etapa critica para
a produtividade das culturas. Este estudo explorou os efeitos do priming com SiO2-NPs em
sementes de milho, demonstrando que a porcentagem de germinacao foi significativamente
maior quando as sementes foram tratadas com concentraces de 200 e 400 mg L™ de SiO-

NPs em comparacdo ao controle.

4.5 Conclustes

O priming de sementes com nanoparticulas de silicio demonstrou efeitos positivos
sobre a germinacdo, vigor e crescimento inicial das plantulas de milho. Embora o priming
tenha apresentado beneficios para a germinacdo e crescimento inicial das plantulas, o0s
efeitos sobre a longevidade das sementes foram negativos, possivelmente devido ao
aumento da permeabilidade do tegumento. Além disso, ndo foram observadas diferencas
significativas entre os tratamentos em parametros de crescimento pds-emergéncia, como
comprimento de parte aérea e raiz, quando comparados ao priming com agua. Na
concentragdo 600 mg L™ ocorreram aumentos na atividade da enzima o-amilase e

conversdo de energia fotoquimica em PSII (®II).
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5. CONCLUSAO GERAL

O priming de sementes de milho com diferentes agentes, como nanoparticulas de
dioxido de silicio (SiO.-NPs) e brassinolide, demonstrou ser uma técnica eficaz para aprimorar
a qualidade fisioldgica e o desempenho inicial das plantulas. Os estudos evidenciaram
resultados significativos, com incrementos na germinacdo, vigor e indices de crescimento,
especialmente em condic¢Ges adversas, como frio, restricdo hidrica e estresse salino. Além
disso, o priming contribuiu para o0 aumento da eficiéncia fotossintética, melhor desempenho
em trocas gasosas ¢ maior atividade da enzima o-amilase, fatores que favorecem o
estabelecimento inicial das plantas especialmente em condicGes de estresse. Esses resultados
reforcam a viabilidade do condicionamento de sementes como uma estratégia sustentavel para

potencializar a produtividade e a adaptabilidade da cultura do milho.
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