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RESUMO

CASTILHO, itala Menegon. Desempenho germinativo de sementes de milho super doce
em resposta ao acido giberélico e a doador de 6xido nitrico nanoencapsulado. 2022. 47 f.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

Os genes brittle (bt) ou shrunken (sh) na forma homozigota recessiva sdo responsaveis pelo
alto teor de sacarose e baixo teor de amido no endosperma em milho do grupo super doce que,
consequentemente, resultam em sementes com menor potencial fisioldgico. O uso de
nanocarreadores de acido giberélico e 6xido nitrico pode auxiliar no processo de conservacao
e germinacdo destas sementes, principalmente em situacfes de estresse abidtico, favorecendo
a implantacdo da cultura. Neste sentido, objetivou-se avaliar o efeito da aplicacdo de
formulagdes e doses de acido giberélico e de doadores de Oxido nitrico nanoencapsulados
sobre o potencial fisioldgico de sementes de milho super doce.No artigo A utilizou-se o
delineamento inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x4 + 1, com quatro repetigdes.
Foram avaliados cinco suspensbes aplicadas nas sementes, sendo essas: nano
alginato/quitosana (ALG/CS ) sem e com GAs, nano de quitosana/tripolifosfato (CS/TPP)
sem e com GAs e &cido giberélico livre, em quatro concentragdes: 0,05 mg/ml (formulacdo
estoque), 0,005 mg/ml (1:10), 0,0005 mg/ml (1:100) e 0,00005 mg/ml (1:1000) e testemunha
adicional. Para o artigo B, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado em esquema
fatorial 3x5, com quatro repeticdes, separadamente para as temperaturas de 20°C, 25°C e
30°C. Foram testadas trés suspensfes, sendo essas: nano de quitosana mais oxido nitrico
(NO/CS) () apenas quitosana (CS) vazio e apenas 0 doador de oxido nitrico (NO), nas doses
de 0, 2, 4, 6 e 8 mmol. Nos dois artigos, os tratamentos foram aplicados via embebicao das
sementes e, posteriormente, foram analisadas as seguintes varidveis: primeira contagem,
germinacao, plantulas anormais e sementes mortas, comprimento de parte aérea e raiz e massa
seca da parte aérea e raiz de plantulas. O uso de nanocarreadores de ALG/CS/GAs, nas
maiores concentragcdes favorecem o desempenho germinativo de sementes de milho super
doce, quando comparadas ao GAs livre. No artigo B, nas trés temperaturas, 0 aumento das
doses de NO reduzem o desempenho fisioldgico das sementes de milho doce.

Palavras-chave: zea mays saccharata sturt; estresse abiotico; quitosana; nanotecnologia;
potencial fisioldgico.



ABSTRACT

CASTILHO, Itala Menegon. Germination performance of super super sweet corn seeds in
response to gibberellic acid and nanoencapsulated nitric oxide donor. 2022. 47 p.
Dissertacdo (Mestrado em Agronomia) — Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.

The brittle (bt) or shrunken (sh) genes in the homozygous recessive form are responsible for
the high sucrose content and low starch content in the endosperm in corn of the super sweet
group, which consequently result in seeds with lower physiological potential. The use of
nanocarriers of gibberellic acid and nitric oxide can help in the process of conservation and
germination of these seeds, mainly in situations of abiotic stress, favoring the implantation of
the culture. In this sense, the objective was to evaluate the effect of the application of
formulations and doses of gibberellic acid and nanoencapsulated nitric oxide donors on the
physiological potential of super sweet corn seeds. In article A, a completely randomized
design was used, with a 5x4 + 1 factorial scheme with four replications. Five nanoparticle
suspensions applied to the seeds were evaluated, namely: nano ALG/CS without and with
GAS3, nano CS/TPP without and with GA3 and free gibberellic acid, with four concentrations
of 0.05 mg/ml (stock formulation), 0.005 mg/ml (1:10), 0.0005 mg/ml (1:100) and 0.00005
mg/ml (1:1000) and additional control. The treatments were applied via seed imbibition,
which were later analyzed by the following variables: first count, germination, abnormal
seedlings and dead seeds, shoot and root length and shoot and root dry mass of seedlings. For
article B, a completely randomized design was used in a 3x5 factorial scheme, with four
replications, separately for temperatures of 20°C, 25°C and 30°C. Three suspensions were
tested, namely: nano of NO CS / MAS, only empty CS and only the NO donor, at doses of 0,
2,4, 6 and 8. . The variables analyzed were the same as in article A. The use of ALG/CS/GA3
nanocarriers, in the highest concentrations, favors the germination performance of super sweet
corn seeds, when compared to free GA3. In article B, the NO donors, in general, at the three
temperatures, the increase in NO doses reduces the physiological performance of sweet corn
seeds.

Keywords: zea mays saccharata sturt ; abiotic stress; chitosan; nanotechnology; physiological
potential.
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1 INTRODUCAO

O milho doce (Zea mays convar, Saccharata) tem sua producdo destinada ao
consumo humano na forma de milho verde em conserva, in natura e processado. Considerado
uma hortalica, o milho doce se destaca em producdo quando comparado a outras espécies da
mesma classe.

O milho doce se diferencia do milho comum quanto a composicéao, qualidade e
aparéncia da semente. A acdo de genes recessivos individuais ou associados modificam a
composi¢do quimica do endosperma proporcionando alto teor de aglcares e 0 baixo teor de
amido. Essa alteracdo resulta em menor concentracdo de reservas e diminuicdo do vigor das
sementes. Além disto, o pericarpo mais fino e delicado, para atender o consumo humano direto,
deixa a sementes mais suscetiveis as injurias mecanicas e entrada de patégenos prejudicando
ainda mais a qualidade das mesmas.

Devido a menor qualidade fisioldgica das sementes de milho super doce, torna-
se necessario a utilizacdo de algumas estratégias que favorecam a germinagdo e o vigor de
sementes, visando o estabelecimento do estande plantas no campo,como alternativa, temos os
reguladores de crescimento

O uso de reguladores de crescimento séo alternativas que visam melhorar o
desempenho germinativo, dentre eles se encontram a aplicacdo agricola do &cido giberélico que
atua na superacdo de dorméncia das sementes, na mobilizacdo das reservas do endosperma, no
processo de fechamento estomatico, sendo também associado ao crescimento do caule pelo
alongamento nos entren6s. O acido giberélico apresenta rapida degradacdo quando exposto ao
meio externo.

Aqui poderiam ser inseridas informacdes sobre nanotecnologia (conceito,
vantagens, etc.) antes de associar s nanotecnologia ao GA.

Estudos mostraram que a associagdo de &cido giberélico e nanocarreadores de
quitosana gerou um sistema de liberagéo sustentada, aumentando a solubilidade do agente ativo e
protegendo contra a degradacdo térmica e fotolitica em diferentes valores de pH. No entanto
ainda sdo necessarios mais estudos em outras culturas.

Devido a essas caracteristicas, outros fatores se tornam prejudiciais como 0s
fatores externos sendo esses 0s estresses abioticos e bidticos que podem acentuar as dificuldades
no estabelecimento do estande de plantas em campo e reduzir a produtividade; dentre esses
fatores, a temperatura do solo no momento da implantagdo da lavoura é um dos fatores

determinantes para o estabelecimento da cultura quando a disponibilidade da agua é ideal, pois



interfere na velocidade e uniformidade de emergéncia das plantulas.

O estresse térmico faz com que as plantas desenvolvam reagdes defensivas que
aumentam a expressdo de enzimas que levam a producdo excessiva de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs), causando estresse oxidativo e, consequentemente, danos na membrana celular
e proteinas, causando a morte celular.

Estudos recentes demonstram que a capacidade das plantas de superar essas
condigoes estressantes estdo ligadas a eventos de sinalizacdo, sendo o 6xido nitrico (NO) uma
peca-chave na modulacdo da expressdo génica e da atividade proteica, interagindo com EROs e
controlando as a¢Ges hormonais.

Dessa forma pesquisas tém demonstrados que a aplicacdo exdgena de NO
melhora a tolerancia a estresse abiotico, incluindo o estresse téermico, contudo os doadores de
NO sdo instaveis e possuem uma alta degradacdo, assim uma alternativa é a nanoencapsulacao
dos doadores de NO, que visa proteger a molécula da degradacdo e permitir uma liberacéo
controlada, estendendo assim seu periodo de acao.

Estudos envolvendo o uso de nanocarreadores vem se tornando frequente e se
mostrando eficiente, pois estes tém a capacidade de envolver o ingrediente ativo e diminuir sua
degradacdo, facilitando a aplicacdo e acarretando maior estabilidade fisico-quimica, estes sdo
capazes de envolver as moléculas quimicas formando uma cépsula ou esfera de protecdo ao
ingrediente ativo.

A nanoencapsulacdo do acido giberelico como do éxido nitrico pode agregar
propriedades aos agroquimicos, tornando-os adequados para 0 uso em campo que pode sofrer
com as variagdes externas, assim estas permitem acarretar maior estabilidade.

Neste contexto este trabalho tem como objetivos avaliar o efeito de doses e
formulacdes de acido giberélico (GA3) nanoencapsulado no processo germinativo de sementes
de milho doce (Artigo A) e, o efeito de doses de doadores de dxido nitrico nanoencapsulado no

processo germinativo de sementes do cereal submetidos a estresse térmico (Artigo B).



2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA E CARACTERISTICAS DO MILHO DOCE

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) é uma olericola pertencente a
familia das Poéaceas, tribo Maydeae, género Zea, sendo sua origem e domesticacdo na América
Central e do Sul, principalmente na regido onde se situa o México (KWIATKOWSKI,
CLEMENTE, 2007). Com caracteristicas botanicas e reprodutivas idénticas ao milho comum, o
milho doce possui cultivo anual sendo sua propagacdo feita via sementes com cultivo
diretamente no campo (ARAGAO, 2002; KUROZAWA, 2007).

A planta possui em média de 1,30 a 2,50 m de altura, um colmoereto, fibroso,
recoberto por uma parte da folha denominada bainha. As folhas possuem um tamanho que varia
de médio a grande, com coloracdo verde escura a verde clara, possuindo nervuras centrais e
flexiveis (KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007; PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016).

O que difere 0 milho doce do milho comum € a presenca de alelos modificados
que bloqueiam a conversdo de aglUcares em amido no endosperma, conferindo assim o carater
doce e fazendo com que a semente apds a maturidade fisiologica perca dgua lentamente e, ao
atingir em torno de 13%, apresente uma aspecto vitreo e enrugado (KWIATKOWSKI;
CLEMENTE, 2007; STOR; LOVATO, 1991).

As cultivares mais utilizadas em cultivos comerciais podem ser divididas em
dois grupos basicos: super doce e doce (SBRUSSI; ZUCARELI, 2014). O milho comum
desenvolvido e maduro tem em média 3% de agUcares e entre 60 a 70% de amido, enquanto o
doce apresenta entre 9% a 14% de acucares e 30 a 35% de amido e o super doce cerca de 15% e
25% de acucares e 15 a 25% de amido (SILVA, 1994; TEIXEIRA et al., 2014).

Os genes sugary-1, brittle (btl, bt2, bt3) ou shrunken-2 (sh2), que determinam
o fenotipo doce séo recessivos e se manifestam individualmente ou associados em combinagdes
duplas ou triplas, bloqueando a transformacdo de agucares em amidos (CARVALHO, 2018;
ARAUJO et al., 2006).

2.2 IMPORTANCIA DO MiLHO DOCE
O cultivo de milho doce ocorre em diversos paises, pois possui uma

diversificacdo de uso. Pode ser utilizado em conserva, congelado, na forma de espigas ou gréos,

desidratado, colhido antes da polinizagdo e usado como “baby corn” ou minimilho ¢, ainda, apés



a colheita, a palhada da cultura pode ser utilizada para ensilagem (PEDROTTI et al., 2003).

O milho doce, destinado ao consumo humano, destaca-se pela sua alta
palatabilidade, decorrente da maior propor¢do de agUcares em relacdo ao teor de amido nos
grdos. Entretanto, esse maior teor de acucar causa algumas limitacbes na producdo de pratos
tradicionais, como a pamonha e o curau, que requerem maior teor de amido. Além disso, devido
suas caracteristicas fisico-quimicas, hd uma dificuldade de manter a qualidade pds colheita
(PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016; SBRUSSI; ZUCARELI, 2014).

No Brasil o milho doce possui destaque na sua producdo sendo a exploracéo da
cultura realizada o ano todo, principalmente em areas préximas as indistrias. Contudo, o milho
doce possui uma maior popularidade em paises como os Estados Unidos e o Canada
(KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007; CONAB, 2016).

De acordo com a Organizacdo das Nagdes Unidas para Agricultura e
Alimentacdo, em 20018 foram produzidas 9,1 milhdes de toneldas de milho doce no mundo em
uma area de 1,04 milhdes de hectares.

Os Estados Unidos apresentavam uma area cultivada de 225 mil ha e, por ser
tratar de uma hortalica, este valor tem uma alta significancia para o setor (USDA, 2016).
Segundo dados de 2015, o Brasil possuia uma area de cultivo de 36 mil ha, sendo a maior
concentracdo no estado de Goids, apresentando 90% da &rea total cultivada no pais (LUZ et al.,
2015).

A exploracdo da cultura € uma alternativa rentavel em relagdo ao milho
comum, principalmente em regides localizadas proximas de indUstrias de processamento e por
agricultores familiares (ZARATE et al., 2009 FRANCO et al. 2015), porém a baixa
disponibilidade de gendtipos adaptados para as condi¢cdes do pais, faz com que se seu cultivo
seja limitado (BRITO et al., 2013). Além disto, os produtores normalmente seguem 0s mesmos
manejos prescritos para 0 milho comum, que nem sempre sdo 0s mais adequados para esse tipo
de cultivo (SOUZA et al., 2013).

2.3. SEMENTES DE MILHO SUPER DOCE X QUALIDADE

Dentre os parametros necessarios para a implantacdo de uma cultura, o uso de
sementes de alta qualidade € imprescindivel, sendo estas capazes de conduzir ao campo
caracteristicas genéticas determinantes para o desempenho da cultivar, ligadas diretamente a
obtencdo de altas produtividades (MARCOS FILHO, 2015).

A qualidade das sementes ¢é definida como o somatdrio dos atributos genéticos,



fisicos, fisioldgicos e sanitarios, que estdo relacionados com o elevado desempenho agronémico,
base fundamental para uma lavoura tecnicamente instalada (FRANCA NETO;
KRZYZANOWSKI; HENNING, 2010).

Segundo Marcos Filho (2015), dentre os atributos da qualidade, o potencial
fisiologico, representado pela germinagéo e vigor das sementes, é 0 que se destaca, em especial
em pesquisas, visto que o estabelecimento de estande adequado de plantas é a forma mais
utilizada para a avaliacdo da qualidade das sementes e do desempenho das préaticas de
semeadura.

Entretanto, devido a grande quantidade de agUcares em relacdo ao amido, na
maturacdo fisioldgica as sementes de milho doce apresentam em relacdo ao milho comum baixas
quantidades de matéria seca, que podem interferir na qualidade fisiol6gica (STORK; LOVATO,
1991). Sementes de milho doce possuem potencial fisioldgico inferior quando comparadas as
sementes de milho comum, o que pode afetar o estabelecimento de um estande ideal de plantas
no campo. Essa baixa qualidade pode estar relacionada, entre outros fatores, a menor quantidade
de amido presente no endosperma, a cristalizacdo do agucar no interior das células, aliados a
presenca de espacos vazios entre a camada da aleurona e o pericarpo (NASCIMENTO et
al.,1994).

Os genes responsaveis por modificar a composi¢do do milho doce sdo os genes
sugary-1, brittle (btl, bt2, bt3) ou shrunken-2 (sh2), que sozinhos ou em conjunto alteram a
composicdo do endosperma e causam a formacao de sementes leves e angulares. Os principais
genes responsaveis pela caracteristica doce sdo o sugary-1, brittle e shruke. O gene sugary-1 é
encontrado nas cultivares do grupo doce e apresenta como limitagdo o curto periodo de
permanéncia dos graos no ponto de colheita e, consequentemente, perda do sabor adocicado. Ja
cultivares do grupo super doce sdo portadoras do gene brittle2 ou do gene shruke2 na forma
homozigota recessiva, desta forma apresentam aumento do teor de sacarose no endosperma das
sementes imaturas. Outro fator presente nas sementes de milho doce é a espessura do pericarpo
reduzida que combinado com os altos teores de agUcar presentes no endosperma, fazem com que
as sementes se tornem mais suscetiveis aos danos mecanicos, a entrada de patogenos e a
deterioracdo, quando comparadas ao milho comum (WATER; BLANCHETTE, 1983).

Além das caracteristicas apresentadas, outros aspectos que devem ser
considerados sdo a alta sensibilidade a danos por embebicdo e a fragilidade durante o processo
de secagem (GUISCEM; NAKAGAWA; ZUCARELLI, 2001).

A porcentagem de germinacdo das sementes de milho do doce, quando

comparada as do milho comum, é menor devido a maior sensibilidade e suscetibilidade a



incidéncia de patégenos, a danos fisicos e aqueles decorrentes das suas alteragGes bioquimicas
(PEREIRA et al., 2008). Diante do exposto, em compara¢do ao milho comum, o milho doce é
considerado como problematico, a medida que para ser considerado “semente” e receber sua
certificacdo o limite tolerado de germinacéo é de 60% comparado com 85% do milho comum
(BRASIL, 2013). Essas alteracoes fazem com que se aumente, assim, a exigéncia quanto ao
controle dos fatores externos que afetam o processo de germinacao, emergéncia de plantulas e o

estabelecimento da cultura no campo.

2.4 ESTRESSE TERMICO

A germinacdo das sementes € um fator critico para o estabelecimento das
plantas sob condi¢des naturais. O processo de germinagdo esta associado as varios fatores
extrinseco, ou seja relacionado ao ambiente externo (&dgua, temperatura, luz e composicdo dos
gases atmosféricos) e a fatores intrinsecos, relacionados com as caracteristicas fisio-metabolicas
das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994; SANTOS et al., 2005).

O processo de entrada de dgua nas sementes € considerado um processo fisico,
que varia de acordo com a espécie, permeabilidade do tegumento, diponibilidade hidrica,
temperatura, pressdo hidrostatica, composi¢do quimica e condigoes fisiologicas da sementes
(HADAS, 1982), Dentre todos esses fatores a temperatura é um fator que interfere na
porcentagem de germinacdo, pois influencia a absor¢do de agua pela semente e as reacdes
bioguimicas que regulam todo o processo metabdlico (BEWLEY; BLACK, 1994).

A temperatura é importante para o processo de germinacdo tanto no aspecto de
germinacdo, como na velocidade de germinacdo, quando se tem disponibilidade de agua
suficiente a temperatura e a luz, acabam por ser fatores importantes para que se inicie 0 processo
de germinacdo, para algumas espécies a temperatura predominante no solo que determina a
guantia de sementes germinadas, como a velocidade em que esse processo ocorre (ANDRADE;
1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 1999).

Em reposta ao fator temperatura de germinacdo esse foi resumido em trés
temperaturas, sendo a subotima, Otima e supradtima. A temperatura 6tima é determinada pela
combinacdo de maior porcentagem de germinacdo em menor periodo de tempo (MARCOS
FILHO, 2015). Nas outras faixas de temperatura (subdtima e supradtima) a taxa de germinacao
apresenta resposta linear, chegando em um periodo onde ndo ocorre mais a germinagao
(GRUNDY; MEAD, 2000).
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Em condigdes onde a temperatura ndo é favoravel pode fazer com que corra
um atraso no estabelecimento o estande, além de acarretar alteracdes na velocidade do
desenvolvimento e crescimento da cultura, ou seja, temperaturas baixas fazem com que se
alongue o processo de desenvolvimento e temperaturas mais elevadas aceleram. (EMBRAPA,
2015; MARCOS FILHO, 2015)

Essa variacdo de temperatura faz com que ocorra uma série de reacdes
bioquimicas e metabdlicas que causam desequilibrio entre a producdo e degradacao de espécies
reativas de oxigénio, esses compostos possuem maior facilidade em reagir com outras
substdncias, acarretando oxidacdo de proteinas, lipideos, membranas e até mesmo o DNA
molecular, tais alteracoes causam efeitos negativos em processos metabolicos essenciais
podendo levar a morte celular (MITTLER, 2002).

Poderia elaborar um ultimo pardgrafo fazendo a ligagdo com os proximo
assuntos (GA e NO), os quais séo alternativas para favorecer a germinacdo de sementes em

condicdes de estresse abiotico.

2.5 HORMONIOS VEGETAIS E REGULADORES VEGETAIS

Os hormoénios vegetais ou fitohorménios sdo moléculas produzidas
naturalmente pelas plantas que influenciam os processos bioquimicos e fisiol6gicos nos vegetais.
Atualmente, sdo reconhecidos nove principais grupos de hormdnios vegetais: auxinas,
giberelinas, citocininas, &cido abscisico, etileno, brassinoesterdides, jasmonatos, salicilatos,
poliaminas e, mais recentemente, as estrigolactonas (RODRIGUES; FIOREZE, 2015).

Os hormdnios atuam como sinalizadores na planta criando uma comunicacao
entre as raizes e a parte aérea e auxiliam no funcionamento do organismo vegetal, pois estdo
relacionados com 0s processos que vao desde a germinacgdo até a formacédo de todas as estruturas
da planta (SHABALA et al., 2016). Eles também auxiliam em processos fisiol6gicos em resposta
a estresses abidticos e bidticos (DURBAK; YAO; MCSTEEN, 2012).

Devido a essas a¢des nas plantas, conferindo-lhes defesa a fatores abidticos e
bidticos, os horménios vegetais comecaram a ser produzidos para aplicacdo agricola visando
maior qualidade e producdo, sendo denominados entdo de reguladores vegetais (PEREIRA,
2017).

Os reguladores de crescimento vegetal sdo utilizados na agricultura para obter
vantagens especificas como diminuicdo da suscetibilidade ao estresse biodtico e abidtico,

estrutura morfoldgica aprimorada, facilitacdo da colheita, aumentos quantitativos e qualitativos
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no rendimento e modificacdo dos constituintes das plantas (RADEMACHE, 2015).

Relatos na literatura, mostram que 0s incrementos nos niveis enddgenos de
auxinas e giberelinas (COLEBROOK et al., 2014) em plantas cultivadas com deficiéncia hidrica,
mitigaram os efeitos causados no crescimento vegetal. Estes reguladores vegetais atuam em nivel
celular resultando em desenvolvimento radicular, na manutencdo das trocas gasosas e na

atividade antioxidante, em condic¢des de déficit hidrico.

2.5.1 Acido Giberélico

As giberelinas foram descobertas nos anos de 1950, pelos japoneses, devido
uma doenca que atingiu a cultura do arroz, denominada de bakanae, que causava a perda de
sementes e 0 alongamento de plantas. Estudos mostraram que esta doenca estava relacionada
com o fungo Giberella fujikuroi (HEDDEN; SPONSEL, 2015).

Apds sua descoberta, a giberelina passou a ser produzida industrialmente por
meio de processos fermentativos, possuindo importancia para a agricultura devido seus efeitos
no vegetal (HAMAYUN et al., 2010; GOKDERE; ATES, 2014).

O uso das giberelinas € comum na superacdo de dorméncia de sementes; no
processo de germinagdo funciona como um sinalizador para a producgdo de alfa amilase pelas
células, que sdo liberadas no endosperma das sementes. Os produtos da hidrélise enzimatica do
amido sdo usados como fonte de energia pelo embrido (MEDEIROS et al., 2015).

A giberelina possui efeitos morfoldgicos e bioquimicos como aumento do peso
dos 6rgdos vegetais e frutos, aumento do crescimento vegetativo incluindo area foliar, massa
fresca, massa seca, contetdo de clorofila -nivel de clorofila a e b e aumento do numero de
sementes férteis (ZANG et al., 2016).

Carmo et al. (2021) notaram que existe efeito positivo do uso de
bioestimulantes quando em condigdes adversas, como déficit hidrico e altas temperaturas.

Quando avaliados lotes de sementes de milho doce de menor vigor, submetidos
a pré-imersdo com 0,4 g L " de &cido giberélico, verificou-se melhor desempenho das sementes
em todas as avaliaces fisiologicas (MARINHO et al., 2021).

Em alguns casos, o tratamento com GAgz altera a deposi¢cdo de lignina, que
desempenha um papel importante na regulacdo do contetido de agua através de alteracdes na
elasticidade da parede celular. Contudo o GA3 possui uma instabilidade quimica por fatores
como fotdlise, hidrélise e mudancas de temperatura quando aplicado em campo o que reduz sua

atividade biologica, sendo uma das atuais solugbes para estes problemas o uso de sistemas de
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liberagédo controlada (LIU et al., 2013).

2.6 Ox1D0 NITRICO

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso apresentando propriedades
hidrofobicas que se difunde rapidamente atraves das membranas, devido ao seu baixo peso
molecular e qualidades lipofilicas (DELLEDONNE, 2005). O NO atua como uma importante
molécula sinalizadora, que participa de uma variedade de processos fisioldgicos nas plantas, que
inclui germinacdo, superacdo de dorméncia nas sementes, florescimento, fechamento estomético
e respostas de defesa (BESSON-BARD et al., 2008).

Os efeitos protetores do NO, sob plantas submetidas a estresse abidtico séo
induzidos por baixas concentracdes dessa molécula variando de nano a micro molar, quando
estas quantidades sdo elevadas pode se ocasionar toxicidade levando a morte celular
(SANTISEREE et al., 2013).

2.7 NANOTECNOLOGIA E SEUS EFEITOS EM VEGETAIS

A nanoencapsulacdo de ingredientes ativos possui aplicagc@es amplas e notaveis
em diversas areas, como na producdo de farmacos, cosméticos, ciéncia alimentar e no setor
agricola (SHARON et al., 2010). As nanoparticulas envolvem as moléculas quimicas formando
uma capsula ou esfera de protecdo ao ingrediente ativo, aumentando sua estabilidade, reduzindo
sua degradacdo e fazendo com que sua liberacdo possa ocorrer de forma gradativa
(EZHILARASI et al., 2012 SHAIK; KORSAPATI; PANATI, 2012). Sendo assim, a
nanoencapsulacdo prolonga o tempo de acdo de um ativo quimico resultando no aumento da sua
atividade quimica e bioldgica (TING et al., 2014).

A nanoencapsulacdo pode agregar propriedades aos agroquimicos, tornando-os
adequados para 0 uso em campo, acarretando uma maior estabilidade fisico-quimica, tempo de
acao, distribuicdo foliar, aumento da atividade bioldgica, reducdo da concentracdo de uso,
toxicidade e contaminacdo ambiental (KHOT et al., 2012; NAIR et al., 2010). O efeito esperado
com 0 uso deve ser a reducdo na quantidade de substancias quimicas ativas incorporandas nas
plantas e nos solos, atenuando o impacto negativo no ambiente (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).

Por meio de suas caracteristicas como morfologia, tamanho, a carga de
superficie e a concentracdo do material, determina a interacdo destes com o vegetal, podendo
resultar em diferentes respostas bioldgicas (ABRAHAM et al., 2013; ZHU et al., 2012).
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Um outro fator importante é que o material que compde as particulas produza
metabdlicos ndo-toxicos e seja degradado facilmente, dai a preocupacdo para formulacbes
obtidas a partir de polimeros biodegradaveis naturais, como quitosana (QS) e alginato (ALG).
Liu et al. (2013) mostraram que a associacdo de acido giberélico a nanocarreadores de quitosana
gerou um sistema de liberacdo sustentada, aumentando a solubilidade do agente ativo e
protegendo contra a degradacdo térmica e fotolitica em diferentes valores de pH.

A quitosana € um amino polissacarideo derivado da desacetilacdo da quitina, a
qual se constitui na maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustaceos e da parede celular dos
fungos. Por ser um produto natural, de baixo custo, renovavel, abundante e atdxico, tem sido
proposto como material potencialmente atraente para usos diversos, inclusive na agricultura
(AZEVEDO et al., 2007). Pesquisas tem sido realizadas no sentido de determinar sua habilidade
no aumento da tolerancia de plantas a estresses.

J& os alginatos sdo polimeros polianidnicos extraidos de algas marrons, que ao
entrarem em contato com alguns cations divalentes (por exemplo, Ca*?) e polimeros catiénicos
(quitosana) causam uma gelificacdo ionotrépica, formando juncdes intercadeias gerando
nanoparticulas, que permite a incorporacdo de algumas moléculas bioativas (como farmacos,
herbicidas, fungicidas) em sua matriz polimérica através de interagdes eletrostaticas.

Estudos demonstraram que o uso de sistemas nanoparticulados para acido
giberelico poderia garantir maior atividade bioldgica e eficiéncia no campo, resultando em maior
qualidade, aumento da producédo e maior valor econémico dos produtos agricolas (PEREIRA,
2017).

Entretanto sdo poucos os estudos com base no uso de nanoparticulas de acido
giberélico, fazendo se necessarios pesquisas para difundir essa nova tecnologia (JIMENES-
ARIAS et al., 2020).
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3. ARTIGO A. DESEMPENHO GERMINATIVODE SEMENTES DE MILHO SUPER DOCE EM

RESPOSTA AO ACIDO GIBERELICO NANOENCAPSULADO.
3.1.RESUMO

O milho super doce possui sementes com baixo potencial fisioldgico, devido a diversos fatores,
sobretudo as concentra¢Ges maiores de acucar. A utilizacdo de reguladores de crescimento como
as giberelinas é uma alternativa para uniformizar e incrementar o desempenho germinativo e
minimizar os efeitos de estressea abioticos. Além disso, para aumentar a eficicia dessas
moléculas, é possivel associar as nanoparticulas, pois estas atuam protegendo contra efeitos
externos. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos nanocarreadores de &cido
giberélico (GA3) no desempenho germinativo das sementes de milho super doce. O delineamento
utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x4 + 1, com quatro repeticdes.
Foram avaliados cinco suspensdes de nanoparticulas aplicadas nas sementes, sendo essas: nano
alginato/quitosana (ALG/CS) sem e com GAgz, nano quitosana/tripolifosfato (CS/TPP) sem e
com GA; e acido giberélico livre, com quatro diluigdes 0,05 mg/ml (formulacdo estoque), 0,005
mg/ml (1:10), 0,0005 mg/ml (1:100) e 0,00005 mg/ml (1:1000) e testemunha adicional. Os
tratamentos foram aplicados via embebicdo das sementes, que posteriormente foram analisadas
pelas seguintes variaveis: primeira contagem, germinacao, plantulas anormais e sementes mortas,
comprimento e massa seca de parte aérea e de raiz de plantulas. Com base nas variaveis
analisadas o uso de nanocarreadores de ALG/CS/GA3, nas maiores concentracgoes, favorecem o
desempenho germinativo de sementes de milho super doce, quando comparadas ao GAs livre.

Palavra chave: Alginato; Germinagdo; Milho doce; Nanotecnologia; Quitosana; Zea mays
saccharata Sturt

3.2 INTRODUGAO

Sementes de milho super doce possuem baixo potencial fisiologico, devido a
varios fatores como 0s espacos internos existentes entre a camada de aleurona e o pericarpo das
sementes, assim a reduzida massa seca e a menor quantidade de amido, fazem com que esses
tenham um aspecto enrugado, tornando-as mais sensiveis a estresses biéticos e abidticos. Essas
caracteristicas estdo vinculadas a composicdo das sementes do milho doce, pois este possui
elevado teor de agucar e baixo teor de amido (NASCIMENTO et al., 1994; ZUCARELI et al.,
2014). Segundo Mondo et al. (2012), o uso de sementes de baixo potencial fisioldgico afeta
negativamente o estabelecimento e a uniformidade do estande de plantas no campo, acarretando
em baixa produtividade.

Como intuito de minimizar esses efeitos, estratégias tém sido empregadas para
melhorar o desempenho fisiologico das sementes e, consequentemente, aumentar a tolerancia ao

estresse abidtico em plantas (HUSSAIN et al., 2016). Uma das estratégias que vem sendo muito
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difundida é a aplicacdo exogena de reguladores de crescimento no tratamento pré-semeadura,
que tem demostrado ser uma abordagem para alcancar uma emergéncia rapida e uniforme de
forma eficaz e pratica (MARTA et al., 2016).

Dentre os reguladores de crescimento, a giberelina possui papel importante
para 0 processo de germinagdo, pois promove o alongamento e a divisdo celular, tem efeito na
superacdo de dorméncia e na mobilizacdo das reservas do endosperma. O &cido giberélico
estimula a alfa-amilase e outras enzimas hidroliticas, promovendo hidrdlise de reservas
armazenadas na semente. Além da alfa-amilase, existem outras enzimas hidroliticas (protease,
N-redutases), as quais sdo produzidas em resposta ao GAsz (TAIZ; ZEIGER, 2010).

A nanotecnologia pode ser uma aliada para potencializar os efeitos da
aplicacdo de reguladores vegetais, sobretudo as nanocapsulas, devido a sua ampla aplicabilidade,
estabilidade fisico-quimica de agroquimicos e liberacdo modificada para ingredientes ativos,
disponibilizando de forma gradativa no momento e alvo adequados e reduzindo, desta forma, a
acdo de agentes externos, perdas por degradacdo, lixiviacdo e volatilizacdo, devido a essas
preocupacdes se da o uso da quitosana (CS) e alginato (ALG) como polimeros (FRACETO et al.,
2016).

Segundo Aragdo et al. (2003), a pré-embebicdo de sementes de milho
armazenadas com solugdo de 50 mg L* de acido giberélico, levou a sua maior atividade
metabdlica e, assim, maior germinacdo e vigor. Marinho et al. (2021) avaliaram que a pre-
embebicdo com &cido giberélico a 0,4 g L™, no lote de menor vigor, favoreceu o desempenho
fisioldgico das sementes.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de
nanocarreadores de acido giberélico (GAs) no desempenho germinativo das sementes de milho

super doce.

3.3 MATERIAL E METODOS

Os experimentos foram conduzidos no Laboratorio de Fitotecnia da
Universidade Estadual de Londrina — UEL, Londrina, Parand, Brasil. Foi utilizado um lote de
sementes hibridas do milho super doce SV9298SN da Seminis®.

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em
esquema fatorial 5 x 4 + 1, com quatro repeticdes. Foram testadas cinco formulages sendo
quatro suspensdes de nanoparticulas aplicadas nas sementes, sendo essas: nano ALG/CS sem e

com GAs, nano CS/TPP sem e com GAg e acido gibereélico livre, em quatro concentragdes: 0,05
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mg/ml (formulagdo estoque), 0,005 mg/ml (1:10), 0,0005 mg/ml (1:100) e 0,00005 mg/ml

(1:1000) e testemunha adicional tratada com agua destilada.

3.3.1 Preparo de Nanoparticulas

3.3.1.1.Nanoparticulas ALG/CS

As nanoparticulas de ALG/CS foram preparadas por meio do método de pré-
gelificacdo ionotropica (SARMENTO et al., 2006). Primeiramente, com o auxilio de bomba
peristaltica, foi adicionado pelo periodo de 60 minutos, 3,75 ml de uma solucéo de CaClz a 59 mli
de uma solucdo de ALG (0,063%, pH de 4,9), que se manteve sobre forte agitacdo magnética.
Durante esta etapa do processo ocorre a reticulacdo do CaCl, sobre o ALG através de interacfes
ibnicas formando uma estrutura denominada “eggbox”. Apds este processo foi adicionado o
hormodnio vegetal GAs de forma que a concentracdo final fosse de 50 pg/ml. Manteve-se esta
solucdo sobre forte agitagdo e com auxilio da bomba peristaltica foi adicionado 12,5 ml de
solucdo de quitosana (0,07%, pH 4,6) preparada em solucdo aquosa contendo 5,7% de acido
acetico pelo periodo de 90 minutos formando um complexo polieletrolitico entre os polimeros. O

mesmo procedimento foi realizado sem a presenca do hormonio.

3.3.1.2.Nanoparticulas CS/TPP

Uma solucdo aquosa de 10 ml de CS (0,2%, pH 4,5) contendo 0,6% de acido
acetico foi mantida sob agitacdo vigorosa. GAz foi adicionado, com agitacdo até a dissolucédo
completa, seguido de adigcdo lenta de 6 ml de solucdo de TPP (0,1%, pH 4,5 a 4°C), usando
pipeta. A formulacéo final foi uma disperséo coloidal que foi mantida sob agitacdo por mais 20

minutos

3.4 CARACTERIZAGAO DA QUALIDADE FISIOLOGICA INICIAL DAS SEMENTES

Primeiramente o lote foi homogeinizado e submetido as seguintes analises

preliminares para determinacdo da qualidade fisiologica inicial das sementes:
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Determinacdo do grau de umidade: o teor de &gua inicial das sementes foi
determinado pelo método da estufa a 105°C + 3°C, durante 24 horas, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

Teste de germinacdo: conduzido com quatro repeticbes de 50 sementes,
colocadas para germinar em rolo de papel germitest, umedecidos com quantidade de agua
equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco, e levados a germinador tipo BOD a temperatura
constante de 25 °C. Foram realizadas avaliacbes do nimero de plantulas normais, anormais e
sementes ndo germinadas, aos sete dias apds a semeadura, segundo os critérios estabelecidos
pelas Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009) e os resultados expressos em
porcentagem.

Primeira contagem: foi realizado em conjunto com o teste de germinacéo,
utilizando a mesma metodologia, computando a porcentagem de plantulas normais obtidas no
quarto dia ap6s a semeadura.

Emergéncia de plantulas em areia: realizado com quatro repeticbes de 50
sementes, semeadas em caixas de areia a 5 cm de profundidade. Apos 14 dias da semeadura foi
contabilizado o nimero de plantulas emersas, sendo o resultado expresso em porcentagem.

indice de velocidade de emergéncia em areia: conduzido em conjunto com o
teste de emergéncia de plantulas em areia, com avalia¢fes diarias do nimero de pladntulas
emersas a partir do inicio da emergéncia do coledptilo até 0 momento da ultima contagem, aos
14 dias ap6s a semeadura. Ao final do teste, o IVE foi calculado empregando-se a formula de
Maguire (1962).

Envelhecimento acelerado: foi conduzido de acordo com a metodologia
proposta pela AOSA (2009), utilizando caixas plasticas (11 cm x 11 cm x 3,5 cm) com
compartimento individual onde as sementes de cada subamostra foram colocadas, sem
sobreposicdo, evitando contato com as sementes, no fundo sdo colocadas 40 ml de agua
destilada, posteriormente estas foram tampadas e mantidas em estufa incubadora, a 42 °C,
durante 72 horas (DIAS; BARRQOS, 1995). Apos este periodo as sementes foram submetidas ao
teste de germinacdo e determinacdo do teor de agua, conforme metodologias ja descritas
anteriormente.

Comprimento de pléantula: utilizou-se a metodologia proposta por Nakagawa
(1999), que consiste em distribuir quatro repeticbes de 10 sementes, com a extremidade da
radicula voltada para baixo, dispostas no terco superior do papel de germinagdo previamente
umedecido na propor¢cdo de 2,5 vezes a massa do papel seco. Posteriormente estes foram

colocados em germinador tipo BOD para germinacdo no escuro, durante sete dias. Apos este
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periodo, com o auxilio de régua milimetrada, foram medidas a parte aéra e a raiz primaria das
plantulas normais, sendo os resultados expressos em cm por plantula.

Massa seca de plantula: realizado em conjunto com o teste de comprimento, as
plantulas foram separadas em duas por¢oes, parte aérea e sistema radicular, sendo estas levadas a
estufa de circulacéo e secadas a 65°C por 72 horas, posteriormente a este periodo foi realizado a

pesagem em balanca analitica, sendo os resultados expressos em miligrama por plantula

3.5 TRATAMENTO DAS SEMENTES COM GA3

Ap0s a caracterizacdo inicial, as sementes foram separadas em porcdes de 40
gramas para o teste de germinacdo e 20 gramas para o teste de comprimento, estas foram
colocadas em potes de PVC com tampa e tratadas via embebicdo de sementes com 5 ml, na
solucéo estoque e diluigdes de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v), equivalentes a concentragdes de 0,05,
0,005, 0,0005 e 0,00005 mg/ml respectivamente por um periodo de seis horas, sendo este agitado
a cada 30 minutos. Apds este periodo foi realizada a avaliacdo do desempenho germinativo por
meio dos testes de primeira contagem de germinacdo e germinacdo, avaliando plantulas normais,
anormais e sementes mortas, comprimento de parte aérea e raiz e massa seca da parte aérea e

raiz das plantulas, utilizando as metodologias ja descritas anteriormente.

3.6 ANALISE ESTATISTICA

As pressuposicdes de normalidade dos erros, homogeneidade das variancias e
independencia dos erros foram testados por Shapiro-Wilk, Levene e Durbin-Watson,
respectivamente. Os dados foram submetidos a analise de variancia (p < 0,05) e se significativo,
as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p< 0,05). Todas as analises foram realizadas

com o auxilio do software R (R Core Team, 2021).

3.4 RESULTADOS
O lote de sementes utilizado apresentou germinagdo superior ao minimo

estabelecido para a comercializagédo (Tabela 1).
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Tabela 1 — Caracterizacdo de grau de umidade e do potencial fisioldgico inicial (germinacéo e
vigor ) do lote de sementes de milho super doce utilizado no experimento

Variaveis Valores Observados
Grau de umidade 8,7%
Germinacao 76%
Primeira contagem 32%
Plantulas anormais 19%
Sementes mortas 5%
Envelhecimento acelerado 40%
Comprimento da parte aérea 6,5 cm/plantula
Comprimento da raiz 9,4 cm/planta
Massa seca da parte aérea 12 mg/planta
Massa seca da raiz 9,2 mg/planta
Emergéncia de plantulas em areia 82%
indice de velocidade de emergéncia 52

No teste de primeira contagem de germinacdo (Figura 1), os tratamentos
CS/TPP e CS/TPP/GAs apresentaram o0s melhores resultados na diluicdo de 100. Para a
ALG/CS, na diluicdo de 1000, houve incremento na germinacdo quando comparado ao controle.
A diluicdo de 1000 do ALG/CS foi superior as demais doses dele e também em relagéo a todos
0s demais tratamentos nesta mesma diluigao.

Na diluicdo de 1:100, todos, exceto o ALG/CS, aumentaram a germinagdo em
relagdo ao controle e a0 GAs. Ja na diluicdo de 10, somente 0 ALG/CS/GAs aumentou em
relacdo ao controle e GAs. Na concentracdo estoque, CS/TPP, ALG/CS e ALG/CS/ GAs foram
superiores aos demais. No teste de germinacao, ndo houve efeito significativo das formulages e

concentragoes.
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p-value <1e04 ;CV = 2128 "%

Figura 1 - Valores médios da primeira contagem da germinacéo (%) de sementes de milho super doce tratadas com

nano CS/TPP/GA3, nano CS/TPP, nano ALG/CS/ GAs, nano ALG/CS, GAs3, em concentragdes de 0,05 mg /ml
(formulagdo estoque) dilui¢des de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias
seguidas de mesma letra minusculo entre tratamentos de uma mesma diluicdo e mailsculo entre diluicbes de um
mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Para plantulas anormais ndo houve efeito significativo (p>0,05) dos fatores
isolados e da interacdo, bem como em relagdo ao controle. O mesmo comportamento foi
observado para a variavel sementes mortas.

Para a variavel comprimento da parte aérea (Figura 2) nota se que ndo houve
diferenca entre as diluicbes para o tratamento com ALG/CS/GAs Para o ALG/CS obteve-se
melhor resposta na dilui¢cdo de 1000,. J&A no GA3 isolado, nas dilui¢fes de 10 e 100 observou-se
as menores respostas. No tratamento com CS/TPP/GA3, na diluicdo de 1000 ocorreu um
decrécimo nos valores, sem diferir entre as demais diluicbes. Ja para o CS/TPP, o menor
resultado se deu na diluicdo de 10, com as demais concentracfes superando o controle.

Dose

1
10
100

] 1000

-- Controle

Comprimento de parte aérea (cm)

CSTPP CSTPPGA3 GA3 ALGCS ALGCSGA

pvalue <1e-04.CV= 817 %
Figura 2 - Valores médios do comprimento de parte aérea (cm) de sementes de milho super doce tratadas com nano
CS/TPP/GAs , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GAs, nano ALG/CS, GAs; em concentra¢bes de 0,05 mg /ml
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(formulagdo estoque) dilui¢des de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias
seguidas de mesma letra minUsculo entre tratamentos de uma mesma dilui¢cdo e maiusculo entre diluigdes de um
mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

Ao analisar a variavel comprimento de raiz, nota-se que para o tratamento com
CS/TPP néo houve diferenga entre as diluicGes analisadas. Contudo, para o0 CS/TPP/GAs3, a
diluicdo de 1:1000 apresentou respostas inferiores, assim como as dilui¢fes de 1:10 e 1:100, do
tratamento com GAs. O tratamento ALG/CS, na diluicdo de 1:100, apresentou comprimento de
raiz inferior em relacdo as demais diluices do mesmo tratamento. O ALG/CS/GA; foi inferior
aos demais na diluicdo de 10. Dentro das diluicdes, a de 100, dos tratamentos CS/TPP/GA3 e
ALG/CS/GA3 apresentou aumento em relacdo ao GAs. Para as diluicdes de 10, o ALG/CS,
CS/TPP e CS/TPP/ GAz foram superiores ao GAs. ( Figura 3)
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Comprimento de raiz {cm)

-- Controle

&

CSTPP CSTPPGA3 GA3 ALGCS ALGCSGA
Figura 3 - Valores médios do comprimento de raiz (cm) de sementes de milho super doce tratadas com nano
CS/TPP/GAs; , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GAs;, nano ALG/CS, GAs, em concentragdes de 0,05 mg / ml
(formulagdo estoque) diluigdes de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias
seguidas de mesma letra minudsculo entre tratamentos de uma mesma diluigdo e mailsculo entre dilui¢des de um
mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

A massa seca da parte aérea (Figura 4), nos tratamentos utilizando CS/TPP,
CS/TPP/GAs, ALG/CS/GA3z e ALG/CS nas diluigdes de 1000, 100 e 10, foi inferior quando
comparada com os resultados do controle e aos demais tratamentos, com excegdo do uso apenas
do GAs. Para o tratamento com ALG/CS/GAs, ao avaliar as diluicdes a de 1 e 10 vezes
obtiveram melhores respostas quando comparadas ao controle. Contudo para 0 ALG/CS na
diluicdo de 100 vezes, ALG/ CS/GAs3, CS/TPP e CS/TPP/GAs nas dilui¢des estoque e de 10 foi

possivel ter o melhor resultado.
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Figura 4 - Resultados médios da massa seca da parte aérea (mg) de plantulas oriundas de sementes de milho super
doce tratadas com nano CS/TPP/GA3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GAs, nano ALG/CS, GAs, em concentragdes de
0,05 mg / ml (formulac&o estoque) dilui¢bes de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000).
Meédias seguidas de mesma letra mindsculo entre tratamentos de uma mesma dilui¢do e maidsculo entre diluicbes de
um mesmo tratamento ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

O tratamento CS/TPP apresentou melhor resultado de massa seca da raiz nas
diluicdes de 1, 10 e 100, assim como o CS/TPP/GAz na diluicdo de 100, com valores acima do
controle. Os demais tratamentos das sementes em todas as diluigdes avaliadas demonstraram

resultados abaixo do controle.
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Figura 5 - Valores médios da massa seca da raiz (mg) de plantulas oriundas de sementes de milho super doce
tratadas com nano CS/TPP/GA;3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GAs, nano ALG/CS, GAs em concentracdes de 0,05
mg / ml (formulacdo estoque) diluicdes de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000).
Meédias seguidas de mesma letra mindsculo entre tratamentos de uma mesma diluigdo e maitsculo entre diluicBes de
um mesmo tratamento néo diferem pelo teste de Tukey a 5% de significéncia.

3.5 DISCUSSAO
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Os pré-tratamentos de sementes sdo utilizados para melhorar a sincronia da
germinacdo e aumentar o vigor das sementes devido a ativacdo de processos metabolicos
(PAPARELLA et al., 2015).

A estimativa de produtividade em larga escala indicou que as nanoparticulas de
quitosana contendo GAs apresentam excelente potencial para aplicagfes na agricultura. Os
polimeros usados para fabricar as nanoparticulas sdo de baixo custo e sdo produzidos
essencialmente com agua. Além disso, a metodologia de tratamento de sementes permite que as
sementes estejam prontas para a semeadura no campo, evitando a aplicacdo das nanoparticulas
no solo e a possivel contaminacdo do meio ambiente (PAPARELLA et al., 2015).

Os polimeros sintéticos e naturais também podem alterar o metabolismo das
sementes, melhorando os mecanismos de defesa contra patdgenos e aumentando o vigor das
plantulas (ZENG et al., 2012).

Os dois sistemas nanocarreadores baseados em CS apresentaram caracteristicas
fisico-quimicas diferentes, que consequentemente influenciaram a liberacdo de GA3 durante o
condicionamento das sementes. Ensaios in vitro mostraram que a liberacdo do sistema ALG/CS-
GA; foi inicialmente mais lenta, enquanto quase 100% do agente ativo presente no sistema foi
liberado em 24 horas. O sistema CS/TPP/GAs apresentou liberacdo inicial mais rapida, mas 54%
do hormonio ficou retido dentro das particulas ap6s 24 horas. Uma consideracdo importante é
que as condicbes de pH e temperatura podem alterar 0 mecanismo e a duracdo da liberacdo de
GAs3, portanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar a natureza da liberagdo de GAz em
plantas, bem como para determinar como os sistemas nanocarreadores se comportam dentro das
plantas (PEREIRA et al., 2017).

3.5 CONCLUSAO

O uso de nanocarreadores de ALG/CS/GA3, nas concentragdes maiores,

obtiveram melhores resultados, quando comparados com o GA3 livre.
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4. ARTIGO B. NANOPARTICULAS LIBERADORES DE OXIDO NITRICO NO DEEMPENHO

GERMINATIVO DE SEMENTES DE MILHO SUPER DOCE EM DIFERENTES TEMPERATURAS
4.1 RESUMO

O milho doce possui um baixo potencial fisiolégico que dificulta sua germinagdo e o
estabelecimento do estande, principalmente em condigdes de ambiente ndo favoraveis. Uma
alternativa é o uso exdgeno de protetores como o 6xido nitrico (NO), porém sua alta degradacao
dificulta a aplicacdo pratica. As nanocépsulas podem viabilizar essa aplicacdo, reduzindo a
degradacéo e aumentando a eficiéncia. Diante disso, o trabalho teve por objetivo avaliar o efeito
de doses de oxido nitrico nanoencapsulado no desempenho germinativo de sementes de milho
super doce em diferentes temperaturas. Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado
em esquema fatorial 3x5, com quatro repeticdes. Foram testadas trés suspensdes, sendo essas:
nano de quitosana mais doador de oxido nitrico (NP NO), apenas quitosana vazio (NP vazia) e
apenas 0 doador de NO (NO LIVRE), nas doses 0, 2, 4, 6 e 8 mmol. Os tratamentos foram
submetidos a germinacdo nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C. As variaveis analisadas
foram: primeira contagem, germinacdo, plantulas normais e sementes mortas, comprimento e
massa seca de parte aérea e e de raiz de plantula. Nas trés temperaturas, 0 aumento das doses de
NO reduz o desempenho fisioldgico das sementes de milho doce.

Palavra-chave: Estresse abidtico; Nanotecnologia; Quitosana; Zea mays saccharata Sturt.

4.2 INTRODUCAO

A producéo e comercializacdo do milho super doce é realizada o ano todo,
principalmente em areas proximas as industrias. Isto faz com que a cultura comumente sofra com
condicgdes climaticas adversas, como variacGes de temperatura, que interferem na germinacao,
crescimento e desenvolvimento da cultura, afetando sua producdo (KWIATKOWSKI,;
CLEMENTE, 2007). Além disso, as sementes de milho doce apresentam menor potencial
fisiologico, quando comparadas as de milho comum, devido a menor quantidade de amido no
endosperma, a cristalizacdo do acUcar no interior das células e a presenca de espagos vazios entre
a camada da aleurona e o pericarpo (NASCIMENTO et al., 1994).

O milho para germinar necessita de umidade adequada e de temperatura do
solo superior a 10 °C, com emergéncia de plantulas de 4 a 7 dias ap6s a semeadura, sendo a
temperatura considerada 6tima de 25°C. Entretanto, 0 uso de sementes de pior qualidade, aliado
a ocorréncia de condi¢cdes ambientais adversas por ocasido da semeadura, pode resultar em baixa
percentagem de germinacdo e menor velocidade de emergéncia das plantulas (FANCELLLI;
DOURADO NETO, 2000).

Para cada espécie existe uma faixa de temperatura, na qual ocorrem

germinacdo e emergéncia, quando o suprimento de umidade for adequado e outros estresses
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forem minimos. Na maioria das espécies a temperatura 6tima de germinacdo, na qual a maior
germinacao é alcancada em menor tempo, encontra-se entre 15 e 30°C, a maxima varia entre 35
e 40°C, podendo a minima chegar ao ponto de congelamento (MAYER; POLJAKOFF-
MAYBER, 1989).

Com o intuito de minimizar os efeitos de estresses abidticos, como o estresse
térmico, e melhorar o desempenho germinativo das sementes sem prejudicar a producdo, o uso
de doadores de oxido nitrico vem sendo aplicado de forma exdgena. Este atua como uma
molécula sinalizadora, agindo na superacdo de condi¢cdes ambientais estressantes, sendo uma
peca-chave na modulagdo da expressdo génica, interagindo com as espécies reativas de oxigénio
e controlando as acdes hormonais (SIMONTACCHI et al., 2015; FRACH, 2013).

Contudo os doadores de NO sdo instaveis, e as taxas de decomposicdo
aumentam conforme a exposicdo a luz e altas temperaturas. Diante disso, o desenvolvimento de
nanocapsulas de doadores de NO apresentaram uma taxa de reducdo significativa (SEABRA,
2001).

As nanoparticulas sdo capazes de melhorar a estabilidade fisico-quimica dos
produtos, além de fornecer uma liberacdo lenta e gradativa e minimizar perdas por degradacao,
lixiviacdo e volatilizagio (PEREZ-DE-LUQUE, 2017).

Diante do exposto o presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito de doadores
de oxido nitrico nanoencapsulado no desempenho germinativo de sementes de milho super doce

em diferentes temperaturas.

4.3 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Fitotecnia na Universidade
Estadual de Londrina, sendo utilizado um lote de sementes do milho hibrido super doce
SV9298SN da Seminis.

O delineamento foi inteiramente causualizado com esquema fatorial 3 x 5 com
quatro repeticdes. Foram testadas trés suspensdes, sendo essas: doador NO LIVRE, NP NO, NP
vazia, sobre as doses 0, 2, 4, 6 e 8 mmol. Os tratamentos foram submetidos ao teste de

germinacdo nas temperaturas de 20°C (subétima), 25°C (6tima) e 30°C (supradétima).

4.3.1 Sintese das Nanoparticulas Liberadoras de NO
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As solucBes com as nanoparticulas de quitosana/tripolifosfato de sodio,
contendo acido mercaptosuccinico (disponibilizador de NO nanoencapsulado), bem como as
solugdes contendo somente acido mercaptosuccinico (MSA) (disponibilizador livre de NO),
foram fornecidas pelo Centro de Ciéncias Naturais e Humanas (CCNH) pertencente a
Universidade Federal do ABC, Sao Paulo.

As nanoparticulas foram preparadas por gelificacdo ionotropica (ELGADIR et
al., 2015; TRIPATHY et al., 2012). Resumidamente, quitosana (CS) (2.6 mg.mlY) e &cido
mercaptosuccinico (MSA) (2.7 mM) foram misturados através de agitacdo magnética numa
solucdo aquosa de acido acético (0,175 M) durante 90 minutos. A solucdo aquosa de
tripolifosfato de sddio (TPP) foi adicionada gota a gota na suspensdo CS/MSA, obedecendo a
proporcao volumétrica de 3 CS/IMSA: 1 TPP. A mistura final foi agitada durante mais 45
minutos a temperatura ambiente, produzindo uma suspensdo de nanoparticulas (NPs) contendo
MSA na concentracdo final de MSA 1000 mM.

4.3.1.1 Nitrosacédo do acido mercaptosuccinico formando &cido S-nitroso-mercaptosuccinico

Os grupos tiol livres de MSA encapsulado (1000 mM) em nanoparticulas de
quitosana foram nitrosados adicionando quantidades equimolares de nitrito de sddio (NaNO3)
(1000 mM) em meio acidificado (pH = 3), levando a formacdo de NP CS-MSA-NO. A solucdo
final foi protegida da luz com papel aluminio e levada a geladeira por 1 hora. Da mesma forma,
0 acido S-nitroso-mercaptosuccinico (MSA-NO) (ndo encapsulado) foi preparado através da
nitrosacdo do MSA livre, adicionando uma quantidade equimolar de NaNO.. A formacéo acido
S-nitroso-mercaptosuccinico livre ou encapsulado em nanoparticulas foi confirmada pela
aparéncia das bandas de absorcio de grupo S-NO caracteristicas a 336 nm (g = 980.0 Mt.cm™)

ou a 545 nm (¢ = 18.4 Mt.cm™) usando o espectrofotdmetro Uv-vis Agilent 8453.

4.3.2 Tratamento de Sementes

As sementes foram separadas em porcdes de 40 g para o teste de germinacao e
20 g para o teste de comprimento, estas foram colocadas em potes de PVC com tampa e tratadas
via embebicdo de sementes com 5 e 2,5 ml de solucdo respectivamente, nas doses 0 (apenas agua
destilada), 2, 4, 6, 8 e 10 mmol, por um periodo de seis horas, sendo este agitado a cada trinta

minutos.
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4.3.3 Desempenho germinativo

Ap0s passado o periodo do tratamento foi realizado a montagem dos testes.

Teste de germinacgéo: realizado de acordo com a metodologia descrita nas
Regras de Analise de Sementes (BRASIL, 2009), nas temperaturas preestabelecidas. As
avaliacdes foram realizadas aos 7 dias apds o inicio do teste, contabilizando as plantulasnormais,
anormais e sementes ndo germinadas, com resultados expressos em porcentagem.

Primeira contagem de geminacdo: conduzido em conjunto com a germinacéo,
sendo realizada a contagem das plantulas normais no quarto dia apds a montagem do teste, sendo
0s resultados expressos em porcentagem.

Comprimento de plantula: utilizando a metodologia proposta por Nakagawa
(1999), que consiste em distribuir quatro repeticbes de 10 sementes, com a extremidade da
radicula voltada para baixo, dispostas no terco superior do papel germiteste previamente
umedecido na proporcdo de 2,5 vezes a massa do papel seco, posteriormente estes foram
colocados em germinador tipo BOD sendo utilizadas as temperatuas de 20, 25 e 30°C para
germinacdo no escuro, durante 7 dias. ApoOs este periodo com o auxilio de uma régua
milimetrada foram medidas a parte aéra e a raiz primaria das plantulas normais, sendo 0s
resultados expressos em cm por plantula.

Massa seca de plantula: realizado em conjunto com o teste de comprimento, as
plantas foram separadas em duas por¢oes, parte aérea e radicular, sendo estas levadas a estufa de
circulacdo e secadas a 65°C por 72 horas. Posteriormente a este periodo foi realizado a pesagem

em balanca analitica, sendo os resultados expressos em miligrama por plantula.

4.4 RESULTADOS

Temperatura 20°

Com base na andlise de variancia, foi observado interacdo significativa apenas
para a variavel comprimento de plantulas (CPA). Para as varidveis germinagdo, plantulas
anormais, comprimento de raiz e massa seca da parte aérea e raiz houve efeito isolado de doses,

sendo que para as duas Ultimas também foi constatado efeito isolado de tratamento (Tabela 1).
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Tabela 1 — Resumo da analise de variancia para NPs , dose e interacdo entre NPs e dose para as
variaveis primeira contagem (PC), germinagéo (G), plantulas anormais (ANOR), sementes
mortas (MORT), comprimento de plantulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensdes e doses de doadores de 6xido
nitrico.

Quadrado médio

Fonte de variacdo G.L. PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR

NPs 2 0 1487™ 114™ 0,26™  2,75* 6,05* 29,14** 441™
DOSE 4 0 291,2* 282,1* 41,2 128,74* 184,6* 131,9* 6,9**
NPs x DOSE 8 0 27,03 24,1™ 1227"™ 0,79** 097" 109" 2,30™
Residuo 45 0 368 39,16 19,4 0,28 1,19 8,93 1,93
C.V. (%) 16,34 11,74 43,95 7,62 11,02 19 19,26
Media geral 37,72 52,38 9,89 6,58 10,92 15.66 7,378

Analisando o efeito de dose na variavel germinacéo, ndo foi possivel ajustar
um modelo de regressdo que explique o comportamento dos dados (Figura 1A). Em
contrapartida, para as plantulas anormais, os dados se ajustaram ao modelo quadratico, com
méaxima resposta na dose estimada de 5,56 mmol, com 56% de plantulas anormais (Figura 1B).
Para as variaveis comprimento de raiz e massa seca de parte aérea, foi observado que a NP NO
apresentou respostas inferiores em relagédo aos demais tratamentos, ndo diferindo, entretanto, do
DNO LIVRE para a MSPA (Tabela 2).

Figura 1 - Germinacéo (A) e plantulas anormais (B) em relacdo a doses.
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Tabela 2 — Médias das varidveis comprimento de raiz e massa seca de parte aérea.

NPs CR MSPA
DNO LIVRE 10,92 a 14,8 ab
NP NO 10,04 b 13,26 b
NP VAZIA 11,05a 15,67 a

Meédias seguidas de mesma letra mindscula na coluna ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.
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No desdobramento da interacdo entre os tratamentos com as doses para a
variavel CPA (Figura 2) foi possivel ajustar modelos de regressdo quadraticos, com minima
resposta na dose estimada de 5,88, 5,94 e 5,89, para os tratamentos doador NO LIVRE, NP NO,
NP vazia, respectivamente, e resposta de 4,07, 2,67 e 4,32 cm. Na variavel CR (figura 2B),
houve apenas efeito de doses com ajuste quadratico, com menor resposta na dose de 6,19 e
resposta de 7,72 cm. O mesmo ocorreu para a variavel MSPA (figura 2D), que obteve menor

valor na dose estimada de 5,54, com resposta de 12,1 mg.

Figura 2 - Comprimento da parte aérea (A), comprimento da raiz (B), massa seca da raiz (C) e
massa seca da parte aérea (D) de plantulas de milho em resposta ao tratamento de sementes com
diferentes suspensdes e doses de NO em funcgéo das NPs e doses.
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Temperatura 25°

Com base na analise de variancia, foi observado interagéo significativa entre 0s
fatores avaliados apenas para a varidvel comprimento de parte aérea (CPA). Para as variaveis
primeira contagem, germinacdo, sementes mortas, comprimento de raiz e massa seca da parte
aérea foi observado efeito isolado de doses, sendo que para a primeira contagem e sementes

mortas, também foi observado efeito isolado das NPs (Tabela 3).

Tabela 3: Resumo da analise de variancia para NPs, dose e interacdo entre NPs e dose para as
variaveis primeira contagem (PC), germinacdo (G), plantulas anormais (ANOR), sementes
mortas (MORT), comprimento de plantulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensdes e doses de doadores de dxido
nitrico.

Fonte de GL Quadrado médio

variagao ' PC G ANOR MORT CPA CR MSPA  MSR
NPs 2 1845* 102,2™ 198,9™ 68,9** 1,40* 0,09™ 3,06™ 3,3"
DOSE 4  266,3* 297,6** 1246™ 77,9 2,7 50,1* 155** 7,3®
NPs x DOSE 8 36,71 109,1™ 58,6"™ 37,03" 0,64* 59" 20,2 1,31™

Residuo 45 25,9 96,8 98,6 222 018 39 17,9 3,9
C.V. (%) 20,58 1497 4441 3946 359 11,09 16,33 26,32
Média geral 24,77 65,7 22,37 11,93 11,71 17,89 25,89 7,46

Para as variaveis primeira contagem e sementes mortas, foi observado que a DNO
LIVRE resultou em menores valores de plantulas normais em relacdo as demais suspensées, ndo
diferindo, entretanto, do NP NO para a MORT (Tabela 3).

Tabela 4 — Médias das varidveis primeira contagem, plantulas anormais e sementes mortas em
relacdo as NPs.

NPs PC MORT
DNO LIVRE 21,40 b 10b
NP NO 25,60 a 12 ab
NP VAZIA 27,30 a 14 a

*Meédias seguidas de mesma letra mindscula ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Na variavel PC (Figura 3A), houve ajuste quadratico, com aumento das
plantulas germinadas ap6s a dose de 3,39 mmol com reposta de 20,73%. Para a variavel
germinacdo (Figura 3B), os dados foram ajustados para o modelo quadratico, com reducdo na
germinacdo até a dose estimada de 4,01 mmol, com 60,85% de germinacdo e posteriormente

acréscimo. Ao se analisar as sementes mortas (Figura 3C), nota-se também um ajuste quadréatico
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com acréscimo conforme ocorre 0 aumento da dose, sendo a maxima obtida na dose 4,89 mmol,
com resposta de 14,21%.

Figura 3 - Primeira contagem, germinagéo e sementes mortas (%) em fungéo de doses.
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Quando observado o efeito de dose na variavel comprimento de raiz, ndo foi
possivel ajustar um modelo de regressdo que explique o comportamento dos dados (Figura 4B).
Ao analisar as variaveis CPA para NP VAZIO houve decréscimo com o0 aumento das doses; para
as demais suspensdes foi ndo significativo. Para a variavel MSPA, nota se que ocorre um
decréscimo com o aumento das doses.

Figura 4 - Comprimento de parte aérea, comprimento de raiz e massa seca da parte aérea em
funcéo de diferentes NPs e doses.
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Temperatura 30°

Com base na analise de variancia, foi observado interacdo significativa entre os
fatores apenas para as variaveis, primeira contagem (PC), massa seca de parte aérea e raiz
(MSPA e MSR). Para as variaveis, CPA e CR foi observado efeito isolado de doses, sendo que
para as plantulas anormais e sementes mortas, também foi observado efeito isolado das NPs
(Tabela 5).

Tabela 5 — Resumo da andlise de variancia para NPs , dose e interacdo entre NPs e dose para as
variaveis primeira contagem (PC), germinacdo (G), plantulas anormais (ANOR), sementes
mortas (MORT), comprimento de plantulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensdes e doses de doadores de dxido
nitrico.

Quadrado médio
PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR

Fonte de variacdo G.L.

NPs 2 256,2** 245" 305** 60* 4,64™ 047" 62,23™ 35,34**
DOSE 4 3441* 131,5™ 63,57 24,57™ 13,26* 78,31* 76,47™ 21,024*
NPs x DOSE 8 154,9** 68,25™ 87,17™ 15,92™ 219" 0,93"™ 123,79* 3,71*
Residuo 59 651 948 91,67 1576 197 3,57 35,4 9,54
C.V. (%) 23,67 20,72 21,61 4562 1289 7,43 21,94 22,48

Media geral 34,1 47 44,3 8,7 109 254 27,11 13,74
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Ao analisar a variavel plantulas anormais, foi observado que a DNO LIVRE apresentou
respostas inferiores em relacdo aos demais tratamentos, ja para o0 comprimento da parte aérea o
DNO LIVRE apresentou respostas inferiores, contudo ndo diferindo do NP NO (Tabela 6).

Tabela 6: Médias das variaveis comprimento de parte aérea em relacdo as NPs.

NPs ANORM CPA
DNO LIVRE 21,40 b 10b
NP NO 25,60 a 12 ab
NP VAZIA 27,30 a 14 a

*Médias seguidas de mesma letra minascula ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
significancia.

Quando analisada a primeira contagem (Figura 5), no desdobramento da
interacdo entre os fatores foi possivel ajustar modelos de regressao quadraticos, sendo que a

méaxima resposta foi obtida na dose estimada de 6,45, 6,60 e 4,04 mmol, para os tratamentos

DNO LIVRE, NP NO, NP vazia, respectivamente, e resposta de 34,04, 30,23 e 49,49 %.

Figura 5: Primeira contagem de germinacao em funcéo de diferentes tratamentos e doses.
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Nas varidveis comprimento de parte aérea e raiz (Figura 6A e B) obteve se
ajuste quadratico, apesentando reducdo conforme ocorre um aumento das doses.

Ao analisar a massa seca da parte aérea (figura 6C), nota-se que houve
interacdo significativa, onde os pontos de méxima foram de 3,64 e 8,59 mmol, para 0s
tratamentos com DNO LIVRE e NP vazia, com resposta de 26,95 e 28,83 mg respectivamente.

J& para o tratamento com NP NO, foi observado aumento apds a dose estimada de 2,34 com
resposta de 24,81 mg.
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Para a varidvel massa seca de raiz nota se que houve reducdo conforme o
aumento das doses, exceto para o tratamento com NP NO, que ndo apresentou ajuste
significativo. Para o NP vazio foi possivel estimar uma dose de maxima resposta, com 0,25

mmol e resposta de 16,66 mg, com reducdo apos essa dose.

Figura 6: Comprimento de parte aérea (A), comprimento de raiz (B), massa seca de parte aérea

(C) e massa seca de raiz (D) em funcdo de diferentes NPs e doses.
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4.5 DISCUSSAO

Ao analisar a velocidade de germinacdo por meio da varidvel primeira
contagem nota-se que quando submetidas a temperatura subdtima o NO ndo apresenta um efeito
positivo assim como é relatado por Besson-Bard (2008).

Os mecanismos pelos quais 0 NO estimula a germinacdo ainda ndo foram
totalmente esclarecidos, no entanto, alguns estudos confirmam um efeito protetor que auxilia na
maior germinacao das sementes devido a sinalizacdo que atua nas intera¢cdes com alvos celulares
por meio de redox (AVILA et al., 2007; SILVA et al., 2019)

Os efeitos no desempenho germinativo por meio do NO em plantas submetidas
a estresse abidtico, como o estresse térmico, sdo induzidos por meio de baixas concentracdes

desta molécula, pois quando ocorre um aumento nas doses, estes acabam exercendo efeito fito
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toxico, causando um estresse nitroso, levando a morte celular, sendo assim esta molécula possui
duplo efeito, podendo auxiliar na protecdo e desenvolvimento das plantulas, mas de acordo com
sua concentracao pode acabar se tornando letal (SANTISREE et al., 2013).

Correa-Aragunde e colaboradores (2008) verificaram que o 6xido nitrico afeta
o0 crescimento de raizes de tomate de forma dose-dependente, sendo que as baixas concentracdes,
estimulam o crescimento das raizes, enquanto as altas concentracfes tém um efeito inibitorio
sobre o crescimento.

Utilizando nanoparticulas doadoras de NO, Oliveira e colaboradores (2016),
notaram que estes foram mais eficientes que os doadores de NO livre, para protegdo de plantas
de milho contra efeitos causados pelo estresse salino, resultando em maiores taxas do
crescimento, diferente do observado neste trabalho quando submetido a estresse pelo frio. Essas
inferéncias também podem ser ampliadas: interacdo com a espécie estudada, com outros tipos de
estresses, com adequacdo de formulacdes, de formas de aplicacdo nas sementes. Dessa forma,
novos estudos devem ser feitos com o intuito de elucidar os efeitos que o NO, tanto livre como

protegido pelas nanocapsulas, atuam no desenvolvimento de plantulas sob condi¢cfes adversas.

4.6 CONCLUSAO
A aplicacdo de Oxido livre ou nanoencapsulado, nas doses avaliadas, ndo

favorece o processo germinativo de sementes de milho super doce tanto em temperatura 6tima

quanto em sub ou supradtima.
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