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ALVES, Rafael Mateus. Danos oxidativos associados a estresses abidticos durante a
germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho. 2019. 49p. Monografia
(Graduagdo em Agronomia) — Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade
Académica de Serra Talhada, Serra Talhada, Pernambuco, Brasil.*

RESUMO

A contaminacdo dos solos por salinidade e metais pesados séo fatores que limitam a
producdo agricola, afetando a germinacdo das sementes e o desenvolvimento inicial das
plantulas. O milho roxo destaca-se como uma importante fonte de pigmentos naturais,
que podem ser utilizados para diversas finalidades industriais. Diante do exposto, 0
objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de danos oxidativos associados a estresses
abioticos durante a germinacéo e o desenvolvimento inicial de plantulas de milho roxo.
O experimento foi conduzido na Universidade Federal Rural de Pernambuco, Unidade
Académica de Serra Talhada. Para cada experimento realizado o delineamento utilizado
foi o inteiramente casualizado, em esquema fatorial 5x2 (concentragdo x temperatura),
com quatro repeticbes de 50 sementes (teste de germinacdo), quatro repeticbes de 20
sementes (teste de comprimento de plantula e massa seca) e trés repeticdes de cinco
plantulas normais, provenientes do teste de germinacdo (indicadores de danos
oxidativos). Os parametros avaliados foram a porcentagem de germinacéo,
comprimento e massa seca total, da parte aérea, do sistema radicular e indicadores de
danos oxidativos (clorofilas totais, a, b, carotenoides totais e peroxidacdo de lipideos)
na fase de plantula. Todas as analises foram realizadas utilizando o programa estatistico
SISVAR v. 5.6. e para a confeccdo dos graficos, utilizou-se o programa Sigma Plot
10.0. O aumento das concentracdes salinas afetou a germinacdo, parametros de
crescimento (comprimento e massa seca) e indicadores de danos oxidativos (clorofilas
totais, a, b, carotenoides totais e peroxidacao de lipideos) de plantulas de milho roxo. A
associacdo das diferentes concentragdes salinas com a temperatura de 30°C
proporcionou parametros de crescimento superiores, mesmo em condi¢fes de estresse
salino. A utilizagdo de diferentes concentracfes de aluminio ndo interferiu na
porcentagem de germinacdo de sementes de milho roxo, jA 0s parametros de
crescimento (comprimento e acumulo de massa seca) e os indicadores de danos
oxidativos (clorofilas totais, a, b, carotenoides totais e peroxidacdo de lipideos) de
plantulas de milho roxo sofreram redugdo com o0 aumento das concentracdes de
aluminio. A associacdo das diferentes concentracdes de aluminio com a temperatura de
25°C indicou que o crescimento da parte aérea foi menos afetado com o aumento das
concentracdes. A temperatura de 30°C acarretou em um maior acimulo de massa seca
total, da parte aérea e do sistema radicular de plantulas de milho roxo. Diante do
exposto, a germinagdo, o desenvolvimento inicial de plantulas e os indicadores de danos
oxidativos submetidas a concentragdes de cloreto de sddio e o desenvolvimento inicial
de plantulas e os indicadores de danos oxidativos submetidas a concentracfes de
aluminio sdo eficientes para avaliar o desempenho fisiologico de plantulas de milho
roxo.

Palavras-chave: Estresse salino, toxidez por Aluminio, potencial fisiolégico.

*Comité Orientador: Prof.2 Dr.2 Monalisa Alves Diniz da Silva — Universidade Federal

Rural de Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada.



ALVES, Rafael Mateus. Oxidative damage associated with abiotic stress during
germination and initial development of maize seedlings. 2019. 49p. Monograph
(Graduation in Agronomy) - Universidade Federal Rural de Pernambuco/Unidade
Académica de Serra Talhada, Serra Talhada, Pernambuco, Brazil.*

ABSTRACT

Soil contamination by salinity and heavy metals are factors that limit agricultural
production, affecting seed germination and initial seedling development. Purple corn
stands out as an important source of natural pigments, which can be used for various
industrial purposes. In view of the above, the objective of this study was to evaluate the
effect of oxidative damage associated with abiotic stress during germination and the
initial development of purple corn seedlings. The experiment was conducted at the
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Serra Talhada Academic Unit. For each
experiment, the design used was the entirely randomized 5x2 factor scheme
(concentration x temperature), with four repetitions of 50 seeds (germination test), four
repetitions of 20 seeds (seedling length and dry mass test) and three repetitions of five
normal seedlings, from the germination test (indicators of oxidative damage). The
parameters evaluated were germination percentage, length and total dry mass of the
aerial part, root system and indicators of oxidative damage (total chlorophylls, a, b, total
carotenoids and lipid peroxidation) in the seedling phase. All analyses were performed
using the statistical software SISVAR v. 5.6 and the Sigma Plot 10.0 software was used
to produce the graphs. The increase in saline concentrations affected germination,
growth parameters (length and dry mass) and indicators of oxidative damage (total
chlorophylls, a, b, total carotenoids and lipid peroxidation) of purple corn seedlings.
The association of the different saline concentrations with the temperature of 30°C
provided superior growth parameters, even in conditions of saline stress. The use of
different aluminum concentrations did not interfere in the germination percentage of
purple corn seeds, while the growth parameters (length and dry mass accumulation) and
the indicators of oxidative damage (total chlorophylls, a, b, total carotenoids and lipid
peroxidation) of purple corn seedlings were reduced with the increase in aluminum
concentrations. The association of the different aluminum concentrations with a
temperature of 25°C indicated that the growth of the aerial part was less affected with
the increase in concentrations. A temperature of 30°C resulted in a greater accumulation
of total dry mass, of the aerial part and of the root system of purple corn seedlings. In
view of the above, germination, initial seedling development and indicators of oxidative
damage subjected to sodium chloride concentrations and initial seedling development
and indicators of oxidative damage subjected to aluminum concentrations are efficient
to evaluate the physiological performance of purple corn seedlings.

KEYWORDS: Saline stress, aluminum toxicity, physiological potential.

*Advisor Committee: Prof. Dr. Monalisa Alves Diniz da Silva - Federal University

Rural of Pernambuco/Unidade Académica de Serra Talhada.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.) € um dos cereais de maior importancia na economia
mundial, que se caracteriza pelas diferentes formas de utilizacdo, que vai desde a
alimentacdo humana, animal até a sua utilizacdo na industria. Existem graos de milho
com diferentes coloracgdes, entre as quais se destaca o milho roxo que é uma variedade
que apresenta essa coloracdo em funcdo da alta concentracdo de antocianinas (ZHANG
etal., 2013).

As antocianinas sdo usadas como corantes alimentares principalmente na
industria de bebidas e alimentos. Atualmente existe uma preocupacédo dos consumidores
e fabricantes na utilizacdo de corantes alimentares artificiais, 0s mesmos buscam
alimentos a base de corantes provenientes de fontes naturais (LAO; SIGURDSON,;
GIUSTI, 2017). Na América do Sul, extratos de milho roxo sdo amplamente utilizados
em sobremesas caseiras e bebidas como chicha morada, uma bebida popular e
sobremesa peruana, preparada a partir do milho roxo (Food and Agriculture
Organization of the United Nations — FAO, 2013).

A producdo de alimentos esta diretamente ligada a diferentes fatores, entre eles
as mudancas climaticas e estresses abiéticos (RUGGIERO et al., 2017). Uma situacédo
preocupante do melhoramento vegetal, visando obter cultivares mais produtivas e
uniformes, é a diminuicdo da biodiversidade agricola que tem levado a uma reducdo na
tolerancia aos estresses abioticos, devido a perda de caracteristicas gendmicas
especificas durante a domesticacdo (DWIVEDI et al., 2016).

Existe a necessidade de estudar materiais genéticos mais rasticos, com maior
variabilidade genética, para que os mesmos possam servir como fonte de germoplasma
para as variedades modernas. O milho crioulo, cultivado por comunidades tradicionais,
apresenta ampla variabilidade genética, sendo adaptado a regido onde é cultivado ha
varias geragdes. Sao capazes de suportar 0s estresses abioticos e bioticos, permitindo
que o agricultor produza sua propria semente (ROMANO et al., 2007).

O crescimento das plantas é afetado por uma série de fatores abio6ticos que
causam estresse, tais como, salinidade do solo, toxicidade por metais pesados, e
temperaturas (MOHAMMADI, 2012). A produgédo do milho esté diretamente associada
as condi¢cbes do meio no qual é produzido, fatores ambientais interferem diretamente

nessa producdo. A salinidade é um dos fatores que ndo so prejudica o desenvolvimento
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das culturas como também a estrutura fisica do solo, comprometendo a composi¢édo
quimica, afetando diretamente a disponibilidade de nutrientes (HOGARTH, 2015).

A acidez do solo é outro fator limitante para a produtividade das culturas em
varias partes do mundo, sendo que no Brasil a maioria dos solos apresenta altos teores
de aluminio (SORATTO et al., 2005). Esses problemas séo verificados principalmente
em terras agricolas, devido aos efeitos da salinidade e da acidez no solo refletirem
diretamente no desempenho das culturas, prejudicando a germinacdo e
consequentemente o desenvolvimento do vegetal, causando declinio na produtividade
agricola (NOURI et al., 2017).

Segundo Andréo-Souza et al. (2010), a alta concentracdo de sais é um fator de
estresse para as plantas, pois reduz o potencial osmético proporcionando a a¢do dos ions
sobre o protoplasma das células. Solos salinos sdo comuns em areas de producdo, pois o
uso da &gua de baixa qualidade para irrigacdo e a aplicagcdo de quantidades superiores de
fertilizantes s@o as principais causas para o problema do aumento da salinidade do solo
(GHEYI1 et al., 2016). Alguns dos principais efeitos das altas concentracdes de sais no
solo sdo: redugdo na porcentagem da germinacdo, baixa velocidade de germinacéo,
reducdo do crescimento da raiz primaria, decréscimo do crescimento das plantulas e
aumento do tempo médio de germinacdo (PELEGRINI et al., 2013). Esses
comportamentos sdo verificados em fungdo da diminuicdo do potencial hidrico do solo,
reduzindo o gradiente de potencial entre o solo e a superficie da semente, restringindo a
captacdo de agua pela semente, e consequentemente reduzindo as taxas de germinacao
(LOPES; MACEDO, 2008).

A alta acidez dos solos do Brasil tem sido considerada um grande problema,
sendo facilmente encontrada em regides produtoras de gréos, principalmente no sul do
pais. Além disso, quando esta associada a presenca de metais toxicos, como é o caso do
aluminio, é considerada uma das maiores restricdes da producdo agricola (ECHART;
CAVALLI-MOLINA, 2001). A alta concentracdo de aluminio no solo segundo Ferreira;
Moreira; Rassini (2006), & um fator limitante para o crescimento e desenvolvimento das
plantas, atuando principalmente na reducédo da germinacdo e da taxa de crescimento do
sistema radicular, o que afeta 0 alongamento das raizes e a divisao celular, diminuindo
assim o seu poder de absorc¢do de agua e nutrientes do solo.

Os estresses abioticos, como salinidade e toxidez por aluminio, afetam

adversamente o crescimento das plantas, proporcionando uma ampla gama de respostas,
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incluindo  morfologicas, fisiologicas, alteracbes bioquimicas e moleculares
(ZANDALINAS et al., 2017). Dessa forma, ha a necessidade do estudo do processo
germinativo e do desenvolvimento inicial de pléntulas de culturas sob condigdes de
estresses, visando tanto o uso das mesmas como fonte de germoplasma em programas
de melhoramento genético, como 0 seu emprego no fornecimento de compostos
bioativos, como é o caso do milho roxo, que possam ser empregados nos setores da

indUstria alimenticia, cosmética e farmacéutica.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Milho roxo

O milho roxo (Zea mays L.), pertencente a familia Poaceae, € uma variedade
nativa da regido dos Andes, especificamente do Peru, destaca-se por apresentar em suas
sementes uma das mais profundas cores roxas encontradas no reino vegetal, sendo
amplamente cultivada e consumida em toda a regido Andina da América do Sul,
principalmente no Peru, Equador, Bolivia e Argentina (LAO; SIGURDSON; GIUSTI,
2017)

O endosperma da cariopse do milho roxo apresenta cianidina-3-glucosideo, que é
uma antocianina utilizada como corante natural, que tem demonstrado propriedades
antioxidantes (HARAKOTR et al., 2014), anticancerigenas (FUKAMACHI et al.,
2008), antimutagénicas, anti-proliferativas (PEDRESCHI; CISNEROS-ZEVALLOS,
2006) e antidiabéticas (THIRAPHATTHANAVONG et al., 2014). Também ha
relatados associados com o potencial dessa antocianina para reduzir o risco de doengas
cardiovasculares, obesidade e doengas cronicas (HE; GIUSTI, 2010).

O sabugo do milho roxo também contém grande quantidade de antocianinas,
incluindo a cianidina-3-glucosideo, pelagonidin-3-glucosideo e peonidin-3-glucosideo
(YANG; ZHAI, 2010), também apresenta &cido protocatecuico, hidroxibenzoico,
vanilico, cafeilico, p-camarico e fertlico (HARAKOTR et al., 2014). Ainda produzido
em baixa escala no Semiarido brasileiro, 0 milho roxo apresenta caracteristicas que
podem ser utilizadas para desencadear o aumento da producdo dessa cultura por
produtores locais com a finalidade de utilizacdo nos diversos segmentos industriais,

principalmente o alimenticio.



17

2.2 Estresses abioticos durante a germinacao
2.2.1 Estresse por salinidade

A semente € 0 insumo agricola mais importante, pois a partir dela se determina o
estande de plantas e consequentemente a produtividade. A germinacdo da semente é
considerada como sendo o primeiro passo da vida de uma planta, sendo um dos
processos fisiologicos mais sensiveis, afetada por interacdes hormonais e fatores
ambientais, tanto bidticos quanto abioticos (MADEJON et al., 2015).

Os solos sdo naturalmente compostos por varios elementos, entre eles 0s sais e
metais pesados. Os efeitos da salinidade sobre a germinacdo podem ser notados tanto
pela interferéncia dos sais no metabolismo celular, como pela reducdo do potencial
osmotico da semente, causando estresse hidrico. Segundo Morais et al. (2007), a
salinidade pode ainda causar injarias, como por exemplo degradacdo das clorofilas e
alteragBes no metabolismo de proteinas e nos teores de aminoacidos, devido ao estresse
idnico decorrente da alteracdo na concentracdo de ions Na* e CI" no protoplasma.

Nas sementes, a salinidade afeta a porcentagem de germinacdo e os caracteres
ligados ao vigor, afetando o estabelecimento de pléntulas, reduzindo a velocidade de
emergéncia, a uniformidade, a emergéncia total, o tamanho inicial e o estabelecimento
do estande, influenciando no acimulo de massa seca e afetando a produtividade
(SCHEEREN et al., 2010). As sementes em contato com o substrato salino d&o inicio ao
processo de embebicdo e consequentemente a entrada de ions, especialmente de Na* e
CI, suficientes para provocarem a toxicidade sobre o embriéo e/ou células da membrana
do endosperma (DUTRA et al., 2017).

2.2.2 Estresse por toxidez ao aluminio

Em solos com influéncia antropogénica, as fontes de adicdo de metais pesados
correspondem as emissdes atmosféricas provenientes de industrias metalUrgicas,
fabricas de fertilizantes, combustdo de carvdo, combustiveis fosseis, mineragdo e
incineradores, além da aplicacdo direta no solo de biossolidos, dejetos de animais,
compostos de residuos urbanos, fertilizantes e corretivos agricolas, defensivos e outros
produtos utilizados na agricultura (TIECHER, 2014). Estes materiais contribuem com
quantidades variaveis para a entrada de metais pesados no ambiente.

O aluminio (AI®*) apesar de ser um dos elementos mais abundantes, o terceiro

elemento depois do oxigénio e silica no meio ambiente, configurando 8,8 % na crosta
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terrestre, esta presente em reduzidas quantidades nos seres vivos (ROSALINO, 2011).
Em solos acidos e com elevados teores de AI**, a toxicidade de AIP* é o fator mais
limitante a produtividade agricola (DEL GUERCIO; CAMARGO, 2011). A presenca de
aluminio no solo causa problemas em torno de 30-40% das terras cultivaveis do planeta,
acarretando em solos acidos, ele torna-se soltvel, sendo absorvido pelas raizes e
inibindo o crescimento das plantas (SILVA, 2007).

A presenga do aluminio é considerada um dos mais importantes problemas de
toxicidade por metais em solos &cidos com pH abaixo de 5,5, pois 0 mesmo possuli
efeito toxico que age diretamente sobre o metabolismo vegetal, sendo um fator que
limita o crescimento e desenvolvimento das plantas, além de reduzir a capacidade de
absorcdo de &gua e nutrientes por parte das raizes das plantas (ECHART; CAVALLI-
MOLINA, 2001). A absor¢io de metais pesados como o aluminio (AI**) pela célula
vegetal pode levar a acumulacdo de EROs (espécies reativas do oxigénio), inibicdo da
fotossintese, desorganizacdo da estrutura de membranas e homeostase idnica, inibicdo
de reagdes enzimaticas e ativacdo da morte celular programada (MCP) (TAIZ et al.,
2017).

2.3 Efeito dos Estresses Abioticos

As plantas respondem aos desafios ambientais alterando o seu metabolismo
celular e acionando véarios mecanismos de defesa. As principais fontes de EROs
(espécies reativas do oxigénio) incluem as EROs produzidas na atividade metabdlica e
as EROs para efeito de sinalizacdo, como parte da rede de transducdo de sinal de
resposta a estresses abidticos (MILLER et al., 2010). De maneira geral, as EROs
produzidas podem afetar negativamente muitos processos na planta, por exemplo,
inibicdo da expressdo de genes e inducdo do estresse oxidativo (SCHLICKE et al.,
2014).

Em condi¢cdes normais, cerca de 1 a 2% do Oz consumido pela planta é
convertido em EROs, entretanto, & medida que sdo geradas ha a eliminagdo por um
conjunto de enzimas do sistema antioxidante de resposta, sendo assim incapazes de
causar algum tipo de dano as células (FOYER; NOCTOR, 2005). Entretanto, 0 aumento
excessivo na concentracdo das EROs nas células pode levar a danos nas membranas a
partir da peroxidacdo lipidica, da degradacdo de proteinas e também das moléculas de

DNA e RNA, oxidagdo de carboidratos, degradagdo de pigmentos e um
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comprometimento da atividade enzimatica (MITTLER, 2002). Isso pode resultar em
uma destruicdo oxidativa da célula, num processo denominado estresse oxidativo
(CHOUDHURY et al., 2017).

O excesso de sais e de metais pesados promovem estresse oxidativo, causando
alteracBes nos processos fisiologicos e bioquimicos das plantas como, diminuicdo do
teor relativo de agua na folha, reducdo dos pigmentos fotossintéticos e aumento no teor
de MDA (malondialdeido) (KAUSHAL; WANI, 2016). Além de comprometer as
atividades fisioldgicas normais da célula, podendo induzir uma producdo excessiva de
EROs. As principais EROs produzidas sdo: anion superoxido (O27), radical hidroxila
(-OH), oxigénio singleto (!02) e o perdxido de hidrogénio (H20;) (FANG; XIONG,
2015).

Estudos recentes mostram que as EROs ndo séo responsaveis somente por acoes
deletérias as plantas (DAS; ROYCHOUDHURY, 2014), mas podem agir como
moléculas de sinalizacdo, que transmitem respostas ambientais, prevenindo as plantas
de diversos estresses (SEWELAM; KAZAN; SCHENK, 2016). Assim, algumas EROs
podem ser benéficas e coordenar o crescimento normal e a aclimatagdo aos estresses, a
depender de sua concentracdo e natureza reativa (CARMODY et al., 2016). Diferentes
estudos apontam o papel central do H2O. nas vias de sinalizagdo melhorando as
respostas das plantas em condi¢bes de salinidade (BAGHERI; GHOLAMI,
BANINASAB, 2019) e metais pesados (HASANUZZAMAN et al., 2017).

3. OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

O objetivo deste trabalho foi avaliar o efeito de danos oxidativos associados a
estresses abidticos durante a germinacdo e o desenvolvimento inicial de plantulas de

milho roxo.

3.2 Objetivos especificos

e Avaliar o efeito do estresse salino associado a diferentes temperaturas sobre a
germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial de plantulas de milho roxo,
por meio do processo germinativo, crescimento de plantulas e indicadores de
danos oxidativos (peroxidacéo de lipideos, clorofilas totais, a, b e carotenoides
totais).
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e Auvaliar o efeito da toxidez por aluminio associado a diferentes temperaturas
sobre a germinacdo das sementes e desenvolvimento inicial de plantulas de
milho roxo, por meio do processo germinativo, crescimento de plantulas e
indicadores de danos oxidativos (peroxidacdo de lipideos, clorofilas totais, a, b e
carotenoides totais).

4. MATERIAL E METODOS
Os experimentos foram conduzidos nos Laboratérios de Biotecnologia e do
Programa de Pos-graduacdo em Producdo Vegetal, na Universidade Federal Rural de

Pernambuco — Unidade Académica de Serra Talhada.

4.1 Obtencao das Sementes

As sementes de milho roxo foram obtidas por meio de doacdo de um produtor
rural residente no sitio Sabino, Distrito de Tupanaci da cidade de Mirandiba —
Pernambuco. As sementes foram provenientes da safra de 2018 e estavam armazenadas

até o momento da instalacdo dos experimentos em garrafas PET em condicdo ambiente.

4.2 Experimento 1: Germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho
roxo sob estresse salino em diferentes temperaturas

No primeiro experimento as sementes foram submetidas aos testes de
germinacdo e de crescimento de plantulas, sob condi¢bes de estresse salino, sendo
conduzidos nas temperaturas de 25 e 30°C. O papel de germinagdo foi umedecido com
solucBes de cloreto de sddio (NaCl) nas concentragdes de 0 — controle; 25; 50; 75 e 100
mM (Tabela 1).
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Tabela 1 - Concentragdes, quantidades, condutividade elétrica e potencial
hidrogeniénico das solucdes de cloreto de sodio, utilizadas na germinacdo e
desenvolvimento inicial de plantulas de milho roxo submetidas ao estresse salino, Serra
Talhada — PE, UFRPE/UAST, 2019.

Concentracéo de Quantidade de Condutividade Elétrica Potencial
NaCl (mM) NaCl (g L) (dS m?) hidrogenidnico (pH)
0 0 0,00263 7,4
25 1,461 2,21 7,66
50 2,922 4,14 7,45
75 4,383 6,10 7,38
100 5,844 8,02 7,05

4.3 Experimento 2: Germinagao e desenvolvimento inicial de plantulas de milho
roxo sob estresse por toxidez ao aluminio em diferentes temperaturas

No segundo experimento as sementes foram submetidas aos testes de germinagao
e de crescimento de plantulas, sob condicbes de estresse por toxidez ao aluminio, sendo
conduzidos nas temperaturas de 25 e 30°C. O papel de germinacdo foi umedecido com
solugdes de cloreto de aluminio (AICI3. 6H20) nas concentragdes de 0 — controle; 25;
50; 75 e 100 mg L'Y) (Tabela 2).

Tabela 2 — Conteudo, Concentracdes, quantidades, condutividade elétrica e potencial
hidrogenibnico das solucdes utilizadas na germinacdo e desenvolvimento inicial de
plantulas de milho roxo submetidas a toxidez por aluminio, Serra Talhada — PE,
UFRPE/UAST, 2019.

Conteudo Concentracéo Quantidade de Condutividade Potencial
de AICI3 de AICI3 AICl3 Elétrica hidrogenionico (pH)
(mg L) (mM) (@L? (ds m*) : P

0 0 0 0,00263 7,4

25 9,65 0,025 0,04146 4,72

50 19,3 0,050 0,7040 4,43

75 28,95 0,075 0,9524 4,17

100 38,6 0,1 0,1217 4,10

Para os dois experimentos procedeu-se com as seguintes avaliacoes:
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4.4 AvaliacOes
4.4.1 Teor de agua

Previamente, as sementes foram avaliadas quanto ao seu teor de &gua inicial, por
meio do método da estufa a 105*3°C, por 24 horas, de acordo com as Regras para
Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009). Foram utilizadas quatro repeticdes de 25

sementes, os resultados foram expressos em porcentagem.

4.4.2 Teste Padrdo de Germinagao

Para o teste padrdo de germinagdo foram utilizadas quatro repeticbes de 50
sementes para cada tratamento. As folhas de papel de germinagdo foram previamente
umedecidas com quantidade de agua destilada (controle), solucdo de cloreto de sodio ou
cloreto de aluminio equivalente a 2,5 vezes a massa do papel seco. Primeiramente, as
sementes foram desinfectadas com uma solugdo de hipoclorito de sddio a 2,5% de cloro
ativo por quatro minutos seguido de trés lavagens com agua destilada (BRASIL, 2009).
Apds esse procedimento, foram distribuidas sobre duas folhas de papel de germinacdo,
apos a semeadura as sementes foram cobertas por uma terceira folha e, logo ap6s, cada
repeticdo foi confeccionada em forma de rolo e colocada no interior de saco pléstico
transparente para preservar a umidade (BRASIL, 2009).

Os tratamentos foram mantidos em camara de germinacdo tipo B.O.D.
(Biochemical Oxigen Demand) (Marconi MA 1402/546) por um periodo de sete dias em
temperaturas de 25*2°C e 30*2°C, com o fotoperiodo 12 horas. Foram realizadas
contagens do nimero de plantulas normais como critério de germinacdo no sétimo dia
apos a semeadura (BRASIL, 2009).

A porcentagem de Germinacgdo (PG) foi calculada pelo somatério de plantulas

normais dos experimentos, dividido pelo nimero total de sementes por repetigéo.
n
PG = (N) x 100

Onde:

PG = porcentagem de germinacao;
n = Sementes germinadas;

N =Total de sementes.



23

4.4.3 Comprimento de plantulas

As folhas de papel de germinacdo foram previamente umedecidas com
quantidade de solucdo de cloreto de sddio ou cloreto de aluminio equivalente a 2,5 vezes
a massa do papel seco. Apés a desinfeccdo das sementes, descrita acima, foram
distribuidas 20 sementes por repeticdo sobre duas folhas de papel de germinacéo, apos a
semeadura as sementes foram cobertas por uma terceira folha de papel de germinacao e,
logo apos, foram confeccionados rolos e colocados no interior de sacos plasticos pretos,
para que ndo ocorresse influéncia da luz no crescimento, preservando também a
umidade. Apds isso, foram mantidos em B.O.D, conforme prescrigdes das Regras para
Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009).

Os tratamentos foram mantidos na B.O.D por um periodo de sete dias em
temperaturas de 25*2°C e 30*2°C, com o fotoperiodo 12 horas. As mensuracoes das
plantulas normais ocorreram no sétimo dia ap6s a semeadura.

O comprimento da parte aérea (CPA) foi avaliado com o auxilio de uma régua
milimetrada, a partir do coleto até a extremidade da maior folha. Ja para o comprimento
do sistema radicular (CSR) a mensuracao foi a partir do coleto até a extremidade da raiz,

sendo os resultados médios expressos em cm plantula™.

4.4.4 Massa Seca de plantulas

Apos a avaliacdo do comprimento todas as plantulas normais foram seccionadas
na regido do coleto para separar a parte aérea e o sistema radicular, e foi determinada a
massa seca por meio de uma estufa de circulacdo forcada de ar por um periodo de 24
horas a 80°C. Determinando posteriormente a massa seca da parte aérea (MSPA), do

sistema radicular (MSSR) e total (MST) de plantulas normais de milho roxo.

4.5 Indicadores de danos oxidativos
4.5.1 Conteudo de pigmentos fotossintéticos

Para a determinagdo do contetdo de clorofilas foi pesado 0,1 grama de massa
fresca de folhas, que foi colocado em tubos de ensaios identificados e a clorofila foi
extraida adicionando 5 mL de acetona (80% v/v). Os tubos foram hermeticamente
fechados, cobertos com lamina de aluminio e mantidos sob refrigeragdo por 48h. Apds
esse periodo foram realizadas leituras em espectrofotdmetro, no Laboratério do

Programa de Producdo Vegetal da Unidade Académica de Serra Talhada, nos
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comprimentos de onda de 645; 652 e 663 nm para determinacéo de clorofilas (ARNON,
1949) e no comprimento de onda de 470 nm (LICHTENTHALER; BUSCHMANN,
2001) para determinacdo de carotenoides totais. As concentragcbes de clorofilas e

carotenoides foram estimadas pelas seguintes equacdes.

Os contetdos de clorofilas e carotenoides foram expressos em mg. gt MF.

) (12,7 x A663—2,69 X A645)
Clorofila a =
(1000xW)xV

(22,9x A645—4,68 x A663)

Clorofilab =
(1000 xW)xV

((A652 x 1000)/(34,5))
(V/1000 x W)

Clorofilas totais =

(1000A470 - 1.82Ca - 85.02Cb)/198
(1000xW) xV

Carotenoides totais =

Onde:

A = absorbancia;

V = volume final do extrato (5 ml);
W = peso em gramas;

Ca = Clorofila a;

Cb = Clorofila b.

4.5.2 Peroxidacao de lipideos (TBARS)

A peroxidacdo de lipideos foi estimada pelo contetdo de substancias reativas ao
acido tiobarbitdrico (TBARS) conforme Heath; Packer (1968). Foram realizadas
andlises da parte aérea e raiz de plantulas normais, sendo utilizado 0,1 grama do
material vegetal por repeticdo, que foi macerado em almofariz na presenca de nitrogénio
liquido, seguido da adicdo de acido tricloroacético (TCA) 6% e maceracdo por mais 3
min. O extrato foi centrifugado a 12.000 x g durante 15 min em temperatura de 4 °C.
Em seguida 0,5 mL do sobrenadante foi adicionado a 2,0 mL da solugdo TCA 20% e
acido tiobarbitarico (TBA) 0,5% (p/v) e aquecida em banho maria a 95°C em tubos
hermeticamente fechados durante 1 hora. Em seguida a reagdo foi interrompida em
banho de gelo, e foram realizadas leituras a 532 e 660 nm em espectrofotdmetro. O
contetdo de TBARS foi estimado utilizando o coeficiente de extingdo molar de 155

mM-* cm™ apos a subtragio da absorbancia obtida a 660 nm daquela a 532 nm.
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5. Delineamento experimental

Para cada experimento o delineamento utilizado foi o inteiramente casualizado,
em esquema fatorial 5x2 (concentracdes x temperaturas), com quatro repeticdes de 50
sementes (Testes de Germinagdo), quatro repeticbes de 20 sementes (Testes de
comprimento de plantula e massa seca) e trés repeticoes de 5 plantulas normais,
provenientes do teste de germinacdo (indicadores de danos oxidativos). Posteriormente,
foi realizada analise de variancia pelo teste F (p<0,05), quando verificado o efeito
significativo da interacdo na analise de variancia, os tratamentos foram submetidos a
andlise de regressdo. Na auséncia de interacdo significativa, as médias das variaveis
provenientes das temperaturas foram comparadas pelo teste de Tukey (p<0,05) e as
médias das concentracdes foram avaliadas por analise de regressdo. Todas as analises
foram realizadas utilizando o programa estatistico SISVAR v. 5.6 (FERREIRA, 2011) e
para a confec¢do dos graficos, utilizou-se o programa Sigma Plot 10.0.

6. RESULTADOS E DISCUSSAO
6.1 Germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho roxo sob estresse
salino em diferentes temperaturas

De acordo com a analise de variancia foi possivel observar diferencas
significativas para as concentracGes salinas para todas as variaveis estudadas, ja em
relacdo ao efeito da temperatura, apenas a variavel comprimento do sistema radicular —
CSR ndo apresentou diferenca significativa, enquanto que estudando a interacdo entre as
concentracOes salinas e temperaturas, as variaveis porcentagem de germinacdo — PG,
massa seca da parte aérea — MSPA e massa seca total — MST ndo apresentaram
diferenca significativa (Anexo 1). O teor médio de agua das sementes no momento da
instalagio dos experimentos foi de 11,76%. E de suma importancia avaliar o teor de
agua de lotes de sementes que estavam armazenadas, uma vez que valores elevados
durante o armazenamento aceleram o processo de deterioragdo, diminuindo 0 processo
germinativo das sementes. Segundo Marcos Filho (2005) o teor médio de agua para
sementes ortodoxas durante o armazenamento deve ser em torno de 10-12%.

A germinacdo das sementes de milho roxo reduziu a medida que se aumentou as
concentragcdes salinas, sendo que as menores porcentagem de germinacdo foram
observadas nas concentracdes de 75 e 100 mM (Figura 1). A germinacao e a emergéncia

de pléantulas sdo os estagios mais criticos durante o ciclo de vida das plantas, que
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determinam o uso eficiente dos nutrientes e recursos hidricos disponiveis para as
plantas, a 4gua de irrigacdo e a salinidade do solo estdo entre os estresses ambientais
mais graves e afetam a germinagdo e emergéncia em &reas aridas e semiaridas (ABIDO;
ZSOMBIK, 2018). A salinidade reduz a germinacdo de sementes de milho, devido aos
efeitos toxicos e ao aumento dos danos oxidativos as células das plantas, provenientes
de espécies reativas de oxigénio, e inibicdo osmotica da absor¢do de 4gua em funcéo de
ions toxicos (AZEVEDO NETO et al., 2004).
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Figura 1. Porcentagem de germinagdo de sementes de milho roxo submetidas a
diferentes concentracdes salinas.

A temperatura € outro dos principais fatores que interferem no processo
germinativo das sementes, sendo que cada espécie possui uma faixa ideal para
desencadear o processo germinativo. Verifica-se que as temperaturas de 25 e 30°C
apresentaram diferenca significativa quanto a germinacéo das sementes de milho roxo,
sendo que a temperatura de 30°C acarretou em uma maior porcentagem de germinagao
(Figura 2). Resultados semelhantes foram encontrados por Deng et al. (2015) estudando
a germinacdo de sementes de milho branco, amarelo, vermelho e roxo nas temperaturas
de 15; 30 e 40°C, sendo que os autores constataram que a melhor temperatura para
germinacdo das sementes das diferentes coloracGes foi a de 30°C, ainda destacaram que
o milho com coloracdo roxa teve a germinacdo superior aos das demais coloragdes
estudadas, quando submetido a temperatura de 40°C.

A diminuigdo da temperatura promove uma menor velocidade das atividades

bioquimicas e fisioldgicas envolvidas no metabolismo das células que atuam no
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processo germinativo das sementes. Carvalho; Nakagawa (2012) ressaltam que em
temperaturas mais elevadas a velocidade de absorcao de dgua e das reacfes quimicas é
maior, o que justifica as sementes germinarem mais rapidamente quando submetidas a
maiores niveis de temperatura até um limite aceitavel.

100 1 a
. 30°C b

3 25°C
80 -
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Porcentagem de germinagao (%)

20 A

0

Figura 2. Porcentagem de germinagdo de sementes de milho roxo submetidas a
diferentes temperaturas. Médias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo
teste de Tukey (p<0,05).

A interacdo entre as diferentes concentracfes salinas e as temperaturas mostrou
diferenca significativa para as variaveis comprimento da parta aérea e do sistema
radicular, sendo que a temperatura de 30°C nas diferentes concentracGes salinas
promoveu um maior comprimento da parte aérea e do sistema radicular (Figuras 3A; 3B
e 4). Além disso, a parte aérea das plantulas de milho roxo foi menos afetada nas

concentracdes de 25; 50 e 75 mM de NaCl na temperatura de 30°C quando comparado
com a temperatura de 25°C.
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Figura 3. Comprimento da parte aérea (A) e do sistema radicular (B) de plantulas de
milho roxo submetidas a diferentes concentracgdes salinas e temperaturas.

Segundo Silva; Grzybowski; Panobianco (2016) no estadio inicial de
desenvolvimento, as plantulas de milho possuem uma estratégia de sobrevivéncia sob
estresse salino, que € investir mais energia para o crescimento da parte aérea, uma vez
que estas estruturas sdo responsaveis pela realizacdo da fotossintese. Bose; Snehasish
(2018) avaliando quatro variedades de milho, concluiram que todas foram afetadas
quanto ao crescimento e desenvolvimento inicial das plantulas, quando se utilizou um
nivel de salinidade de 8 dS m™, que é aproximadamente 100 mM. Estes resultados

corroboram com os obtidos no presente trabalho.

Figura 4. Comprimento de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes
concentragdes salinas e temperaturas.

A massa seca total e da parte aérea de plantulas de milho roxo foi afetada

linearmente com o aumento das concentracdes salinas (Figura 5A), resultados
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semelhantes foram encontrados por Abdelgawad et al. (2016) que verificaram uma
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reducdo na biomassa das raizes e folhas de milho com o aumento da salinidade. Os

mesmos autores relatam que o acumulo de ions Na* e CI" nos tecidos foliares pode ter

resultado em fechamento estomatico e danos & maquinaria fotossintética que, por sua

vez, resultam em menor assimilacio de CO? e menor crescimento e acumulo de

biomassa.

Nas condicBes de estresse, a reducdo da massa seca pode ser causada pela

pressao do turgor celular induzida pela reducdo da area foliar e também pela diminuicéo

da taxa fotossintética devido as restricdes bioquimicas causadas pelo déficit hidrico,

como a diminuicdo dos pigmentos fotossintéticos, principalmente as clorofilas
(LAWLOR; CORNIC, 2002).

A interacdo entre as diferentes concentracdes salinas e as diferentes temperaturas

provocou uma reducdo da massa seca do sistema radicular de pléntulas de milho roxo

com o0 aumento das concentracdes salinas de cloreto de sddio (Figura 5B), sendo que a

temperatura de 30°C proporcionou uma maior massa seca do sistema radicular em

comparagdo com a temperatura de 25°C. De acordo com Ferreira; Borghetti (2004) a

temperatura ideal para a divisdo celular é de aproximadamente 30°C para a maioria das

espécies; portanto, estd proximo da temperatura ideal para o crescimento de raizes

primarias.

0,12 -

0,10 o

o
[e]

0,08

0,02 4
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y MST =-0,0003**x + 0,1012; R>=0,9496
O y25°C=-0,0002**x +0,0512; R*>=0,9598

y MSPA =-0,0001**x + 0,0382: R2=0,9136
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25 50 75 100 0 25 50 75
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Figura 5. Massa seca total — MST e da parte aérea — MSPA (A) de plantulas de milho
roxo submetidas a diferentes concentracdes salinas e massa seca do sistema radicular —
MSSR (B) de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes concentracGes salinas e
temperaturas.

A temperatura de 30°C acarretou em um maior acimulo de massa seca total, da

parte aérea e do sistema radicular de plantulas de milho roxo. Comparando a massa seca
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da parte aérea e do sistema radicular, é possivel observar que as plantulas de milho roxo
destinaram um maior acimulo de reservas para as raizes (Figura 6). Sabe-se que a
diminuicdo da temperatura promove uma menor velocidade das atividades bioquimicas
e fisioldgicas envolvidas no metabolismo das células, retardando assim o
desenvolvimento de 6rgaos como raiz, folha e caule. Carvalho et al. (2017) estudando
diferentes variedades de milho, constataram que a temperatura de 30°C foi a que
apresentou os melhores resultados quanto a formagdo morfologica das plantas.
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Figura 6. Massa seca total — MST, da parte aérea — MSPA e do sistema radicular —
MSSR de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes temperaturas. Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

6.1.1 Indicadores de danos oxidativos no desenvolvimento inicial de plantulas de
milho roxo sob estresse salino em diferentes temperaturas

A andlise de variancia (Anexo 2) mostra que ocorreu diferenca significativa para
as concentragdes salinas quando se avaliou as clorofilas totais, a, b, carotenoides totais e
peroxidacdo lipidica (TBARS) de plantulas de milho roxo. Por sua vez, o fator
temperatura e a interacdo das diferentes concentracdes salinas e temperaturas nao
proporcionaram diferencas significativas. As clorofilas sdo os principais pigmentos
responsaveis pela coleta da radiagdo solar, que durante o processo fotossintético é
convertida em energia quimica na forma de ATP e NADPH (TAIZ; ZEIGER, 2017).

Os carotenoides sdo essenciais para a fotossintese atuando como pigmentos
secundarios, fator pro-vitamina e protetor solar que elimina radicais livres como EROs
em tecidos danificados (PANDEY; DIXIT; SHYAM, 2009). Os efeitos deletérios da

salinidade causados pelo estresse osmdtico, pelo desequilibrio nutricional e pelo
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estresse oxidativo promovem diminui¢cdes no teor de clorofila, que no seu conjunto,

conduzem a uma diminuicdo da eficiéncia fotossintética da planta (CICEK et al., 2018).

®  yclorofilas totais = -0,0019**x + 0,354; R>=0,9851 0,006 1
o yclorofilasa =-0,0015**x +0,288; R>=0,9704

y clorofilas b = -0,0003**x + 0,066; R?=0,9220 ‘
0,005 -

0,004 -
0,003 - .

0,002 -

Carotenoides totais (mg. g™ MF)

y =-0,00002%*x + 0,0051; R?=0,9496
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Concentragdo de NaCl (mM) Concentragdo de NaCl (mM)

Figura 7. Conteudo de clorofilas totais, a e b (A) e carotenoides totais (B) de folhas de
plantulas de milho roxo submetidas a diferentes concentragdes salinas.

O contetdo de clorofilas totais, a, b e carotenoides totais foi afetado linearmente
a medida que se aumentou as concentragdes salinas de cloreto de sodio (Figuras 7A e
7B). Resultados semelhantes foram observados por Torgut; Akbulut (2018), que
verificaram uma reducdo nos teores de clorofilas totais, a, b e carotenoides totais em
plantas de milho em funcédo do estresse salino. O estresse salino tem efeitos toxicos nas
plantas e ocasiona alteracdes metabdlicas, como perda da atividade dos cloroplastos,
diminuicdo da taxa fotossintética e aumento da taxa de fotorrespiracdo, o que leva a um
aumento na producao de espécies reativas de oxigénio (EROs) (PARIDA; DAS, 2005).

A parte aérea e o sistema radicular de plantulas de milho roxo tiveram um
aumento linear quanto a peroxidacdo de lipideos (TBARS) com o0 aumento das
concentracdes salinas (Figura 8), porém, a parte aérea a partir da concentracdo de 50
mM expressou maior contedo na peroxidacdo de lipideos, possivelmente como
decorréncia do rompimento do sistema de membranas da parte aérea.

De acordo com Abdel Latef; Tran (2016), plantas de milho em condicdes de
estresse, geram muito EROs, que subsequentemente induzem a peroxidagéo de lipideos
da membrana, acarretando no aumento do conteddo de malondialdeido (MDA) nas
plantas; sendo que o MDA € um dos principais produtos da peroxidacdo de lipideos
(AYALA; MURNOZ; ARGUELLES, 2014). Também Torgut; Akbulut (2018)

verificaram que o estresse por sal causou um aumento no conteldo de MDA nas plantas
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de milho. O estresse por salinidade aumenta a peroxidacdo lipidica, pois aumenta o
namero de radicais livres nas plantas (EL-TAYEB, 2005).
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Figura 8. Peroxidacédo de lipideos da parte aérea e do sistema radicular de plantulas de
milho roxo submetidas a diferentes concentracgdes salinas.

6.2 Germinacdo e desenvolvimento inicial de plantulas de milho roxo sob estresse
por toxidez ao aluminio em diferentes temperaturas

E possivel observar na anélise de variancia (Anexo 3) que n&o houve diferenca
significativa para as concentra¢fes de aluminio quando se avaliou a porcentagem de
germinacdo, para as demais variaveis houve diferenca significativa. Com relacdo ao
efeito da temperatura, apenas as varidveis de massa seca total, da parte aérea e do
sistema radicular apresentaram diferenca significativa, enquanto para a interagdo entre
as concentracdes de aluminio e as temperaturas, apenas a variavel comprimento da parte
aérea apresentou diferenca significativa.

A resposta encontrada para a germinacao de sementes de milho roxo no presente
estudo foi semelhante a encontrada por Milane et al. (2014), que estudando a
germinacdo de duas variedades de milho, uma convencional e uma geneticamente
modificada, ndo observaram diferenga significativa na porcentagem de germinagao nas
diferentes concentragdes de aluminio. De maneira geral, ocorreu uma diminui¢do no
comprimento da parte aérea de plantulas de milho roxo em decorréncia da interagéo
entre as concentragfes das solugdes de aluminio e as temperaturas. Sendo assim,

observa-se que a reducdo do comprimento da parte aérea foi de forma mais dréastica na
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temperatura de 30°C quando se comparado com a temperatura de 25°C (Figura 9 e
10A).

Figura 9. Comprimento de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes
concentracdes de aluminio e temperaturas.

A diminuicdo da temperatura promove uma menor velocidade das atividades
bioquimicas e fisiologicas envolvidas no metabolismo das células que atuam no
crescimento e desenvolvimento, bem como da capacidade de se multiplicarem e
formarem os tecidos; retardando assim o desenvolvimento de 6rgdos como folhas
(CARVALHO et al., 2017); entretanto no presente trabalho com o emprego de uma
situacdo estressante, provocada pelo aumento da concentracdo de cloreto de aluminio, a
temperatura mais baixa minimizou os efeitos deletérios sobre o comprimento da parte

aérea, a partir da concentragdo de 50 mg L™ (Figura 10A).
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Figura 10. Comprimento da parte aérea — CPA (A) de plantulas de milho roxo
submetidas a diferentes concentracdes de aluminio e temperaturas; e comprimento do
sistema radicular — CSR (B) de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes
concentragdes de aluminio.

O comprimento do sistema radicular de plantulas de milho roxo foi afetado
linearmente com o aumento das concentracdes de aluminio (Figura 10B). O principal
sintoma de toxicidade do Al nas plantas cultivadas é a inibicdo do crescimento da raiz
(SINGH et al., 2017), sendo que o Al inibe a expansdo e elongagdo das células das
raizes (KOCHIAN, 1995). As raizes possuem mecanismos de tolerancia ao aluminio,
Pifieros; Kochian (2001), relatam que as raizes de milho liberam o &cido organico
citrato, que € 0 mais comum entre as espécies na presenca do Al, sendo também o mais
efetivo entre os &cidos organicos por ser um anion tricarboxilado, conseguindo formar
quelatos com o AI** muito mais estaveis, se comparados com os quelatos formados pelo
malato (&nion dicarboxilado) (HARTWIG et al., 2007). Desta forma, fica evidente a
importancia do citrato, como acido organico envolvido na tolerancia ao Al tdéxico
(Figura 11).
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Figura 11. Representacdo esquematica da ponta de uma raiz tolerante (A) e sensivel (B)
a toxidez por aluminio em funcdo da liberacdo de &cidos organicos (Adaptado de
SINGH et al., 2017).

De acordo com Nasr (2013) o aumento dos niveis de Al no solo levou a um
declinio na producdo de massa seca da parte aérea e das raizes de milho, sendo que
resultados semelhantes foram encontrados no presente trabalho (Figura 12A). Em solos
acidos o Al é solubilizado na solugédo do solo, assumindo a forma de céation trivalente
(AI*?), ficando disponivel para a planta e gerando toxidez (KOPITTKE et al., 2015). A
toxicidade por Al causa rompimento da homeostase de espécies reativas de
oxigénio/Ca®* e a sinalizacio mediada por Ca?*, considerados eventos chave na induc&o
de danos no DNA ou morte celular em plantas (ACHARY et al., 2013).
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Figura 12. Massa seca total — MST, da parte aérea — MSPA e do sistema radicular —
MSSR de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes concentracbes de aluminio
(A) e temperaturas (B). Medias seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste
de Tukey (p<0,05).
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A massa seca total, da parte aérea e do sistema radicular de plantulas de milho
roxo apresentam maior acimulo de massa seca quando expostas a temperatura de 30°C
(Figura 12B). Os autores Bewley; Black (1994) acrescentam que baixas temperaturas
podem diminuir a capacidade da semente em absorver agua, reduzindo a velocidade do
processo germinativo; apesar de 25°C ndo ser considerada uma temperatura baixa para o
processo de germinacdo de sementes de milho, sendo indicada para a realizagéo do teste
padréo de germinacdo (Brasil, 2009), o emprego da temperatura de 30°C ao favorecer
uma maior velocidade do processo de germinacdo, pode ter contribuido para um maior
acumulo de massa seca de plantulas de milho roxo (Figura 12B). Sbrussi; Zucareli
(2015) estudando diferentes lotes de milho constataram que a temperatura de 34°C foi a
que proporcionou um maior acimulo de massa seca, tanto da parte aérea quanto do

sistema radicular de plantulas de milho.

6.2.1 Indicadores de danos oxidativos no desenvolvimento inicial de plantulas de
milho roxo submetidas a estresse por toxidez ao aluminio em diferentes
temperaturas.

A analise de variancia (Anexo 4) mostra diferenca significativa para as
concentracdes de aluminio quando se avaliou as clorofilas totais, a, b, carotenoides
totais e peroxidacdo lipidica (TBARS) de plantulas de milho roxo. Com relacdo a
temperatura e o efeito da interacdo das diferentes concentracfes de aluminio e
temperatura houve diferenca significativa para a peroxidacdo lipidica (TBARS). O
contetdo de clorofilas totais, a, b e carotenoides totais foram afetados linearmente com
0 aumento das concentrac@es de aluminio (Figuras 13A e 13B). Resultados semelhantes
foram encontrados por Zhao et al. (2017) que verificaram um declinio induzido pelo
aluminio na fotossintese foliar em plantas de milho. Segundo Pereira et al. (2006), o
AI¥* também causa danos oxidativos por inibicio da desidratase do &cido

aminolevulinico, que desempenha um papel importante na sintese da clorofila.
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Figura 13. Contetdo de clorofilas totais, a e b (A) e carotenoides totais (B) de folhas de
plantulas de milho roxo submetidas a diferentes concentragdes de aluminio.

Portanto, maiores concentracfes de aluminio resultam em menores teores de
clorofilas, o que leva a limitacdo de potencial metabdlico da planta. Esta reducdo no
desempenho fotossintético indica que o Al pode destruir complexos de proteinas,
cloroplastos e o aparelho fotossintético (JIANG et al., 2008). Esses autores mostraram
que uma menor capacidade de transporte de elétrons no aparato fotossintético,
acompanhada pela falta de equivalentes redutores foram os principais fatores que
contribuiram para a menor assimilacio de CO? em plantas expostas ao Al. A parte aérea
de plantulas de milho roxo submetidas a diferentes concentracfes de aluminio
apresentaram um aumento na peroxidacdo de lipideos (Figura 14A). Resultados
similares foram encontrados por Giannakoula et al. (2010), que ao estudarem duas
variedades de milho, um sensivel e outra tolerante ao aluminio, verificaram que com o
aumento das concentrac¢des de aluminio, houve um aumento do contetdo de MDA.

O estresse oxidativo € causado por um desequilibrio na produgdo de EROs e na
eliminacdo de antioxidantes no tecido da planta em funcdo de alguma situacdo de
estresse. Como resultado da producdo de EROs, ocorrem reacdes fitotoxicas nas plantas,
como peroxidacdo lipidica, degradacdo de proteinas e mutacdo no DNA (TANOU,;
MOLASSIOTIS; DIAMANTIDIS, 2009). Essas reagdes interferem diretamente no
desenvolvimento e crescimento das plantas. A temperatura de 30°C acarretou em uma
maior peroxidacdo de lipideos (TBARS) da parte de aérea de plantulas de milho roxo

quando comparada com a temperatura de 25°C (Figura 14B).
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Figura 14. Peroxidacdo de lipideos da parte aérea de plantulas de milho roxo
submetidas a diferentes concentracdes de aluminio (A) e temperaturas (B). Médias
seguidas por letras iguais ndo diferem entre si pelo teste de Tukey (p<0,05).

De acordo com Han et al. (2013) o estresse térmico desencadeia 0 estresse
oxidativo, gerando espécies reativas de oxigénio (EROs), culminando na peroxidacao
lipidica, danos na estrutura de proteinas e lesdo do DNA. A interacdo das diferentes
concentracdes de aluminio e temperaturas ocasionou uma maior peroxidacéo de lipideos
no sistema radicular de plantulas de milho roxo, contudo a temperatura de 30°C resultou
em uma maior peroxidacdo de lipideos em relacdo a temperatura de 25°C (Figura 15). A
peroxidacdo induzida por EROs das membranas lipidicas é um refluxo de danos

induzidos por estresse a nivel celular (JAIN et al., 2001).
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Figura 15. Peroxidacdo de lipideos do sistema radicular de plantulas de milho roxo
submetidas a diferentes concentragfes de aluminio e temperaturas.
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7. CONCLUSOES

O aumento das concentragdes salinas de cloreto de sodio (zero; 25; 50; 75 e 100
mM) reduz a germinacdo, 0 comprimento e a massa seca da parte aérea e do sistema
radicular e os indicadores de danos oxidativos (clorofilas totais, a, b, carotenoides totais
e peroxidacao de lipideos) de plantulas de milho roxo.

Sob condicdes de estresse salino a temperatura de 30°C proporciona um maior
comprimento da parte aérea, do sistema radicular e acimulo de massa seca do sistema
radicular de plantulas de milho roxo.

As concentracOes de solugdes de cloreto de aluminio (zero; 25; 50; 75 e 100 mg
L") ndo interfere na porcentagem de germinagdo de sementes de milho roxo, ja os
parametros de crescimento, massa seca e indicadores de danos oxidativos de plantulas
de milho roxo sofre reducdo com o aumento das concentracfes de aluminio.

A associacdo das diferentes concentracGes de aluminio com a temperatura de
25°C mostra que o crescimento da parte aérea € menos afetado com o aumento das
concentragoes.

A temperatura de 30°C favorece a germinacdo e 0 acimulo de massa seca de
plantulas de milho roxo.

Clorofilas totais, a, b, carotenoides totais e peroxidacdo de lipideos séao
indicadores bioquimicos sensiveis para a deteccdo da qualidade fisioldgica de sementes

de milho roxo, diante de situacéo de estresse salino e por toxidez por aluminio.
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9 ANEXOS

Anexo 1. Resumo da analise de variancia das médias de germinacgédo e desenvolvimento
inicial de plantulas de milho roxo submetidas a estresse salino em diferentes

temperaturas.

Quadrado médio

Fonte de variagéo oL PG CPA CSR  MSPA MSSR MST
(%) (cm plantula 1) (g plantula 1)

Concentragao 4 1444,6** 47,1** 343,0* 0,0004**  0,0007**  0,001**

Temperatura 1 2073,6%* 19,8** 4,8NS  0,0002**  0,0008**  0,01**

Concentracao x 4 121,1NS 8,0%*  6,72%* 0’00002NS 0,0001* 0’0002NS

Temperatura
Erro 30 48,1 0,6 1,9 0,00009 0,00005 0,0001
Total 39 - - - - - -
CV (%) - 8,7 10,36 6,89 23,12 15,66 15,27

NS, **, * respectivamente, ndo significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Legenda: PG — Porcentagem de germinagdo (%); CPA — Comprimento da parte aérea (cm plantula®);
CSR — Comprimento do sistema radicular (cm plantula?); MSPA — Massa seca da parte aérea (g plantula-
1); MSSR — Massa seca do sistema radicular (g plantula') e MST — Massa seca total (g plantula?) de
plantulas de milho roxo.

Anexo 2. Resumo da analise de variancia das médias de indicadores de danos

oxidativos de plantulas de milho roxo submetidas a estresse salino em diferentes

temperaturas.
Quadrado médio
Fonte de z
variacao GL Clorofilas  Clorofila Clorofila Carotenoides Co_lrjéedeosde
totais a b totais PA SR

Concentracéo 4 0,03** 0,02**  0,008** 0,0002* 60061,8** 42504,8**

Temperatura 1 0,005NS 0,003 00,0003 0,00004NS 0,35NS 796,7NS

Concentragao X 4 01003NS 0,002NS 010001NS O,OOOOGNS 2841,5NS 476,0NS

Temperatura
Erro 20 0,03 0,007 0,01 0,00004 3195,6 2466,29
Total 29 - - - - -
CV (%) - 29,55 29,74 28,87 29,73 25,17 32,76

NS, **, * respectivamente, ndo significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Legenda: PA — parte aérea; SR — Sistema radicular.
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Anexo 3. Resumo da analise de variancia das médias de germinacgédo e desenvolvimento
inicial de plantulas de milho roxo submetidas a estresse por toxidez ao aluminio em

diferentes temperaturas.

Quadrado médio
Fonte de variacéo PG CPA CSR  MSPA MSSR MST
(%) (cm plantula 1) (g plantula 1)
Concentragéo 4  16,7™ 53* 4,8 0,0005* 0,0008*  0,002*

Temperatura 1 169N 006N 02N  0,001*  0,001* 0,01*

Concentra(;ao X 4 11,6NS 2,25% 1,7 NS 0’0001NS 0’0002NS 0’0002NS

Temperatura
Erro 30 48,1 0,6 1,9 0,00009  0,00004 0,0002
Total 39 - - - - - -
CV (%) - 4,64 7,97 3,3 21,68 15,23 15,56

NS ** =* respectivamente, ndo significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Legenda: PG — Porcentagem de germinagdo (%); CPA — Comprimento da parte aérea (cm plantula?);
CSR — Comprimento do sistema radicular (cm plantulal); MSPA — Massa seca da parte aérea (g plantula
1); MSSR — Massa seca do sistema radicular (g plantula) e MST — Massa seca total (g plantula?) de
plantulas de milho roxo.

Anexo 4. Resumo da andlise de variancia das médias de indicadores de danos
oxidativos de plantulas de milho roxo submetidas a estresse por toxidez ao aluminio em

diferentes temperaturas.

Quadrado médio

Fonte de z
variacao GL CIorof_iIas Clorofila Clorofila Caroten_oides Co_lrjéedeosde
totais a b totais PA SR
Concentracédo 4 0,06* 0,05* 0,001* 0,00009* 47252,1** 43277,5**

Temperatura 1 0,01NS 0,01N5  0,0003NS  0,00002NS 12352,5* 12670,3**

concentragaox ;g goaNs  0,003M  0,0000N 000002 4068,1N° 5133 20%*

Temperatura
Erro 20 0,005 0,005 0,0002 0,00002 2077,3 1011,7
Total 29 - - - - - -
CV (%) - 22,45 25,78 27,11 28,72 29,24 22,48

NS, **, * respectivamente, ndo significativo e significativo a 1% e 5% de probabilidade pelo teste F.
Legenda: PA — parte aérea; SR — Sistema radicular.
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