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RESUMO 

CASTILHO, Ítala Menegon. Qualidade fisiológica de sementes de milho super doce em 
resposta ao ácido giberélico e a doador de óxido nítrico nanoencapsulado. 2022. 47p. 
Dissertação (Mestrado em Agronomia) – Universidade Estadual de Londrina, Londrina, 2022.  

Os genes brittle (bt) ou shrunken (sh) na forma homozigota recessiva são responsáveis 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 fisiológico. O uso de 
nanocarreadores de ácido giberélico e óxido nítrico pode auxiliar no processo de conservação e 
germinação destas sementes, principalmente em situações de estresse abiótico, favorecendo a 
implantação da cultura. Neste sentido, objetivou-se avaliar o efeito da aplicação de formulações 
e doses de ácido giberélico e de doadores de óxido nítrico nanoencapsulados sobre o potencial 
fisiológico de sementes de milho super doce.No artigo A utilizou-se o delineamento 
inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x4 + 1, com quatro repetições. Foram avaliados 
cinco suspensões aplicadas nas sementes, sendo essas: nano alginato/quitosana (ALG/CS ) sem 
e com GA3, nano de quitosana/tripolifosfato (CS/TPP) sem e com GA3 e ácido giberélico livre, 
em quatro concentrações: 0,05 mg/ml (formulação 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 repetições, 
separadamente para as temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C. Foram testadas três suspensões, 
sendo essas: nano de quitosana mais oxido nitrico (NO/CS) () apenas quitosana (CS) vazio e 
apenas o doador de  oxido nitrico (NO), nas  doses de 0, 2, 4, 6 e 8 mmol. Nos dois artigos, os 
tratamentos foram aplicados via embebição das sementes e, posteriormente, foram analisadas 
as seguintes variáveis: primeira contagem, germinação, plantulas anormais e sementes mortas, 
comprimento de parte aérea e raiz e massa seca da parte aérea e raiz de plântulas. O uso de 
nanocarreadores de ALG/CS/GA3, nas maiores concentrações favorecem o desempenho 
germinativo de sementes de milho super doce, quando comparadas ao GA3 livre. No artigo B, 
nas três temperaturas, o aumento das doses de NO reduzem o desempenho fisiológico das 
sementes de milho doce. 

 
Palavras-chave: Zea mays saccharata Sturt; Estresse abiótico; Quitosana; Nanotecnologia; 
Potencial fisiológico;  
 

 

 

 

 

 



 

ABSTRACT  

CASTILHO, Itala Menegon. Physical quality of super super sweet corn seeds in response to 
gibberellic acid and nanoencapsulated nitric oxide donor. 2022. 47p. Dissertação (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 GA3, 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 INTRODUÇÃO  

 

O milho doce (Zea mays convar, Saccharata) tem sua produção destinada ao 

consumo humano na forma de milho verde em conserva, in natura e processado. Considerado 

uma hortaliça, o milho doce se destaca em produção quando comparado a outras espécies da 

mesma classe. 

O milho doce se diferencia do milho comum quanto a composição, qualidade e 

aparência da semente. A ação de genes recessivos individuais ou associados modificam a 

composição química do endosperma proporcionando alto teor de açúcares e o baixo teor de 

amido. Essa alteração resulta em menor concentração de reservas e diminuição do vigor das 

sementes. Além disto, o pericarpo mais fino e delicado, para atender o consumo humano direto, 

deixa a sementes mais suscetíveis às injúrias mecânicas e entrada de patógenos prejudicando 

ainda mais a qualidade das mesmas. 

Devido a menor qualidade fisiológica das sementes de milho super doce, torna-

se necessário a utilização de algumas estratégias que favoreçam a germinação 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 são alternativas que visam melhorar o 

desempenho germinativo, dentre eles se encontram a aplicação agrícola do ácido giberélico que 

atua na superação de dormência das sementes, na mobilização das reservas do endosperma, no 

processo de fechamento estomático, sendo também associado ao crescimento do caule pelo 

alongamento nos entrenós. O ácido giberélico apresenta rápida degradação quando exposto ao 

meio externo. 

Aqui poderiam ser inseridas informações sobre nanotecnologia (conceito, 

vantagens, etc.) antes de associar s nanotecnologia ao GA. 

Estudos mostraram que a associação de ácido giberélico e nanocarreadores de 

quitosana gerou um sistema de liberação sustentada, aumentando a solubilidade do agente ativo e 

protegendo contra a degradação térmica e fotolítica em diferentes valores de pH. No entanto 

ainda são necessários mais estudos em outras culturas.  

Devido a essas características, outros fatores se tornam prejudiciais como os 

fatores externos sendo esses os estresses abióticos e bióticos 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 implantação da lavoura é um dos fatores 

determinantes para o estabelecimento da cultura quando a disponibilidade da água é ideal, pois 
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interfere na velocidade e uniformidade de emergência das plântulas. 

O estresse térmico faz com que as plantas desenvolvam reações defensivas que 

aumentam a expressão de enzimas que levam à produção excessiva de Espécies Reativas de 

Oxigênio (EROs), causando estresse oxidativo e, consequentemente, danos na membrana celular 

e proteínas, causando a morte celular.  

Estudos recentes demonstram que a capacidade das plantas de superar essas 

condiçoes estressantes estão ligadas a eventos de sinalização, sendo o óxido nítrico (NO) uma 

peça-chave na modulação da expressão gênica e da atividade proteica, interagindo com EROs e 

controlando as ações hormonais.  

Dessa forma pesquisas têm demonstrados que a aplicação exógena de NO 

melhora a tolerância a estresse abiótico, incluindo o estresse térmico, contudo os doadores de 

NO são instáveis e possuem uma alta degradação, assim uma alternativa é a nanoencapsulação 

dos doadores de NO, que visa proteger a molécula da degradação e permitir uma liberação 

controlada, estendendo assim seu período de ação.  

Estudos envolvendo o uso de nanocarreadores vem se tornando frequente e se 

mostrando eficiente, pois estes têm a capacidade de envolver o ingrediente ativo e diminuir sua 

degradação, facilitando a aplicação e acarretando maior estabilidade físico-química, estes são 

capazes de envolver as moléculas químicas formando uma cápsula ou esfera de proteção ao 

ingrediente ativo. 

A nanoencapsulação do acido giberelico como do óxido nítrico pode agregar 

propriedades aos agroquímicos, tornando-os adequados para o uso em campo que pode sofrer 

com as variações externas, assim estas permitem acarretar maior estabilidade. 

Neste contexto este trabalho tem como objetivos avaliar o efeito de doses e 

formulações de ácido giberélico (GA3) nanoencapsulado no processo germinativo de sementes 

de milho doce (Artigo A) e, o efeito de doses de doadores de óxido nítrico nanoencapsulado no 

processo germinativo de sementes do cereal submetidos a estresse térmico (Artigo B). 
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2 REVISÃO DE LITERATURA 

 

2.1 ASPECTOS GERAIS DA CULTURA E CARACTERÍSTICAS DO MILHO DOCE 

 

O milho doce (Zea mays L. grupo saccharata) é uma olerícola pertencente à 

família das Poáceas, tribo Maydeae, gênero Zea, sendo sua origem e domesticação na América 

Central e do Sul, principalmente na região onde se situa o México (KWIATKOWSKI; 

CLEMENTE, 2007). Com características botânicas e reprodutivas idênticas ao milho comum, o 

milho doce possui cultivo anual sendo sua propagação feita via sementes com cultivo 

diretamente no campo (ARAGÃO, 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 coloração verde escura a verde clara, possuindo nervuras centrais e 

flexíveis (KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007; PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016). 

O que difere o milho doce do milho comum é a presença de alelos modificados 

que bloqueiam a conversão de açúcares em amido no endosperma, conferindo assim o caráter 

doce e fazendo com que a semente após a maturidade fisiológica perca água lentamente e, ao 

atingir em torno de 13%, apresente uma aspecto vítreo e enrugado (KWIATKOWSKI; 

CLEMENTE, 2007; STOR; LOVATO, 1991). 

As cultivares mais utilizadas em cultivos comerciais podem ser divididas em 

dois grupos básicos: super doce e doce (SBRUSSI; ZUCARELI, 2014). O milho comum 

desenvolvido e maduro tem em média 3% de açúcares e entre 60 a 70% de amido, enquanto o 

doce apresenta entre 9% a 14% de açúcares e 30 a 35% de amido e o super doce cerca de 15% e 

25% de açúcares e 15 a 25% de amido (SILVA, 1994; TEIXEIRA et al., 2014). 

Os genes sugary-1, brittle (bt1, bt2, bt3) ou shrunken-2 (sh2), que determinam 

o fenótipo doce são recessivos e se manifestam individualmente ou associados em combinações 

duplas ou triplas, bloqueando a transformação de açúcares em amidos (CARVALHO, 2018; 

ARAUJO et al., 2006). 

 

2.2 IMPORTÂNCIA DO MILHO DOCE 

 

O cultivo de milho doce ocorre em diversos países, pois possui uma 

diversificação de uso. Pode ser utilizado em conserva, congelado, na forma de espigas ou grãos, 

desidratado, colhido antes da polinização e usado como “baby corn” ou minimilho e, ainda, após 
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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 proporção de açúcares em relação ao teor de amido nos 

grãos. Entretanto, esse maior teor de açúcar causa algumas limitações na produção de pratos 

tradicionais, como a pamonha e o curau, que requerem maior teor de amido. Além disso, devido 

suas características físico-químicas, há uma dificuldade de manter a qualidade pós colheita 

(PEREIRA FILHO; TEIXEIRA, 2016; SBRUSSI; ZUCARELI, 2014). 

No Brasil o milho doce possui destaque na sua produção sendo a exploração da 

cultura realizada o ano todo, principalmente em áreas próximas as indústrias. Contudo, o milho 

doce possui uma maior popularidade em países como os Estados Unidos e o Canadá 

(KWIATKOWSKI; CLEMENTE, 2007; CONAB, 2016). 

De acordo com a Organização das Nações Unidas para Agricultura e 

Alimentação, em 20018 foram produzidas 9,1 milhões de toneldas de milho doce no mundo em 

uma area de 1,04 milhões de hectares.   

Os Estados Unidos apresentavam uma área cultivada de 225 mil ha e, por ser 

tratar de uma hortaliça, este valor tem uma alta significância para o setor (USDA, 2016). 

Segundo dados de 2015, o Brasil possuia uma área de cultivo de 36 mil ha, sendo a maior 

concentração no estado de Goiás, apresentando 90% da área total cultivada no país (LUZ et al., 

2015).  

A exploração da cultura é uma alternativa rentável em relação ao milho 

comum, principalmente em regiões localizadas próximas de indústrias de processamento e por 

agricultores familiares (ZÁRATE et al., 2009 FRANCO et al. 2015), porém a baixa 

disponibilidade de genótipos adaptados para as condições do país, faz com que se seu cultivo 

seja limitado (BRITO et al., 2013). Além disto, os produtores normalmente seguem os mesmos 

manejos prescritos para o milho comum, que nem sempre são os mais adequados para esse tipo 

de cultivo (SOUZA et al., 2013). 

 

2.3. SEMENTES DE MILHO SUPER  DOCE X QUALIDADE  

 

Dentre os parâmetros necessários para a implantação de uma cultura, o uso de 

sementes de alta qualidade é imprescindível, sendo estas capazes de conduzir ao campo 

características genéticas determinantes para o desempenho da cultivar, ligadas diretamente a 

obtenção de altas produtividades (MARCOS FILHO, 2015).  

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



 8 

físicos, fisiológicos e sanitários, que estão relacionados com o elevado desempenho agronômico, 

base fundamental para uma lavoura tecnicamente instalada (FRANÇA NETO; 

KRZYZANOWSKI; HENNING, 2010).  

Segundo Marcos Filho (2015), dentre os atributos da qualidade, o potencial 

fisiológico, representado pela germinação e vigor das sementes, é o que se destaca, em especial 

em pesquisas, visto que o estabelecimento de estande adequado de plantas é a forma mais 

utilizada para a avaliação da qualidade das sementes e do desempenho das práticas de 

semeadura. 

Entretanto, devido a grande quantidade de açúcares em relação ao amido, na 

maturação fisiológica as sementes de milho doce apresentam em relação ao milho comum baixas 

quantidades de matéria seca, que podem interferir na qualidade fisiológica (STORK; LOVATO, 

1991). Sementes de milho doce possuem potencial fisiológico inferior quando comparadas às 

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 cristalização do açúcar no interior das células, aliados a 

presença de espaços vazios entre a camada da aleurona e o pericarpo (NASCIMENTO et 

al.,1994). 

Os genes responsáveis por modificar a composição do milho doce são os genes 

sugary-1, brittle (bt1, bt2, bt3) ou shrunken-2 (sh2), que sozinhos ou em conjunto alteram a 

composição do endosperma e causam a formação de sementes leves e angulares. Os principais 

genes responsáveis pela característica doce são o sugary-1, brittle e shruke. O gene sugary-1 é 

encontrado nas cultivares do grupo doce e apresenta como limitação o curto período de 

permanência dos grãos no ponto de colheita e, consequentemente, perda do sabor adocicado. Já 

cultivares do grupo super doce são 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 açúcar presentes no endosperma, fazem com que 

as sementes se tornem mais suscetíveis aos danos mecânicos, à entrada de patógenos e a 

deterioração, quando comparadas ao milho comum (WATER; BLANCHETTE, 1983). 

Além das características apresentadas, outros aspectos que devem ser 

considerados são a alta sensibilidade a danos por embebição e a fragilidade durante o processo 

de secagem (GUISCEM; NAKAGAWA; ZUCARELI, 2001). 

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

comparada às do milho comum, é menor devido à maior sensibilidade e suscetibilidade à 



 9 

incidência de patógenos, a danos físicos e aqueles decorrentes das suas alterações bioquímicas 

(PEREIRA et al., 2008). Diante do exposto, em comparação ao milho comum, o milho doce é 

considerado como problemático, a medida que para ser considerado “semente” e receber sua 

certificação o limite tolerado de germinação é de 60% comparado com 85% do milho comum 

(BRASIL, 2013). Essas alteraçoes fazem com que se aumente, assim, a exigência quanto ao 

controle dos fatores externos que afetam o processo de germinação, emergência de plântulas e o 

estabelecimento da cultura no campo. 

 

2.4 ESTRESSE TÉRMICO 

 

A germinação das sementes é um fator crítico para o estabelecimento das 

plantas sob condições naturais. O processo de germinação esta associado as varios fatores 

extrínseco, ou seja relacionado ao ambiente externo (água, temperatura, luz e composição dos 

gases atmosféricos) e a fatores intrínsecos, relacionados com as caracteristicas fisio-metabólicas 

das sementes (BEWLEY; BLACK, 1994; SANTOS et al., 2005). 

O processo de entrada de água nas sementes é considerado um processo físico, 

que varia de acordo com a espécie, permeabilidade do tegumento, diponibilidade hídrica, 

temperatura, pressão hidrostática, composição química e condiçoes fisiológicas da sementes 

(HADAS, 1982), Dentre todos esses fatores a temperatura é um fator que interfere na 

porcentagem de germinação, pois influencia a absorção de água pela semente e as reações 

bioquímicas que regulam todo o processo metabólico (BEWLEY; BLACK, 1994).  

A temperatura é importante para o processo de germinação tanto no aspecto de 

germinação, como na velocidade de germinação, quando se tem disponibilidade de água 

suficiente a temperatura e a luz, acabam por ser fatores importantes para que se inicie o processo 

de germinação, para algumas espécies a temperatura predominante no solo que determina a 

quantia de sementes germinadas, como a velocidade em que esse processo ocorre (ANDRADE; 

1994; CARVALHO; NAKAGAWA, 1999).  

Em reposta ao fator temperatura de germinação esse foi resumido em três 

temperaturas, sendo a subótima, ótima e supraótima. A temperatura ótima é determinada pela 

combinação de maior porcentagem de germinação em menor periodo de tempo (MARCOS 

FILHO, 2015). Nas outras faixas de temperatura (subótima e supraótima) a taxa de germinação 

apresenta resposta linear, chegando em um periodo onde não ocorre mais a germinação 

(GRUNDY; MEAD, 2000). 
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Em condições onde a temperatura não é favoravel pode fazer com que corra 

um atraso no estabelecimento o estande, além de acarretar alterações 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 variação de temperatura faz com que ocorra uma série de reações 

bioquímicas e metabólicas que causam desequilíbrio entre a produção e degradação de espécies 

reativas de oxigênio, esses compostos possuem maior facilidade em reagir com outras 

substãncias, acarretando oxidação de proteínas, lipídeos, membranas e até mesmo o DNA 

molecular, tais alteraçoes causam efeitos negativos em processos metabolicos essenciais 

podendo levar a morte celular (MITTLER, 2002). 

Poderia elaborar um último parágrafo fazendo a ligação com os próximo 

assuntos (GA e NO), os quais são alternativas para favorecer a germinação de sementes em 

condições de estresse abiótico. 

 

2.5 HORMÔNIOS VEGETAIS E REGULADORES VEGETAIS 

 

Os hormônios vegetais ou fitohormônios são moléculas produzidas 

naturalmente pelas plantas que influenciam os processos bioquímicos e fisiológicos nos vegetais. 

Atualmente, são reconhecidos nove principais grupos de hormônios vegetais: auxinas, 

giberelinas, citocininas, ácido abscísico, etileno, brassinoesteróides, jasmonatos, salicilatos, 

poliaminas  e, mais recentemente, as estrigolactonas (RODRIGUES; FIOREZE, 2015). 

Os hormônios atuam como sinalizadores na planta criando uma comunicação 

entre as raízes e a parte aérea e auxiliam no funcionamento do organismo vegetal, pois estão 

relacionados com os processos que vão desde a germinação até a formação de todas as estruturas 

da planta (SHABALA et al., 2016). Eles também auxiliam em processos fisiológicos em resposta 

a estresses abióticos e bióticos (DURBAK; YAO; MCSTEEN, 2012). 

Devido a essas ações nas plantas, conferindo-lhes defesa a fatores abióticos e 

bióticos, os hormônios vegetais começaram a ser produzidos para aplicação agrícola visando 

maior qualidade e produção, sendo denominados então de reguladores vegetais (PEREIRA, 

2017). 

Os reguladores de crescimento vegetal são utilizados na agricultura para obter 

vantagens específicas como diminuição da suscetibilidade ao estresse biótico e abiótico, 

estrutura morfológica aprimorada, facilitação da colheita, aumentos quantitativos e qualitativos 
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no rendimento e modificação dos constituintes das plantas (RADEMACHE, 2015). 

Relatos na literatura, mostram que os incrementos nos níveis endógenos de 

auxinas e giberelinas (COLEBROOK et al., 2014) em plantas cultivadas com deficiência hídrica, 

mitigaram os efeitos causados no crescimento vegetal. Estes reguladores vegetais atuam em nível 

celular resultando em desenvolvimento radicular, na manutenção das trocas gasosas e na 

atividade antioxidante, em condições de déficit hídrico. 

 

2.5.1 Ácido Giberélico 

 

As giberelinas foram descobertas nos anos de 1950, pelos japoneses, devido 

uma doença que atingiu a cultura do arroz, denominada de bakanae, que causava a perda de 

sementes e o alongamento de plantas. Estudos mostraram que esta doença estava relacionada 

com o fungo Giberella fujikuroi (HEDDEN; SPONSEL, 2015). 

Após sua descoberta, a giberelina passou a ser produzida industrialmente por 

meio de processos fermentativos, possuindo importância para a agricultura devido seus efeitos 

no vegetal (HAMAYUN et al., 2010; GÖKDERE; ATEŞ, 2014). 

O uso das giberelinas é comum na superação de dormência de sementes; no 

processo de germinação funciona como um sinalizador para a produção de alfa amilase pelas 

células, que são liberadas no endosperma das sementes. Os produtos da hidrólise enzimática do 

amido são usados como fonte de energia pelo embrião (MEDEIROS et al., 2015). 

A giberelina possui efeitos morfológicos e bioquímicos como aumento do peso 

dos órgãos vegetais e frutos, aumento do crescimento vegetativo incluindo área foliar, massa 

fresca, massa seca, conteúdo de clorofila -nível de clorofila a e b e aumento do número de 

sementes férteis (ZANG et al., 2016). 

Carmo et al. (2021) notaram que existe efeito positivo do uso de 

bioestimulantes quando em condições adversas, como déficit hídrico e altas temperaturas.  

Quando avaliados lotes de sementes de milho doce de menor vigor, submetidos 

a pré-imersão com 0,4 g L -1 de ácido giberélico, verificou-se melhor desempenho das sementes 

em todas as avaliações fisiológicas (MARINHO et al., 2021).  

Em alguns casos, o tratamento com GA3 altera a deposição de lignina, que 

desempenha um papel importante na regulação do conteúdo de água através de alterações na 

elasticidade da parede celular. Contudo o GA3 possui uma instabilidade química por fatores 

como fotólise, hidrólise e mudanças de temperatura quando aplicado em campo o que reduz sua 

atividade biológica, sendo uma das atuais soluções para estes problemas o uso de sistemas de 
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liberação controlada (LIU et al., 2013). 

 

2.6 ÓXIDO NÍTRICO 

 

O óxido nítrico (NO) é um radical livre gasoso apresentando propriedades 

hidrofóbicas que se difunde rapidamente através das membranas, devido ao seu baixo peso 

molecular e qualidades lipofílicas (DELLEDONNE, 2005). O NO atua como uma importante 

molécula sinalizadora, que participa de uma variedade de processos fisiológicos nas plantas, que 

inclui germinação, superação de dormência nas sementes, florescimento, fechamento estomático 

e respostas de defesa (BESSON-BARD et al., 2008).  

Os efeitos protetores do NO, sob plantas submetidas a estresse abiótico são 

induzidos por baixas concentrações dessa molécula variando de nano a micro molar, quando 

estas quantidades são elevadas pode se ocasionar toxicidade levando a morte celular 

(SANTISEREE et al., 2013). 

 

2.7 NANOTECNOLOGIA E SEUS EFEITOS EM VEGETAIS  

 

A nanoencapsulação de ingredientes ativos possui aplicações amplas e notáveis 

em diversas áreas, como na produção de fármacos, cosméticos, ciência alimentar e no setor 

agricola (SHARON et al., 2010). As nanopartículas envolvem as moléculas químicas formando 

uma cápsula ou esfera de proteção ao ingrediente ativo, aumentando sua estabilidade, reduzindo 

sua degradação e fazendo com que sua liberação possa ocorrer de forma gradativa 

(EZHILARASI et al., 2012 SHAIK; KORSAPATI; PANATI, 2012). Sendo assim, a 

nanoencapsulação prolonga o tempo de ação de um ativo químico resultando no aumento da sua 

atividade química e biológica (TING et al., 2014). 

A nanoencapsulação pode agregar propriedades aos agroquímicos, tornando-os 

adequados para o uso em campo, acarretando uma maior estabilidade físico-química, tempo de 

ação, distribuição foliar, aumento da atividade biológica, redução da concentração de uso, 

toxicidade e contaminação ambiental (KHOT et al., 2012; NAIR et al., 2010). O efeito esperado 

com o uso deve ser a redução na quantidade de substãncias químicas ativas incorporandas nas 

plantas e nos solos, atenuando o impacto negativo no ambiente (PÉREZ-DE-LUQUE, 2017). 

Por meio de suas características como morfologia, tamanho, a carga de 

superfície e a concentração do material, determina a interação destes com o vegetal, podendo 

resultar em diferentes respostas biológicas (ABRAHAM et al., 2013; ZHU et al., 2012). 
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Um outro fator importante é que o material que compõe as partículas produza 

metabólicos não-tóxicos e seja degradado facilmente, daí a preocupação para formulações 

obtidas a partir de polímeros biodegradáveis naturais, como quitosana (QS) e alginato (ALG). 

Liu et al. (2013) mostraram que a associação de ácido giberélico à nanocarreadores de quitosana 

gerou um sistema de liberação sustentada, aumentando a solubilidade do agente ativo e 

protegendo contra a degradação térmica e fotolítica em diferentes valores de pH. 

A quitosana é um amino polissacarídeo derivado da desacetilação da quitina, a 

qual se constitui na maior parte dos exoesqueletos dos insetos, crustáceos e da parede celular dos 

fungos. Por ser um produto natural, de baixo custo, renovável, abundante e atóxico, 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 tolerância de plantas a estresses. 

Já os alginatos são polímeros polianiônicos extraídos de algas marrons, que ao 

entrarem em contato com alguns cátions divalentes (por exemplo, Ca+2) e polímeros catiônicos 

(quitosana) causam uma gelificação ionotrópica, formando junções intercadeias gerando 

nanopartículas, que permite a incorporação de algumas moléculas bioativas (como fármacos, 

herbicidas, fungicidas) em sua matriz polimérica através de interações eletrostáticas.  

Estudos demonstraram que o uso de sistemas nanoparticulados para ácido 

giberelico poderia garantir maior atividade biológica e eficiência no campo, resultando em maior 

qualidade, aumento da produção e maior valor econômico dos produtos agrícolas (PEREIRA, 

2017). 

Entretanto são poucos os estudos com base no uso de nanopartículas de ácido 

giberélico, fazendo se necessários pesquisas para difundir essa nova tecnologia (JIMÉNES-

ARIAS et al., 2020). 
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3. ARTIGO A. DESEMPENHO GERMINATIVODE SEMENTES DE MILHO SUPER DOCE EM 

RESPOSTA AO ÁCIDO GIBERÉLICO NANOENCAPSULADO. 

 
3.1.RESUMO 

  
O milho super doce possui sementes com baixo potencial fisiológico, devido a diversos fatores, 
sobretudo às concentrações maiores de açúcar. A utilização de reguladores de crescimento como 
as giberelinas é uma alternativa para uniformizar e incrementar o desempenho germinativo e 
minimizar os efeitos de estressea abióticos. Além disso, para aumentar a eficácia dessas 
moléculas, é possível associar às nanopartículas, pois estas atuam protegendo contra efeitos 
externos. Assim, o objetivo do trabalho foi avaliar o efeito dos nanocarreadores de ácido 
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 repetições. 
Foram avaliados cinco suspensões de nanopartículas aplicadas nas sementes, sendo essas: nano 
alginato/quitosana (ALG/CS) sem e com GA3, nano quitosana/tripolifosfato (CS/TPP) sem e 
com GA3 e ácido giberélico livre, com quatro diluições  0,05 mg/ml (formulação 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 embebição das sementes, que posteriormente foram analisadas 
pelas seguintes variáveis: primeira contagem, germinação, plantulas anormais e sementes mortas, 
comprimento e massa seca de parte aérea e de raiz de plântulas. Com base nas variaveis 
analisadas o uso de nanocarreadores de ALG/CS/GA3, nas maiores concentrações, favorecem o 
desempenho germinativo de sementes de milho super doce, quando comparadas ao GA3 livre. 

 

Palavra chave: Alginato; Germinação; Milho doce; Nanotecnologia; Quitosana; Zea mays 
saccharata Sturt 
 
 
3.2 INTRODUÇÃO 

 

Sementes de milho super doce possuem baixo potencial fisiológico, devido a 

varios fatores como os espaços 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 sensíveis a estresses bióticos e abióticos. Essas 

características estão vinculadas a composição das sementes do milho doce, pois este possui 

elevado teor de açúcar 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 fisiológico afeta 

negativamente o estabelecimento e a uniformidade do estande de plantas no campo, acarretando 

em baixa produtividade.  

Como intuito de minimizar esses efeitos, estratégias têm sido empregadas para 

melhorar o desempenho fisiológico das sementes e, consequentemente, aumentar a tolerância ao 

estresse abiótico em plantas (HUSSAIN et al., 2016). Uma das estratégias que vem sendo muito 
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difundida é a aplicação exógena de reguladores de crescimento no tratamento pré-semeadura, 

que tem demostrado ser uma abordagem para alcançar uma emergência rápida e uniforme de 

forma eficaz e prática (MARTA et al., 2016).  

Dentre os reguladores de crescimento, a giberelina possui papel importante 

para o processo de germinação, pois promove o alongamento e a divisão celular, tem efeito na 

superação de dormência e na mobilização das reservas do endosperma. O ácido giberélico 

estimula a alfa-amilase e outras enzimas hidrolíticas, promovendo hidrólise de reservas 

armazenadas na semente. Além da alfa-amilase, existem outras enzimas hidrolíticas (protease, 

N-redutases), as quais são produzidas em resposta ao GA3 (TAIZ; ZEIGER, 2010). 

A nanotecnologia pode ser uma aliada para potencializar os efeitos da 

aplicação de reguladores vegetais, sobretudo as nanocápsulas, devido a sua ampla aplicabilidade, 

estabilidade físico-química de agroquímicos e liberação modificada para ingredientes ativos, 

disponibilizando de forma gradativa no momento e alvo adequados e reduzindo, desta forma, a 

ação de agentes externos, perdas por degradação, lixiviação e volatilização, devido a essas 

preocupações se dá o uso da quitosana (CS) e alginato (ALG) como polimeros (FRACETO et al., 

2016).  

Segundo Aragão et al. (2003), a pré-embebição de sementes de milho 

armazenadas com solução de 50 mg L-1 de ácido giberélico, levou à sua maior atividade 

metabólica e, assim, maior germinação e vigor. Marinho et al. (2021) avaliaram que a pré-

embebição com ácido giberélico à 0,4 g L-1, no lote de menor vigor, favoreceu o desempenho 

fisiológico das sementes.  

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de 

nanocarreadores de ácido giberélico (GA3) no desempenho germinativo das sementes de milho 

super doce.  

 

3.3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

Os experimentos foram conduzidos no Laboratório de Fitotecnia da 

Universidade Estadual de Londrina – UEL, Londrina, Paraná, Brasil. Foi utilizado um lote de 

sementes híbridas do milho super doce SV9298SN da Seminis®. 

O delineamento experimental utilizado foi inteiramente casualizado em 

esquema fatorial 5 × 4 + 1, com quatro repetições. Foram testadas cinco formulações sendo 

quatro suspensões de nanopartículas aplicadas nas sementes, sendo essas: nano ALG/CS sem e 

com GA3, nano CS/TPP sem e com GA3 e ácido giberélico livre, em quatro concentrações: 0,05 
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mg/ml (formulação 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 água destilada.  

 

3.3.1 Preparo de Nanopartículas 

 

3.3.1.1.Nanopartículas ALG/CS 

 

As nanopartículas de ALG/CS foram preparadas por meio do método de pré-

gelificação ionotrópica (SARMENTO et al., 2006). Primeiramente, com o auxílio de bomba 

peristáltica, foi adicionado pelo período de 60 minutos, 3,75 ml de uma solução de CaCl2 à 59 ml 

de uma solução de ALG (0,063%, pH de 4,9), que se manteve sobre forte agitação magnética. 

Durante esta etapa do processo ocorre a reticulação do CaCl2 sobre o ALG através de interações 

iônicas formando uma estrutura denominada “eggbox”. Após este processo foi adicionado o 

hormônio vegetal GA3 de forma que a concentração final fosse de 50 µg/ml. Manteve-se esta 

solução sobre forte agitação e com auxílio da bomba peristáltica foi adicionado 12,5 ml de 

solução de quitosana (0,07%, pH 4,6) preparada em solução aquosa contendo 5,7% de ácido 

acético pelo período de 90 minutos formando um complexo polieletrolítico entre os polímeros. O 

mesmo procedimento foi realizado sem a presença do hormônio. 

 

3.3.1.2.Nanopartículas CS/TPP 

 

Uma solução aquosa de 10 ml de CS (0,2%, pH 4,5) contendo 0,6% de ácido 

acético foi mantida sob agitação vigorosa. GA3 foi adicionado, com agitação até a dissolução 

completa, seguido de adição lenta de 6 ml de solução de TPP (0,1%, pH 4,5 a 4°C), usando 

pipeta. A formulação final foi uma dispersão coloidal que foi mantida sob agitação por mais 20 

minutos 

 
3.4 CARACTERIZAÇÃO DA QUALIDADE FISIOLÓGICA INICIAL DAS SEMENTES 

 

Primeiramente o lote foi homogeinizado e submetido as seguintes análises 

preliminares para determinação da qualidade fisiológica inicial das sementes: 
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Determinação do grau de umidade: o teor de água inicial das sementes foi 

determinado pelo método da estufa a 105°C ± 3°C, durante 24 horas, de acordo com as Regras 

para Análise de Sementes (BRASIL, 2009).  

Teste de germinação: conduzido com quatro repetições de 50 sementes, 

colocadas para germinar em rolo de papel germitest, umedecidos com quantidade de água 

equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco, e levados a germinador tipo BOD a temperatura 

constante de 25 °C. Foram realizadas avaliações do número de plântulas normais, anormais e 

sementes não germinadas, aos sete dias após a semeadura, segundo os critérios estabelecidos 

pelas Regras para Análise de Sementes (BRASIL, 2009) e os resultados expressos em 

porcentagem.  

Primeira contagem: foi realizado em conjunto com o teste de germinação, 

utilizando a mesma metodologia, computando a porcentagem de plântulas normais obtidas no 

quarto dia após a semeadura.  

Emergência de plântulas em areia: realizado com quatro repetições de 50 

sementes, semeadas em caixas de areia a 5 cm de profundidade. Após 14 dias da semeadura foi 

contabilizado o número de plântulas emersas, sendo o resultado expresso em porcentagem.  

Índice de velocidade de emergência em areia: conduzido em conjunto com o 

teste de emergência de plântulas em areia, com avaliações diárias do número de plaântulas 

emersas a partir do início da emergência do coleóptilo até o momento da última contagem, aos 

14 dias após a semeadura. Ao final do teste, o IVE foi calculado empregando-se a fórmula de 

Maguire (1962).  

Envelhecimento acelerado: foi conduzido de acordo com a metodologia 

proposta pela AOSA (2009), utilizando caixas plásticas (11 cm x 11 cm x 3,5 cm) com 

compartimento individual onde as sementes de cada subamostra foram colocadas, sem 

sobreposição, evitando contato com as sementes, no fundo são colocadas 40 ml de água 

destilada, posteriormente estas foram tampadas e mantidas em estufa incubadora, a 42 °C, 

durante 72 horas (DIAS; BARROS, 1995). Após este periodo as sementes foram submetidas ao 

teste de germinação e determinação do teor de água, conforme metodologias já descritas 

anteriormente.  

Comprimento de plântula: utilizou-se a metodologia proposta por Nakagawa 

(1999), que consiste em distribuir quatro repetições de 10 sementes, com a extremidade da 

radicula voltada para baixo, dispostas no terço superior do papel de germinação previamente 

umedecido na proporção de 2,5 vezes a massa do papel seco. Posteriormente estes foram 

colocados em germinador tipo BOD para germinação no escuro, durante sete dias. Após este 
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período, com o auxilio de régua milimetrada, foram medidas a parte aéra e a raiz primária das 

plântulas normais, sendo os resultados expressos em cm por plântula. 

Massa seca de plântula: realizado em conjunto com o teste de comprimento, as 

plântulas foram separadas em duas porções, parte aérea e sistema radicular, sendo estas levadas a 

estufa de circulação e secadas a 65°C por 72 horas, posteriormente a este período foi realizado a 

pesagem em balança analítica, sendo os resultados expressos em miligrama por plântula 

 

3.5 TRATAMENTO DAS SEMENTES COM GA3 

 

Após a caracterização inicial, as sementes foram separadas em porções de 40 

gramas para o teste de germinação e 20 gramas para o teste de comprimento, estas foram 

colocadas em potes de PVC com tampa e tratadas via embebição de sementes com 5 ml, na 

solução estoque e diluições de 1:10, 1:100 e 1:1000 (v/v), equivalentes a concentrações de 0,05, 

0,005, 0,0005 e 0,00005 mg/ml respectivamente por um período de seis horas, sendo este agitado 

a cada 30 minutos. Após este periodo foi realizada a avaliação do desempenho germinativo por 

meio dos testes de primeira contagem de germinação e germinação, avaliando plântulas normais, 

anormais  e sementes mortas, comprimento de parte aérea e raiz e massa seca da parte aérea e 

raiz das plântulas, utilizando as metodologias já descritas anteriormente. 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

As pressuposições de normalidade dos erros, homogeneidade das variâncias e 

independencia dos erros foram testados por Shapiro-Wilk, Levene e Durbin-Watson, 

respectivamente.  Os dados foram submetidos a análise de variância (p ≤ 0,05) e se significativo, 

as médias foram comparadas pelo teste de Tukey (p≤ 0,05). Todas as análises foram realizadas 

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

 

3.4 RESULTADOS 

O lote de sementes utilizado apresentou germinação superior ao mínimo 

estabelecido para a comercialização (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Caracterização de grau de umidade e do potencial fisiológico inicial (germinação e 
vigor ) do lote de sementes de milho super doce utilizado no experimento  
 
 
 
 

Variáveis Valores Observados 
Grau de umidade 8,7% 
Germinação 76% 
Primeira contagem 32% 
Plântulas anormais 19% 
Sementes mortas 5% 
Envelhecimento acelerado 40% 
Comprimento da parte aérea 6,5 cm/plântula 
Comprimento da raiz 9,4 cm/planta 
Massa seca da parte aérea 12 mg/planta 
Massa seca da raiz 9,2 mg/planta 
Emergência de plântulas em areia 82% 
Índice de velocidade de emergência 5,2 

 
 

No teste de primeira contagem de germinação (Figura 1), os tratamentos 

CS/TPP e CS/TPP/GA3 apresentaram os melhores resultados na diluição de 100. Para a 

ALG/CS, na diluição de 1000, houve incremento na germinação quando comparado ao controle. 

A diluição de 1000 do ALG/CS foi superior as demais doses dele e também em relação a todos 

os demais tratamentos nesta mesma diluição. 

Na diluição de 1:100, todos, exceto o ALG/CS, aumentaram a germinação em 

relação ao controle e ao GA3. Já na diluição de 10, somente o ALG/CS/GA3 aumentou em 

relação ao controle e GA3. Na concentração estoque, CS/TPP, ALG/CS e ALG/CS/ GA3 foram 

superiores aos demais. No teste de germinação, não houve efeito significativo das formulações e 

concentrações.  
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Figura 1 - Valores médios da primeira contagem da germinação (%) de sementes de milho super doce tratadas com 
nano CS/TPP/GA3, nano CS/TPP, nano ALG/CS/ GA3, nano ALG/CS, GA3, em concentrações de 0,05 mg /ml 
(formulação estoque) diluições de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias 
seguidas de mesma letra minúsculo entre tratamentos de uma mesma diluição e maiúsculo entre diluições de um 
mesmo tratamento não diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 

Para plântulas anormais não houve efeito significativo (p>0,05) dos fatores 

isolados e da interação, bem como em relação ao controle. O mesmo comportamento foi 

observado para a variável sementes mortas. 

Para a variável comprimento da parte aérea (Figura 2) nota se que não houve 

diferença entre as diluições para o tratamento com ALG/CS/GA3. Para o ALG/CS obteve-se 

melhor resposta na diluição de 1000,. Já no GA3 isolado, nas diluições de 10 e 100 observou-se 

as menores respostas. No tratamento com CS/TPP/GA3, na diluição de 1000 ocorreu um 

decrécimo nos valores, sem diferir entre as demais diluições. Já para o CS/TPP, o menor 

resultado se deu na diluição de 10, com as demais concentrações superando o controle.   

 
 

 
Figura 2 - Valores médios do comprimento de parte aérea (cm) de sementes de milho super doce tratadas com nano 
CS/TPP/GA3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GA3, nano ALG/CS, GA3, em concentrações de 0,05 mg /ml 
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(formulação estoque) diluições de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias 
seguidas de mesma letra minúsculo entre tratamentos de uma mesma diluição e maiúsculo entre diluições de um 
mesmo tratamento não diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 

Ao analisar a variavel comprimento de raiz, nota-se que para o tratamento com 

CS/TPP não houve diferença entre as diluições analisadas.  Contudo, para o CS/TPP/GA3, a 

diluição de 1:1000 apresentou respostas inferiores, assim como as diluições de 1:10 e 1:100, do 

tratamento com GA3. O tratamento ALG/CS, na diluição de 1:100, apresentou comprimento de 

raiz inferior em relação as demais diluições do mesmo tratamento. O ALG/CS/GA3 foi inferior 

aos demais na diluição de 10. Dentro das diluições, a de 100, dos tratamentos CS/TPP/GA3 e 

ALG/CS/GA3 apresentou aumento em relação ao GA3. Para as diluições de 10, o ALG/CS, 

CS/TPP e CS/TPP/ GA3 foram superiores ao GA3. ( Figura 3) 

 

 
Figura 3 - Valores médios do comprimento de raiz (cm) de sementes de milho super doce tratadas com nano 
CS/TPP/GA3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GA3, nano ALG/CS, GA3, em concentrações de 0,05 mg / ml 
(formulação estoque) diluições de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). Médias 
seguidas de mesma letra minúsculo entre tratamentos de uma mesma diluição e maiúsculo entre diluições de um 
mesmo tratamento não diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 

A massa seca da parte aérea (Figura 4), nos tratamentos utilizando CS/TPP, 

CS/TPP/GA3, ALG/CS/GA3 e ALG/CS nas diluições de 1000, 100 e 10, foi inferior quando 

comparada com os resultados do controle e aos demais tratamentos, com exceção do uso apenas 

do GA3. Para o tratamento com ALG/CS/GA3, ao avaliar as diluições a de 1 e 10 vezes 

obtiveram melhores respostas quando comparadas ao controle. Contudo para o ALG/CS na 

diluição de 100 vezes, ALG/ CS/GA3, CS/TPP e CS/TPP/GA3 nas diluições 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 plântulas oriundas de sementes de milho super 
doce tratadas com nano CS/TPP/GA3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GA3, nano ALG/CS, GA3, em concentrações de 
0,05 mg / ml (formulação estoque) diluições de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). 
Médias seguidas de mesma letra minúsculo entre tratamentos de uma mesma diluição e maiúsculo entre diluições de 
um mesmo tratamento não diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 

O tratamento CS/TPP apresentou melhor resultado de massa seca da raiz nas 

diluições de 1, 10 e 100, assim como o CS/TPP/GA3 na diluição de 100, com valores acima do 

controle. Os demais tratamentos das sementes em todas as diluições avaliadas demonstraram 

resultados abaixo do controle. 

 

 

Figura 5 - Valores médios da massa seca da raiz (mg) de plântulas oriundas de sementes de milho super doce 
tratadas com nano CS/TPP/GA3 , nano CS/TPP, nano ALG/CS/GA3, nano ALG/CS, GA3, em concentrações de 0,05 
mg / ml (formulação estoque) diluições de 0,005 mg /ml (10), 0,0005 mg / ml (100) e 0,00005 mg / ml (1000). 
Médias seguidas de mesma letra minúsculo entre tratamentos de uma mesma diluição e maiúsculo entre diluições de 
um mesmo tratamento não diferem pelo teste de Tukey a 5% de significância. 
 
 
3.5 DISCUSSÃO  
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Os pré-tratamentos de sementes são utilizados para melhorar a sincronia da 

germinação e aumentar o vigor das sementes devido à ativação de processos metabólicos 

(PAPARELLA et al., 2015). 

A estimativa de produtividade em larga escala indicou que as nanopartículas de 

quitosana contendo GA3 apresentam excelente potencial para aplicações na agricultura. Os 

polímeros usados para fabricar as nanopartículas são de baixo custo e são produzidos 

essencialmente com água. Além disso, a metodologia de tratamento de sementes permite que as 

sementes estejam prontas para a semeadura no campo, evitando a aplicação das nanopartículas 

no solo e a possível contaminação do meio ambiente (PAPARELLA et al., 2015). 

Os polímeros sintéticos e naturais também podem alterar o metabolismo das 

sementes, melhorando os mecanismos de defesa contra patógenos e aumentando o vigor das 

plântulas (ZENG et al., 2012). 

Os dois sistemas nanocarreadores baseados em CS apresentaram características 

físico-químicas diferentes, que consequentemente influenciaram a liberação de GA3 durante o 

condicionamento das sementes. Ensaios in vitro mostraram que a liberação do sistema ALG/CS-

GA3 foi inicialmente mais lenta, enquanto quase 100% do agente ativo presente no sistema foi 

liberado em 24 horas. O sistema CS/TPP/GA3 apresentou liberação inicial mais rápida, mas 54% 

do hormônio ficou retido dentro das partículas após 24 horas. Uma consideração importante é 

que as condições de pH e temperatura podem alterar o mecanismo e a duração da liberação de 

GA3, portanto, mais estudos são necessários para elucidar a natureza da liberação de GA3 em 

plantas, bem como para determinar como os sistemas nanocarreadores se comportam dentro das 

plantas (PEREIRA et al., 2017). 

 

3.5 CONCLUSÃO  

 

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

obtiveram melhores resultados, quando comparados com o GA3 livre. 
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4. ARTIGO B. NANOPARTÍCULAS LIBERADORES DE ÓXIDO NÍTRICO NO DEEMPENHO 

GERMINATIVO  DE SEMENTES DE MILHO SUPER DOCE EM DIFERENTES TEMPERATURAS 

 
4.1 RESUMO 

 
O milho doce possui um baixo potencial fisiológico que dificulta sua germinação e o 
estabelecimento do estande, principalmente em condições de ambiente não favoráveis. Uma 
alternativa é o uso exógeno de protetores como o óxido nítrico (NO), porém sua alta degradação 
dificulta a aplicação prática. As nanocápsulas podem viabilizar essa aplicação, reduzindo a 
degradação e aumentando a eficiência. Diante disso, o trabalho teve por objetivo avaliar o efeito 
de doses de oxido nítrico 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 repetições. Foram testadas três suspensões, sendo essas: 
nano de quitosana mais doador de oxido nitrico (NP NO), apenas quitosana vazio (NP vazia) e 
apenas o doador de NO (NO LIVRE), nas doses 0, 2, 4, 6 e 8 mmol. Os tratamentos foram 
submetidos a germinação nas temperaturas de 20°C, 25°C e 30°C. As variáveis analisadas 
foram: primeira contagem, germinação, plântulas normais e sementes mortas, comprimento e 
massa seca de parte aérea e e de raiz de plântula. Nas três temperaturas, o aumento das doses de 
NO reduz o desempenho fisiológico das sementes de milho doce. 
 
Palavra-chave: Estresse abiótico; Nanotecnologia; Quitosana; Zea mays saccharata Sturt. 

 
 

4.2 INTRODUÇÃO 

A produção e comercialização do milho super doce é realizada o ano todo, 

principalmente em áreas próximas as indústrias. Isto faz com que a cultura comumente sofra com 

condições climáticas adversas, como variações de temperatura, que interferem na germinação, 

crescimento e desenvolvimento da cultura, afetando sua produção (KWIATKOWSKI; 

CLEMENTE, 2007). Além disso, as sementes de milho doce apresentam menor potencial 

fisiológico, quando comparadas as de milho comum, devido a menor quantidade de amido no 

endosperma, a cristalização do açúcar no interior das células e a presença de espaços 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 ºC, com emergência de plântulas de 4 a 7 dias após a semeadura, sendo a 

temperatura considerada ótima de 25°C. Entretanto, o uso de sementes de pior qualidade, aliado 

a ocorrência de condições ambientais adversas por ocasião da semeadura, pode resultar em baixa 

percentagem de germinação e menor velocidade de emergência das plântulas (FANCELLI; 

DOURADO NETO, 2000). 

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

germinação e emergência, quando o suprimento de umidade for adequado e outros estresses 
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forem mínimos. Na maioria das espécies a temperatura ótima de germinação, na qual a maior 

germinação é alcançada em menor tempo, encontra-se entre 15 e 30°C, a máxima varia entre 35 

e 40°C, podendo a mínima chegar ao ponto de congelamento (MAYER; POLJAKOFF-

MAYBER, 1989).  

Com o intuito de minimizar os efeitos de estresses abióticos, como o estresse 

térmico, e melhorar o desempenho germinativo das sementes sem prejudicar a produção, o uso 

de doadores de óxido nítrico vem sendo aplicado de forma exógena. Este atua como uma 

molécula sinalizadora, agindo na superação de condições ambientais estressantes, sendo uma 

peça-chave na modulação da expressão gênica, interagindo com as espécies reativas de oxigênio 

e controlando as ações hormonais (SIMONTACCHI et al., 2015; FRACH, 2013). 

Contudo os doadores de NO são instáveis, e as taxas de decomposição 

aumentam conforme a exposição a luz e altas temperaturas. Diante disso, o desenvolvimento de 

nanocápsulas de doadores de NO apresentaram uma taxa de redução significativa (SEABRA, 

2001). 

As nanopartículas são capazes de melhorar a estabilidade físico-química dos 

produtos, além de fornecer uma liberação lenta e gradativa e minimizar perdas por degradação, 

lixiviação e volatilização (PÉREZ-DE-LUQUE, 2017). 

Diante do exposto o presente trabalho objetivou-se avaliar o efeito de doadores 

de oxido nítrico nanoencapsulado no desempenho germinativo de sementes de milho super doce 

em diferentes temperaturas. 

 

4.3 MATERIAL E MÉTODOS  

 

O experimento foi conduzido no Laboratório de Fitotecnia na Universidade 

Estadual de Londrina, sendo utilizado um lote de sementes do milho híbrido super doce 

SV9298SN da Seminis.   

O delineamento foi inteiramente causualizado com esquema fatorial 3 x 5 com 

quatro repetições. Foram testadas três suspensões, 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 

germinação nas temperaturas de 20°C (subótima), 25°C (ótima) e 30°C (supraótima).  

 

4.3.1 Síntese das Nanopartículas Liberadoras de NO  
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As soluções com as nanopartículas de quitosana/tripolifosfato de sódio, 

contendo ácido mercaptosuccínico (disponibilizador de NO nanoencapsulado), bem como as 

soluções contendo somente ácido mercaptosuccínico (MSA) (disponibilizador livre de NO), 

foram fornecidas pelo Centro de Ciências Naturais e Humanas (CCNH) pertencente à 

Universidade Federal do ABC, São Paulo. 

As nanopartículas foram preparadas por gelificação ionotrópica (ELGADIR et 

al., 2015; TRIPATHY et al., 2012). Resumidamente, quitosana (CS) (2.6 mg.ml-1) e ácido 

mercaptosuccínico (MSA) (2.7 mM) foram misturados através de agitação magnética numa 

solução aquosa de ácido acético (0,175 M) durante 90 minutos. A solução aquosa de 

tripolifosfato de sódio (TPP) foi adicionada gota a gota na suspensão CS/MSA, obedecendo à 

proporção volumétrica de 3 CS/MSA: 1 TPP. A mistura final foi agitada durante mais 45 

minutos à temperatura ambiente, produzindo uma suspensão de nanopartículas (NPs) contendo 

MSA na concentração final de MSA 1000 mM. 

 

4.3.1.1 Nitrosação do ácido mercaptosuccínico formando ácido S-nitroso-mercaptosuccínico 

 

Os grupos tiol livres de MSA encapsulado (1000 mM) em nanopartículas de 

quitosana foram nitrosados adicionando quantidades equimolares de nitrito de sódio (NaNO2) 

(1000 mM) em meio acidificado (pH = 3), levando à formação de NP CS-MSA-NO. A solução 

final foi protegida da luz com papel alumínio e levada à geladeira por 1 hora. Da mesma forma, 

o ácido S-nitroso-mercaptosuccínico (MSA-NO) (não encapsulado) foi preparado através da 

nitrosação do MSA livre, adicionando uma quantidade equimolar de NaNO2. A formação ácido 

S-nitroso-mercaptosuccínico livre ou encapsulado em nanopartículas foi confirmada pela 

aparência das bandas de absorção de grupo S-NO características a 336 nm (ε = 980.0 M-1.cm-1) 

ou a 545 nm (ε = 18.4 M-1.cm-1) usando o espectrofotômetro Uv-vis Agilent 8453. 

 

4.3.2 Tratamento de Sementes 

 

As sementes foram separadas em porções de 40 g para o teste de germinação e 

20 g para o teste de comprimento, estas foram colocadas em potes de PVC com tampa e tratadas 

via embebição de sementes com 5 e 2,5 ml de solução respectivamente, nas doses 0 (apenas água 

destilada), 2, 4, 6, 8 e 10 mmol, por um período de seis horas, sendo este agitado a cada trinta 

minutos.  
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4.3.3 Desempenho germinativo 

 

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

Teste de germinação: realizado de acordo com a metodologia descrita nas 

Regras de Análise de Sementes (BRASIL, 2009), nas temperaturas preestabelecidas. As 

avaliações foram realizadas aos 7 dias após o início do teste, contabilizando as plântulasnormais, 

anormais e sementes não germinadas, com resultados expressos em porcentagem.  

Primeira contagem de geminação: conduzido em conjunto com a germinação, 

sendo realizada a contagem das plântulas normais no quarto dia após a montagem do teste, sendo 

os resultados expressos em porcentagem. 

Comprimento de plântula: utilizando a metodologia proposta por Nakagawa 

(1999), que consiste em distribuir quatro repetições de 10 sementes, com a extremidade da 

radicula voltada para baixo, dispostas no terço superior do papel germiteste previamente 

umedecido na proporção 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 

germinação no escuro, durante 7 dias. Após este periodo com o auxilio de uma régua 

milimetrada foram medidas a parte aéra e a raiz primária das plântulas normais, sendo os 

resultados expressos em cm por plântula. 

Massa seca de plântula: realizado em conjunto com o teste de comprimento, as 

plantas foram separadas em duas porções, parte aérea e radicular, sendo estas levadas a estufa de 

circulação e secadas a 65°C por 72 horas. Posteriormente a este periodo foi realizado a pesagem 

em balança analítica, sendo os resultados expressos em miligrama por plântula.  

 

 

 

4.4 RESULTADOS 

 

Temperatura 20⁰ 
 

Com base na análise de variância, foi observado interação significativa apenas 

para a variável comprimento de plântulas (CPA). Para as variáveis germinação, plântulas 

anormais, comprimento de raiz e massa seca da parte aérea e raiz houve efeito isolado de doses, 

sendo que para as duas últimas também foi constatado efeito isolado de tratamento (Tabela 1). 
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Tabela 1 – Resumo da análise de variância para NPs , dose e interação entre NPs e dose para as 
variáveis primeira contagem (PC), germinação (G), plântulas anormais (ANOR), sementes 
mortas (MORT), comprimento de plântulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e 
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensões e doses de doadores de óxido 
nítrico. 

Fonte de variação G.L. 
Quadrado médio 

PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR 
NPs 2 0 14,87ns 11,4ns 0,26ns 2,75* 6,05* 29,14** 4,41ns 

DOSE 4 0 291,2* 282,1* 41,2ns 128,74* 184,6* 131,9* 6,9** 
NPs x DOSE 8 0 27,03ns 24,1ns 12,27 ns 0,79** 0,97ns 10,9ns 2,30ns 

Resíduo 45 0 36,8 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 

Média geral   37,72 52,38 9,89 6,58 10,92 15.66 7,378 
 

Analisando o efeito de dose na variável germinação, não foi possível ajustar 

um modelo de regressão que explique o comportamento dos dados (Figura 1A). Em 

contrapartida, para as plântulas anormais, os dados se ajustaram ao modelo quadrático, com 

máxima resposta na dose estimada de 5,56 mmol, com 56% de plântulas anormais (Figura 1B). 

Para as variáveis comprimento de raiz e massa seca de parte aérea, foi observado que a NP NO 

apresentou respostas inferiores em relação aos demais tratamentos, não diferindo, entretanto, do 

DNO LIVRE para a MSPA (Tabela 2). 

 
 
Figura 1 - Germinação (A) e plântulas anormais (B) em relação a doses.  

 
 
Tabela 2 – Médias das variáveis 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 11,05 a 15,67 a 

Médias seguidas de mesma letra minúscula na coluna não diferem pelo teste de Tukey a 5% de 
significância. 
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No desdobramento da interação entre os tratamentos com as doses para a 

variável CPA (Figura 2) foi possível ajustar modelos de regressão quadráticos, com mínima 

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 variável CR (figura 2B), 

houve apenas efeito de doses com ajuste quadrático, com menor resposta na dose de 6,19 e 

resposta de 7,72 cm. O mesmo ocorreu para a variável 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 plântulas de milho em resposta ao tratamento de sementes com 
diferentes suspensões e doses de NO em função das NPs e doses. 
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Temperatura 25⁰ 
 

Com base na análise de variância, foi observado interação significativa entre os 

fatores avaliados apenas para a variável comprimento de parte aérea (CPA). Para as variáveis 

primeira contagem, germinação, 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 análise de variância para NPs, dose e interação entre NPs e dose para as 
variáveis primeira contagem (PC), germinação (G), plântulas anormais (ANOR), sementes 
mortas (MORT), comprimento de plântulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e 
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensões e doses de doadores de óxido 
nítrico. 

Fonte de 
variação 

G.L 
Quadrado médio 

PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR 
NPs 2 184,5* 102,2ns 198,9ns 68,9** 1,40* 0,09ns 3,06ns 3,3ns 

DOSE 4 266,3* 297,6** 124,6ns 77,9* 2,7* 50,1* 15,5** 7,3ns 
NPs x DOSE 8 36,71ns 109,1ns 58,6ns 37,03ns 0,64* 5,9ns 20,2ns 1,31ns 

Resíduo 45 25,9 96,8 98,6 22,2 0,18 3,9 17,9 3,9 
C.V. (%)  20,58 14,97 44,41 39,46 3,59 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 variáveis primeira contagem e sementes mortas, foi observado que a DNO 

LIVRE resultou em menores valores de plântulas normais em relação as demais suspensões, não 

diferindo, entretanto, do NP NO para a MORT (Tabela 3). 

 
Tabela 4 – Médias das variáveis primeira contagem, plântulas anormais e sementes mortas em 
relação as NPs. 

NPs PC MORT 
DNO LIVRE 21,40 b 10 b 

NP NO 25,60 a 12 ab 
NP VAZIA 27,30 a 14 a 

*Médias seguidas de mesma letra minúscula não diferem pelo teste de Tukey a 5% de 
significância. 
 

Na variável PC (Figura 3A), houve ajuste quadrático, com aumento das 

plântulas germinadas após a dose de 3,39 mmol com reposta de 20,73%. Para a variável 

germinação (Figura 3B), os dados foram ajustados para o modelo quadrático, com redução na 

germinação até a dose estimada de 4,01 mmol, com 60,85% de germinação e posteriormente 

acréscimo. Ao se analisar as sementes mortas (Figura 3C), nota-se também um ajuste quadrático 
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com acréscimo conforme ocorre o aumento da dose, sendo a máxima obtida na dose 4,89 mmol, 

com resposta de 14,21%.  

 
Figura 3 - Primeira contagem, germinação e sementes mortas (%) em função de doses. 

 
 

Quando observado o efeito de dose na variável comprimento de raiz, não foi 

possível ajustar um modelo de regressão que explique o comportamento dos dados (Figura 4B). 

Ao analisar as variáveis CPA para NP VAZIO houve decréscimo com o aumento das doses; para 

as demais suspensões foi não significativo. Para a variável 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 

função de diferentes NPs e doses.  
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Temperatura 30⁰ 
 

Com base na análise de variância, foi observado interação significativa entre os 

fatores apenas para as variáveis, primeira contagem (PC), massa seca de parte aérea e raiz 

(MSPA e MSR). Para as variáveis, CPA e CR foi observado efeito isolado de doses, sendo que 

para as plântulas anormais e sementes mortas, também foi observado efeito isolado das NPs 

(Tabela 5).  

 
Tabela 5 – Resumo da análise de variância para NPs , dose e interação entre NPs e dose para as 
variáveis primeira contagem (PC), germinação (G), plântulas anormais (ANOR), sementes 
mortas (MORT), comprimento de plântulas e de raiz (CPA e CR), massa seca de parte aérea e 
raiz (MSPA e MSR) para milho doce em resposta a suspensões e doses de doadores de óxido 
nítrico. 

Fonte de variação G.L. 
Quadrado médio    

PC G ANOR MORT CPA CR MSPA MSR 
NPs 2 256,2** 245ns 305** 60* 4,64ns 0,47ns 62,23ns 35,34** 

DOSE 4 344,1* 131,5ns 63,57ns 24,57ns 13,26* 78,31* 76,47ns 21,024* 
NPs x DOSE 8 154,9** 68,25ns 87,17ns 15,92ns 2,19ns 0,93ns 123,79* 3,71* 

Resíduo 59 65,1 94,8 91,67 15,76 1,97 3,57 35,4 9,54 
C.V. (%)  23,67 20,72 21,61 45,62 12,89 7,43 21,94 22,48 

Média geral  34,1 47 44,3 8,7 10,9 25,4 27,11 13,74 
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Ao analisar a variável plântulas anormais, foi observado que a DNO LIVRE apresentou 

respostas inferiores em relação aos demais tratamentos, já para o comprimento da parte aérea o 

DNO LIVRE apresentou respostas inferiores, contudo não diferindo do NP NO (Tabela 6). 

 
Tabela 6: Médias das variáveis comprimento de parte aérea em relação as NPs. 

NPs ANORM CPA 
DNO LIVRE 21,40 b 10 b 

NP NO 25,60 a 12 ab 
NP VAZIA 27,30 a 14 a 

*Médias seguidas de mesma letra minúscula não diferem pelo teste de Tukey a 5% de 
significância.  
 

Quando analisada a primeira contagem (Figura 5), no desdobramento da 

interação entre os fatores foi possível ajustar modelos de regressão quadráticos, sendo que a 

máxima 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 germinação em função de diferentes tratamentos e doses. 

 

 

Nas variáveis comprimento de parte aérea e raiz (Figura 6A e B) obteve se 

ajuste quadrático, apesentando redução conforme ocorre um aumento das doses.  

Ao analisar a massa seca da parte aérea (figura 6C), nota-se que houve 

interação significativa, onde os pontos de máxima foram de 3,64 e 8,59 mmol, para os 

tratamentos com DNO LIVRE e NP vazia, com resposta de 26,95 e 28,83 mg respectivamente. 

Já para o tratamento com NP NO, foi observado aumento após a dose estimada de 2,34 com 

resposta de 24,81 mg.  
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Para a variável massa seca de raiz nota se que houve redução conforme o 

aumento das doses, exceto para o tratamento com NP NO, que não apresentou ajuste 

significativo. Para o NP vazio foi possível estimar uma dose de máxima resposta, com 0,25 

mmol e resposta de 16,66 mg, com redução após 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 função de diferentes  NPs e doses.  

 

 
 
4.5 DISCUSSÃO 

 

Ao analisar a velocidade de germinação por meio da variável primeira 

contagem nota-se que quando submetidas a temperatura subótima o NO não apresenta um efeito 

positivo assim como é relatado por Besson-Bard (2008).  

Os mecanismos pelos quais o NO estimula a germinação ainda não foram 

totalmente esclarecidos, no entanto, alguns estudos confirmam um efeito protetor que auxilia na 

maior germinação das sementes devido à sinalização que atua nas interações com alvos celulares 

por meio de redox (ÁVILA et al., 2007; SILVA et al., 2019) 

Os efeitos no desempenho germinativo por meio do NO em plantas submetidas 

a estresse abiótico, como o estresse térmico, são induzidos por meio de baixas concentrações 

desta molécula, pois quando ocorre um aumento nas doses, estes acabam exercendo efeito fito 
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tóxico, causando um estresse nitroso, levando a morte celular, sendo assim esta molécula possui 

duplo efeito, podendo auxiliar na proteção e desenvolvimento das plântulas, mas de acordo com 

sua concentração pode acabar se tornando letal (SANTISREE et al., 2013). 

Correa-Aragunde e colaboradores (2008) verificaram que o óxido nítrico afeta 

o crescimento de raízes de tomate de forma dose-dependente, sendo que as baixas concentrações, 

estimulam o crescimento das raízes, enquanto as altas concentrações têm um efeito inibitório 

sobre o crescimento. 

Utilizando nanopartículas doadoras de NO, Oliveira e colaboradores (2016), 

notaram que estes foram mais eficientes que os doadores de NO livre, para proteção 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 

inferências também podem ser ampliadas: interação com a espécie estudada, com outros tipos de 

estresses, com adequação de formulações, de formas de aplicação nas sementes. Dessa forma, 

novos estudos devem ser feitos com o intuito de elucidar os efeitos que o NO, tanto livre como 

protegido pelas nanocápsulas, atuam no desenvolvimento de plântulas sob condições adversas. 

 

  
4.6 CONCLUSÃO 

 

A aplicação de óxido livre ou nanoencapsulado, nas doses avaliadas, não 

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

quanto em sub ou supraótima.  
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