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RESUMO

Os estresses abioticos estdo entre as principais causas de reducdo de produtividade das
culturas de importancia econdmica mundial. Esses estresses podem comprometer o
desenvolvimento de sementes, sua germinagdo e a sobrevivéncia das plantas em condig¢oes
desfavoraveis. Dentre essas culturas, as espécies forrageiras apresentam grande importancia
econdmica e social. Em decorréncia de sua importancia torna-se relevante a busca de
ferramentas para melhorar as condic6es de cultivo e mitigar os impactos desses estresses. Com
0 objetivo de avaliar o efeito de diferentes moléculas sinalizadoras para a inducéo de tolerancia
a estresse abidticos em semente de Urochloa ruziziensis cv Ruziziensis. Foram realizados dois
experimentos, o primeiro teve como objetivo avaliar o efeito de diferentes moléculas
sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a restricdo hidrica e estresse salino com aplicacéo via
condicionamento fisiolégico. No segundo experimento objetivou-se avaliar os efeitos de
diferentes moléculas sinalizadoras para a inducdo de tolerancia a altas temperaturas e
contaminacdo por cadmio. Os experimentos foram instalados e conduzidos no Laboratdrio
Central de Pesquisa em Sementes da Universidade Federal de Lavras. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial 5x3+1 sendo 5 moléculas sinalizadoras (&cido indolilacético,
melatonina, quitosana, perdxido de hidrogénio, e nitroprussiato de sodio), 3 condicdes de
germinagdo, mais um controle (sementes ndo condicionadas). Determinou-se: teor de agua apos
o condicionamento (antes de secagem) e apds a secagem das sementes; primeira contagem de
germinacgdo; germinacdo aos 21 dias apos a semeadura; indice de velocidade de germinacéo
comprimento de plantulas e a quantificacdo de perdxido de hidrogénio, ascorbato peroxidase,
catalase, peroxidacdo lipidica e superoxido dismutase. O condicionamento fisiolégico com uso
de moléculas sinalizadoras reduz os efeitos negativos de salinidade, restricdo hidrica, altas
temperaturas e contaminacdo por cadmio. As moléculas sinalizadoras utilizadas foram
eficientes em minimizar os efeitos negativos dos estresses. Sementes condicionadas com
moléculas sinalizadoras tém maior expressdo das enzimas do sistema antioxidante.

Palavras-chave: Braquiaria. Priming. Estresse hidrico. Salinidade. Quitosana. Melatonina.



ABSTRACT

The abiotic stresses are among the main causes of reduced productivity of crops of world
economic importance. These stresses can compromise seed development, germination and plant
survival in unfavorable conditions. Among these crops, forage species have great economic and
social importance. Due to its importance, becomes relevant the search for tools to improve
cultivation conditions and mitigate the impacts of these stresses. With the objective of
evaluating the effect of different signaling molecules for the induction of tolerance to abiotic
stress in seed of Urochloa ruziziensis cv Ruziziensis. Two experiments were carried out, the
first aimed to evaluate the effect of different signaling molecules for the induction of tolerance
to water restriction and salt stress with application via physiological conditioning. The second
experiment aimed to evaluate the effects of different signaling molecules for the induction of
tolerance to high temperatures and cadmium contamination. The experiments were installed
and conducted at the Central Laboratory for Research in Seeds at the Federal University of
Lavras. The treatments were arranged in a 5x3+1 factorial scheme, with 5 signaling molecules
(indolylacetic acid, melatonin, chitosan, hydrogen peroxide, and sodium nitroprusside), 3
germination conditions, plus a control (unconditioned seeds). It was determined: Water content
after conditioning (before drying) and after drying the seeds; first germination count;
germination at 21 days after sowing; germination speed index seedling length and quantification
of hydrogen peroxide, ascorbate peroxidase, catalase, lipid peroxidation and superoxide
dismutase. Physiological conditioning using signaling molecules reduces the negative effects
of salinity, water restriction, high temperatures and cadmium contamination. The signaling
molecules used were efficient in minimizing the negative effects of stress. Seeds conditioned
with signaling molecules have higher expression of antioxidant system enzymes.

Keywords: Brachiaria. Priming. Hydrical stress. Salinity. Chitosan. Melatonin.
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CAPITULO 1 INTRODUCAO GERAL

1 INTRODUCAO

O Brasil se destaca na produgdo mundial de produtos agricolas sendo um dos maiores
produtores e exportadores. Dentre eles, a producdo forrageira apresenta grande importancia
econémica e social, estando o Brasil como maior produtor, consumidor e exportador de
sementes de forrageiras (ABRASEM, 2022). Dentre as espécies forrageiras se destaca o género
Urochloa com mais de 70% da area cultivada com forrageiras no pais. Geralmente, estas areas
de pastagens sdo de baixa qualidade, devido, principalmente, a utilizacdo de sementes de baixo
vigor, visto que o uso de sementes de qualidade é fator primario em qualquer cultura
(BONOME et al., 2006).

Além da qualidade fisiologica das sementes, outros fatores interferem no desempenho
da cultura, a exemplo dos estresses abidticos, incluindo seca, salinidade, temperaturas extremas
e contaminantes, que sdo as principais causas de perdas em produtividade em todo o mundo.
Por meio de alguns estudos tem sido observado que o crescimento e o desenvolvimento das
plantas podem ser inibidos ou atrasados por diferentes estresses abidticos que envolvem
interagBes complexas entre varios fatores, em diferentes estagios de desenvolvimento.

Alguns dos principais aspectos do crescimento incluem o desenvolvimento de sementes,
germinacdo e sobrevivéncia das plantas em condi¢des desfavoraveis, sendo a germinacéo das
sementes, a etapa mais crucial, uma vez que garante a sobrevivéncia da maioria das espécies
cultivadas. Para garantir a sobrevivéncia, as plantas desenvolveram mecanismos que permitem
que a germinacdo das sementes seja suspensa sob condigdes de estresse, e depois retomada
guando as condicdes sdo favoraveis (DASZKOWSKA, 2011).

Nesse contexto, por reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este processo, 0
condicionamento fisiol6gico de sementes propicia maior tolerancia as condi¢des desfavoraveis
no campo e diminui os efeitos das variacbes ambientais. 1sso permite que a germinagao ocorra
em diferentes condices de temperatura, luz, solo e disponibilidade de &gua, resultando em
elevado desenvolvimento da parte aérea e aceleragdo no crescimento das plantas (ZHENG et
al., 2016; BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et
al., 2019). Como esses processos iniciais da germinacdo sao ativados ainda em condicdes

Otimas, a técnica fornece uma vantagem as sementes quando estas forem expostas as condi¢es



11

adversas de salinidade, déficit hidrico ou outros tipos de estresse, e ainda possibilita a utilizacdo
de moléculas adicionadas a solucdo condicionante, atingindo resultados mais promissores.

Associado ao condicionamento fisiologico, estudos relacionados a adaptacdo de
culturas ao clima, com a utilizacdo de moléculas que aumentam a tolerancia ao estresse, sao
cada vez mais necessarios para controle dos efeitos negativos de ambientes desfavoraveis,
principalmente relacionados ao processo germinativo de sementes e estabelecimento de
plantulas. VVarias moléculas naturais e produtos quimicos sintéticos tém sido trabalhados com
0 intuito de proteger as plantas. Dentre estas moléculas podem ser citados a melatonina, acido
indolilacético (AlA), 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio e quitosana. A acdo destes produtos
contra estresses abidticos parece estar associada aos mecanismos de defesa, ou seja, atuam
como moléculas sinalizadoras da inducdo de rotas de protecdo oxidativa.

Além de sua protecédo contra o efeito do estresse, algumas dessas moléculas, a exemplo
da melatonina e do AlA, também podem estimular o crescimento e desenvolvimento das
plantulas e plantas (KERCHEV et al., 2020). Embora estes produtos atuem na promocao da
tolerancia de diferentes espécies vegetais a estresses abidticos, sdo escassos 0s estudos que
relacionem a aplicacdo exdgena desses, via condicionamento fisioldgico, sob condi¢cdes de
restricdo hidrica e salinidade durante o processo de germinagdo e desenvolvimento de plantulas
de braquiaria. Sabe-se que a maioria dos estresses abidticos, incluindo seca e salinidade, resulta
em estresse oxidativo, o que pode causar 0 aumento de espécies reativas de oxigénio (EROs).

O estresse oxidativo € limitado pela inducdo da expressao de genes relacionados a
estresses, reducdo da peroxidacdo lipidica e dos niveis de H20., além de um aumento do sistema
antioxidante enzimatico (ZHANG et al., 2014; REITER et al., 2015). O estresse oxidativo
atrasa o crescimento das plantas e diminui o rendimento nos casos de plantas cultivadas, aléem
de poder desencadear a morte celular programada (PCD), em casos severos (GADJEV et al.,
2008; PETROV et al., 2015).

Diante do exposto, é importante avaliar os beneficios do condicionamento fisioldgico e
a utilizacdo de moléculas sinalizadoras em relacdo ao aumento da toleréncia as diferentes
condicBes de estresse abiodticos, durante os processos de germinacdo de sementes, e
desenvolvimento de plantulas de braquiaria. Com isso, o objetivo desta pesquisa foi analisar a
eficiéncia do condicionamento fisiologico de sementes de braquiéria na presenca de moléculas
sinalizadoras para a inducdo de tolerdncia a estresses abioticos, durante 0s processos de

germinacdo de sementes e desenvolvimento de plantulas de braquiaria.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1  Importancia econébmica

O Brasil é o maior produtor, consumidor e exportador de sementes de braquiaria
(ABRASEM, 2022). Isso se deve principalmente as condi¢des climéticas favoraveis para esta
espécie, a disponibilidade de cultivares adaptadas e ao aumento das areas de pastagens.

No Brasil, as areas de pastagens tém aumentado ano a ano, com previsao de alcancar
em 2027, 156.397.000 ha (ABIEC, 2022). Estas areas se justificam pelo fato de o pais ser um
dos maiores produtores mundiais de carne bovina (VALE; PEREIRA, 2019), sendo que a
producdo animal é baseada principalmente em pastagens de gramineas e leguminosas.

A formacdo e renovacédo de pastagens no Brasil ocorreu em trés fases, a primeira antes
da década de 1970, quando as areas de pastagens eram cultivadas com capim colonido (Panicum
maximum), estrela (Cynodon plectostachuyus), gordura (Melinis minutiflora) e Jaragua
(Hyparrhenia rufa), todos de origem africana e com introducdo acidental (SOUZA, 2001). A
segunda fase ocorreu no inicio dos anos 1970, com a importacdo de grandes quantidades de
sementes de braquiérias vindas da Australia, dando impulso as areas de pastagens formadas por
braquiaria no pais, principalmente a Brachiaria decumbens, B. humidicula e B. ruziziensis. A
terceira fase corresponde ao desenvolvimento de cultivares pela Embrapa, com a liberagdo em
1984, da Brachiaria brizantha cv Marandu (SOUZA, 2001).

Apesar de o Brasil ser o maior produtor e exportador de sementes de braquiaria, a maior
parte dessas sementes ainda é de baixa qualidade, visto que essas espécies possuem fatores que
dificultam a obtencdo de sementes de alta qualidade, como a desuniformidade na emisséo das
inflorescéncias, o florescimento irregular dentro das paniculas, baixo nimero de sementes
férteis, e elevada degrana natural (BONOME et al., 2006). Além das sementes de baixa
qualidade, outros fatores interferem na producdo de braquiaria no pais, como altas temperaturas,
baixa disponibilidade de 4gua e solos com alta salinidade e contaminagéo por metais.

A técnica de condicionamento fisioldgico pode mitigar esses efeitos adversos, visto que

beneficia o desempenho de lotes de sementes principalmente em condigdes de estresses.
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2.2  Condicionamento fisioldgico

A técnica do condicionamento fisiologico consiste no controle da embebicéo de agua
pelas sementes, com uso de solugbes osmaticas, que possibilite o ajuste do potencial hidrico do
substrato em um nivel em que as sementes absorvam &gua suficiente para ocorréncia de
processos fisioldgicos iniciais da germinacdo, sem atingir umidade suficiente para que ocorra a
fase 111 da embebicdo (VARIER et al., 2010).

Este método permite que ocorra procedimentos de reparo nas membranas das células da
semente, o que melhora o vigor do lote sujeito ao tratamento (BONOME et al., 2017; BATISTA
et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Por reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este
processo, este tipo de método permite a germinacdo em varias condi¢fes de temperatura, luz,
solo e disponibilidade de agua, possibilitando elevado desenvolvimento da parte aérea e
aceleracao no crescimento das plantas (MARCOS FILHO, 2015; PEREIRA et al., 2018).

O vigor das sementes € o componente da qualidade fisiologica mais influenciado pelo
condicionamento fisioldgico (MARCOS FILHO, 2015). Por essa razdo, o tratamento tem sido
designado na literatura como um envigoramento de sementes (SILVA et al., 2016). No entanto,
Marcos Filho (2015) explica que essa impressdao de ‘envigoramento’ ocorre porque a
germinacao € praticamente instantanea apés o condicionamento fisioldgico. O efeito principal,
entretanto, é a reducdo da diferenca da atividade metabélica das sementes mais e menos
vigorosas, caracterizando a uniformidade de germinacéo.

Por envolver a absor¢do de agua pela semente sob condi¢cBes controladas, o
condicionamento fisioldgico ativa o metabolismo das sementes durante as fases | e Il da
embebicdo, sem que ocorra a protrusdo da raiz primaria (fase I11) (BONOME et al., 2017,
BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Sendo assim, a digestdo das reservas, sua
translocacédo e assimilacdo sdo ativadas para que as sementes componentes do lote alcancem
estado metabdlico relativamente uniforme, quando o acesso a agua é interrompido. Conforme
destacaram Heydecker e Gibbins (1977) e Marcos Filho (2015), uma vez que o
condicionamento fisiolégico da a semente condic¢Bes para iniciar 0 processo germinativo, mas
ndo para sua conclusao, a técnica possibilita que sementes menos vigorosas ‘alcancem’ as de
maior vigor, visto que estas Ultimas estardo estagnadas proximo do final do processo, sem
conclui-lo. Desta forma, a germinacdo é praticamente instantdnea apds o condicionamento
fisiologico, tendo como efeito principal a reducdo da diferenca da atividade metabolica das

sementes mais e menos vigorosas, caracterizando a uniformidade de germinagéo.
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A técnica pode ser aplicada por meio de varias formas, como imersdo direta em agua,
umedecimento de substratos para embebicdo e contato com substancias que realizam o
osmocondicionamento. Este ultimo se baseia na hidratacdo da semente de maneira equilibrada,
utilizando solucgdes de baixo potencial hidrico. O composto utilizado deve ser quimicamente
inerte, mas osmoticamente ativo, como o NaCl, KNO3s, MgSOs e polietileno glicol (PEG), em
temperaturas e periodos definidos (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

Para uma absorcdo de agua suficiente para a ocorréncia dos processos fisiologicos
iniciais da germinacdo, é necessario que a agua seja absorvida de forma equilibrada, e que a
absorcdo seja interrompida quando ocorre o equilibrio entre o potencial osmético da solucédo e
das sementes (ALMEIDA et al., 2016; MARCOS FILHO, 2015). Em seguida, estas sementes
podem ser secadas até atingir a umidade com valor igual ao anterior ao condicionamento, o que
possibilita que as sementes sejam armazenadas por um determinado tempo até a semeadura
(WOJTYLA et al., 2016).

Com a reestruturacdo do sistema de membranas durante o condicionamento, ocorre a
manutencdo da permeabilidade seletiva. As membranas restruturadas ndo permitem a entrada
rapida de agua e nem a liberacdo excessiva de exsudados (RIBEIRO et al., 2019). De acordo
com Nascimento et al. (2009), o condicionamento pode provocar alteracbes no estado
energético da dgua, modificando sua distribuigdo entre os varios sitios de ligacdo de diferentes
tecidos. Essa redistribuicdo de dgua no interior das sementes pode ser uma das razdes para a
maior velocidade de germinacao apds o tratamento. Isso porque ha maior disponibilidade de
agua e aumento do nivel de hidratacdo das macromoléculas que participam do processo
germinativo, reduzindo também, a disponibilidade da ocorréncia de injarias durante a
embebicdo (RIBEIRO et al., 2019).

E importante ressaltar que, para que haja sucesso, alguns fatores devem ser manuseados
cuidadosamente como temperatura, luz, concentracdo da solucdo, periodo de duracdo do
tratamento, o tipo de soluto a ser utilizado, o método e tempo de secagem apds 0
condicionamento. Tais fatores variam consideravelmente dependendo da espécie que sera
trabalhada, do lote, das condi¢des edafocliméticas, do tamanho e tratamento que as sementes
irdo receber, desde a época de sua produgéo e ao longo de sua vida (CARDOSO et al., 2015).

As atividades metabdlicas durante o condicionamento incluem o reparo de outras
macromoléculas, do mMRNA e de enzimas hidroliticas, que atuam durante a mobilizacdo de
reservas (PILL, 1995; MARTINEZ, 2013). Pill (1995) destacou a importancia dos efeitos do

condicionamento fisioldgico sobre os ajustes do potencial osmético celular, o acréscimo do
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turgor radicular e a acdo de enzimas que provocam o enfraquecimento de tecidos que restringem
a expansdo da radicula durante a germinacao.

Além disso, o tipo de soluto utilizado pode influenciar no sucesso do tratamento, sendo
que o melhor agente condicionante varia entre as espécies (OLIVEIRA, 2016). Varios agentes
condicionantes podem ser utilizados no condicionamento fisiol6gico das sementes, dentre eles,
a melatonina, &cido indolilacético (AlA), 6xido nitrico, peroxido de hidrogénio e quitosana
(KAISER et al., 2016; PIRES et al, 2016).

Um dos principais efeitos benéficos do condicionamento, relatado por diferentes
autores, é conferir resisténcia a estresses abidticos como deficiéncia hidrica, aumento da
concentracéo salina, estresse por altas temperaturas e tolerancia a metais pesados (BONOME
etal., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; BARBIERI et al., 2019; RIBEIRO
etal., 2019; SABERALI et al., 2019).

2.3  Estresses abidticos em plantas

Plantas estdo sujeitas a varios fatores abidticos, como frio, seca, estresse salino, dentre
outros, que contribuem significantemente para a distribuicdo espacial e produtividade das
culturas (AGARWAL et al., 2006). Além da distribuicdo geografica, as condi¢bes climaticas
também influenciam sobremaneira na época em que as culturas serdo semeadas, muitas vezes
limitando o periodo favoravel para o desenvolvimento das culturas. A &gua é essencial para o
crescimento e desenvolvimento das plantas (SOUZA et al., 2001), atua como solvente de
minerais e solutos, além de ser fundamental na fotossintese e na hidrélise do amido em acucar,
ainda possui um papel fundamental no crescimento e desenvolvimento das plantas (TAIZ;
ZEIGER, 2013).

As plantas sdo organismos sésseis que tém desenvolvido mecanismos de respostas que
conferem caracteristicas de tolerdncia a estresses. Essas caracteristicas facilitam a
sobrevivéncia das plantas em diferentes condi¢cdes ambientais e em uma ampla faixa de
amplitude térmica. Estresses ambientais podem afetar quase todos 0s seus aspectos do
crescimento e desenvolvimento, o que resulta em importantes mudancas na morfologia e
fisiologia das plantas. Consequentemente, vias de sinalizagdo especificas sdo disparadas e
causam variacOes na expressdo genética e no metabolismo das mesmas, tendo como resposta

ao estresse um processo altamente dindmico, dependente de muitos fatores.
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Na tentativa de aumentar a tolerancia das plantas aos diferentes estresses ambientais,
surge o interesse pela utilizagdo de substancias que promovam essa tolerancia. Dentre essas
substancias, a melatonina é uma molécula descrita como promotora de tolerancia a estresses
em plantas (ARNAO; HERNANDEZ-RUIZ, 2014). Sua sintese é induzida nos vegetais,
quando estes estdo expostos a estresses bidticos e abidticos. O estresse oxidativo é limitado pela
inducdo da expressdo de genes relacionados a estresses, reducdo da peroxidacao lipidica e dos
niveis de H202, aléem de maior expresséo do sistema antioxidante enzimatico (ZHANG et al.,
2014; REITER et al., 2015). A melatonina (N-acetil-5-metoxitriptamina), um derivado do
triptofano, é onipresente nos organismos vivos e é relatado ter um papel semelhante ao
hormdnio em vaérias espécies de plantas (HARDELAND et al., 2016; NAWAZ et al., 2016).

Este horménio atua como um neurotransmissor em mamiferos, porém, sua presenca e
potencial papel nas plantas foi relatado recentemente (ARNAO et al., 2014; WANG et al.,
2016). Nas plantas, a melatonina esta envolvida em multiplos processos fisiologicos, incluindo
crescimento e fotossintese, ritmos bioldgicos, germinagdo de sementes e desenvolvimento de
plantulas, além da osmorregulacdo (TAN et al., 2013). Sua capacidade de protecdo contra
tensdes abidticas e biodticas tem sido relatada em situacdes de baixas temperaturas de
germinacgdo (LEI et al., 2004), restri¢do hidrica (WANG et al., 2013; ZHANG et al., 2013), e
contaminagdo por metais pesados (XU et al., 2010). Em varias pesquisas tem sido observado
que a melatonina é um regulador de crescimento de plantulas e plantas. Seu modo de acao é
ativado quando da interacdo com outros fito-hormonios derivados do corismato, incluindo
acido indol-3-acetico (IAA) e acido salicilico (WANG et al., 2009). Tendo como principal
funcdo a ativacdo do sistema antioxidante, a melatonina altera os niveis de expressao génica de
varios genes que atuam em diferentes mecanismos fisioldgicos (TAN et al., 2013; GALANO
etal., 2011).

Além da melatonina, em alguns estudos tem sido relatado que o acido indol-3-acético
(AlA), atua na ativacdo do metabolismo energético central das células (BIANCO et al., 2006a),
auxiliando na protecédo destas contra varios estresses abiodticos, como UV, salinidade e restricdo
hidrica (BIANCO et al., 2006b).

O peroxido de hidrogénio (H20.2) é um composto geralmente encontrado como
subproduto na planta, durante o ciclo de vida normal (GILL; TUTEJA, 2010). No entanto, sabe-
se que desempenha um papel vital na tolerancia ao estresse, atuando como um mensageiro

secundario quando seu nivel se apresenta em baixa concentracdo (YOU; CHAN, 2015;
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FAROOQ et al., 2017). Além disso, atua na sinalizacdo da regulacdo de enzimas antioxidantes
via sinalizagdo ABA (SAXENA et al., 2016).

Embora o papel do peroxido de hidrogénio na resposta fisiologica, sob condigdes de
estresse, ja tenha sido relatado em diferentes estudos (TENA et al., 2001; GUPTA et al., 2016;
JAGODZIK et al., 2018; ZHANG et al., 2019), a eficacia do H20. no desencadeamento da
tolerancia ao estresse em sementes ainda € inconclusiva. Uma ampla gama de concentracGes de
peroxido de hidrogénio ja foram utilizadas e os resultados variaram entre as espécies, bem como
0 metodo de aplicacdo. No entanto, em nenhum dos trabalhos foi testada a aplicacdo via
condicionamento fisioldgico, e posterior efeito em diferentes condi¢Ges de estresse, como
proposto neste estudo.

Assim como para o peroxido de hidrogénio, para o nitroprussiato de sddio (ON) ha
escassez de trabalhos sobre a forma como age nas sementes submetidas ao condicionamento
fisiologico. Porém, o seu efeito sobre o processo germinativo de sementes ja foi comprovado
em diversos trabalhos, demonstrando que é eficiente na superagdo de dorméncia de sementes
de vaérias espécies, dentre elas, a de alface (BELIGNI; LAMATTINA, 2000), cevada (BETHKE
et al., 2004), Arabdopsis (BETHKE; LIBOUREL; JONES, 2006; LIBOUREL et al., 2006) e
Paulownia tomentosa (GIBA et al., 1998). O nitroprussiato de sddio é um composto quimico
de formula Naz[Fe (CN)5SNQO]-2H20 que serve como fonte de 6xido nitrico (ON). A aplicagéo
de doadores de ON também faz com que as sementes germinem em maior quantidade e mais
rapido (ATAIDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016), e ainda aumenta a
atividade de enzimas do sistema antioxidante (SILVA et al., 2019).

O ON também ¢ capaz de diminuir os efeitos do envelhecimento das sementes
armazenadas (PEREIRA et al., 2014) assim como aumenta a tolerancia da semente aos diversos
estresses abioticos, como estresse hidrico, salino e por metais pesados (SILVA et al., 2015;
KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). O estresse oxidativo, provocado pelo aumento da
concentracdo de superoxido, peroxido de hidrogénio e perdxidos de alquila, pode ser combatido
pelo 6xido nitrico, uma vez que ele possui propriedades antioxidantes (SILVA et al., 2015;
PIRES et al., 2016).

Além disso, 0 ON pode reagir com tirozinas pelo processo de nitracdo, ou com 0s
residuos de tiol pela oxidacdo. Na presenca de metais de transi¢do, como ferro, cobre ou zinco,
0 ON pode interagir para formar complexos metal-nitrosil. Estes complexos podem estar
relacionados aos efeitos regulatorios dos fatores de transcri¢cdo do ON e certas enzimas (SILVA

etal., 2015; PIRES et al., 2016). A tolerancia aos diferentes tipos de estresse se da pelo estimulo
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a atividade de uma ou mais enzimas do sistema antioxidante como superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX), diminuindo a acdo
de espécies reativas de oxigénio (EROs) (SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016).

Outro composto relatado que pode induzir tolerancia a estresses abidticos é a quitosana.
Esta é um polimero linear de 3-(1,4) -glucosamina produzido pela desacetilagdo da quitina,
sendo um componente estrutural importante na constituicdo de vérias paredes celulares
(RADMAN et al., 2003). Um dos mais importantes efeitos da quitosana em plantas € o estimulo
da germinacdo em sementes. Em amendoim, sementes revestidas com quitosana, apresentaram
aumento no metabolismo para producédo de energia durante o processo germinativo, resultando

em maiores valores de germinagéo (ZHU et al. 2002).

2.4  Germinacdo de sementes sob condi¢des de estresses abioticos

O crescimento e o desenvolvimento das plantas podem ser inibidos ou atrasados pela
presenca de um ou mais tipos de estresses abioticos. Estes sdo regulados por interacdes
complexas entre varios hormonios, o que é critico em diferentes estagios de desenvolvimento.
Alguns dos principais aspectos do crescimento incluem desenvolvimento de sementes, sua
germinacdo e sobrevivéncia das plantas em condi¢fes desfavoraveis (VISHAL; KUMAR,
2018), sendo a germinagdo das sementes a etapa mais crucial, uma vez que garante a
sobrevivéncia da préxima geracéao.

As plantas, sendo organismos sésseis, precisam integrar sinais internos e externos para
produzir a resposta correta. Para isso desenvolveram mecanismos que permitem que a
germinacdo das sementes seja parada sob condigdes de estresse, e depois retomada quando as
condicdes sdo favoraveis (DASZKOWSKA, 2011).

Salinidade e déficit hidrico sdo os principais estresses abioOticos que afetam a
produtividade das culturas ao redor mundo, especialmente nas regides aridas e semidridas
(BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Esses fatores interferem diretamente na
germinacdo das sementes e, com isso, no crescimento da cultura, limitando o desempenho
méaximo da producdo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016).

A germinacéo € um estagio critico no ciclo de vida das plantas, e 0 movimento da agua
que ocorre atraves dos tecidos da semente, € necessario para 0 acionamento adequado do
processo de germinacdo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; SANTOS et al., 2016).

Esse movimento depende da presenca de um gradiente de potencial hidrico, que é reduzido



19

quando hé presenca de sais, sendo que esta presenca pode, eventualmente, restringir a absor¢éo
de &gua das sementes (PEREIRA et al., 2014). Essas condi¢cBes de estresse diminuem a
velocidade de emergéncia e de desenvolvimento de plantulas, afetam o numero de folhas,
sementes por planta, tamanho e massa de sementes (JOSE et al., 2016; LIU et al., 2018;
BARBIERI et al., 2019).

Em regides com essas adversidades recorrentes, a absorcdo de agua pelas sementes
durante o processo de germinacéo, € dificultada pela negatividade do potencial matricial do
solo (SANTOS et al., 2016). Podem ocorrer também, efeitos toXicos nas sementes em processo
de germinagéo, que levam a alteracdes no metabolismo celular, reducdo na porcentagem e
velocidade de germinagdo, além de mudancas no desenvolvimento e crescimento de plantas
(PELEGRINI et al., 2013; SANTOS et al., 2016).

A germinacdo de sementes em substratos salinizados e com restricdo hidrica sdo
possiveis métodos promissores para se determinar a tolerancia das plantas ao excesso de sais €
déficit hidrico no campo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016; JOSE et al., 2016). Um
dos métodos usados para determinar a tolerancia de uma planta ao déficit hidrico € avaliar a
capacidade de germinacdo, com o uso de polietilenoglicol (PEG) (MASETTO et al., 2013).
Este € um composto inorganico que reduz o potencial osmotico da solu¢do e impde uma
condicdo de dificuldade para absorcdo de agua, resultando assim, no estresse por déficit hidrico.
Vale ressaltar, que essa acdo do PEG ndo resulta em intoxicacdo causada pelo composto.

Para a sinalizacao do estresse hidrico também sdo utilizadas solucGes salinas, ja que as
respostas das plantas a seca e a salinidade estdo intimamente relacionadas. Em ambos 0s
estresses, 0s mecanismos se sobrepdem, o que indica que sejam percebidos pelas células como
um evento de privacao de dgua (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Porém, a salinidade
ndo atua apenas por restringir a absorcdo de dgua e causar estresse hidrico, mas também causa
toxicidade, devido aos ions Na“e CI" (LIANG et al., 2018). A presenca desses ions cria um
desequilibrio idnico no citoplasma celular, que pode levar a formacdo de espécies reativas de
oxigeénio, as quais causam peroxidacéo lipidica da membrana, danos ao DNA, desnaturacdo de
proteinas, oxidag&o de carboidratos e diminuicdo da atividade enzimatica (LIANG et al., 2018).

Por reduzir o tempo de germinagdo e padronizar este processo, o condicionamento
fisiologico propicia mais tolerancia sob condigdes desfavoraveis no campo e diminui os efeitos
das variacfes ambientais. Isso permite que a germinagdo ocorra em variaveis condigdes de
temperatura, luz, solo e disponibilidade de dgua, e possibilita ainda, o desenvolvimento da parte
aérea e aceleragdo do crescimento das plantas (ZHENG et al., 2016; BONOME et al., 2017;
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BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019). Como esses processos
iniciais da germinac&o sdo ativados ainda em condicfes 6timas, a técnica fornece uma vantagem
as sementes, quando estas forem expostas as condi¢Oes adversas de salinidade e déficit hidrico.

O estresse causado por temperaturas altas geralmente ocorre durante um periodo de
tempo suficiente para provocar danos irreversiveis no crescimento e desenvolvimento da planta.
A extensdo em que isto ocorre em zonas climaticas especificas, depende da probabilidade e
periodo de temperaturas elevadas, durante o dia e/ou noite. A tolerancia ao calor é geralmente
definida como a capacidade da planta para crescer e produzir sob altas temperaturas (PEET;
WILLITS, 1998).

As altas temperaturas prejudicam o processo germinativo, no entanto, ndo existem
relatos sobre em qual fase do processo de germinacgéo essas sao mais prejudiciais. Também néo
se sabe ao certo, quais mecanismos podem prejudicar a germinacgdo nessas condicdes.

Na fase de germinacdo das sementes, os carboidratos armazenados no endosperma
constituem a principal fonte de energia para o0 processo germinativo e o crescimento inicial das
plantulas (BUCKERIDGE et al., 2004). Quando essas plantulas sdo submetidas a altas
temperaturas, a eficiéncia do uso dos carboidratos armazenados € funcdo da tolerancia ao calor
de cada genotipo. Essa eficiéncia é traduzida pelo menor consumo de carboidratos no processo
respiratdrio, o que proporciona maior acimulo de massa seca na plantula (BLUM; SINMENA,
1994).

De acordo com Levite (1982) citado por Blum e Sinmena (1994), o maior dano a
produtividade da planta sob estresse por calor, é atribuido a ‘fome’ de carbono devido a
interrupcdo do processo fotossintético e agravada com a perda desse elemento pela elevada taxa
de respiragéo.

Nesse contexto, existem evidéncias de que a tolerancia ao calor da planta adulta esta
associada com a tolerancia no estadio de plantula (BLUM; SINMENA, 1994). Cargnin et al.,
(2006) trabalharam com sementes de oito genitores e oito populacfes segregantes (geracao Fs)
de trigo, e concluiram que a alta temperatura na fase de germinacgéo, ocasiona reducdo da massa
seca de plantula e da eficiéncia de uso do endosperma. Além disso, afirmam que ha tolerancia
ao estresse ao calor entre as populagdes e entre os genitores na fase de germinagao.

Em climas tropicais, as altas temperaturas e 0 excesso de radiacao solar sdo muitas vezes
os fatores mais limitantes que afetam o crescimento da planta e producdo de sementes. Altas
temperaturas podem causar consideraveis danos pré e pos-colheita (GUILIONI et al., 1997;
ISMAIL; HALL, 1999; VOLLENWEIDER; GUNTHARDT-GOERG, 2005). Da mesma
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forma, nas regides temperadas, o estresse ao calor tem sido relatado como uma das mais
importantes causas de reducdo da producdo de matéria seca e de rendimento em muitas culturas
(GIAVENO; FERRERO, 2003).

Os metais bioativos com base em suas propriedades fisico-quimicas, sdo divididos em
dois grupos: metais redox, como Cr, Cu, Mn e Fe, e metais ndo-redox, como Cd, Ni, Hg, Zn e
Al. Os metais redox podem gerar diretamente lesGes oxidativas nas plantas por meio das reagdes
de Haber-Weiss e Fenton, o que leva a producdo de EROS, resultando em estresse oxidativo,
via desequilibrio entre a homeostase pro-oxidante e antioxidante (JOZEFCZAK et al., 2012).
Por outro lado, metais ndo redox atuam indiretamente como estressores oxidativos por varios
mecanismos, incluindo a deplecdo da glutationa, ligando-se a grupos sulfidrila de proteinas,
inibindo enzimas antioxidantes ou induzindo enzimas produtoras de ROS como NADPH
oxidases (BIELEN et al., 2013). Assim, altas concentracBes de contaminantes afetam as
plantas, desde os niveis moleculares até os fisioldgicos. No entanto, os mecanismos envolvidos
nesses processos ndo séo bem compreendidos.

Considerando que o termo ‘metal pesado’ geralmente esta associado com toxidez e
poluicdo, é recomendavel que se diferencie os elementos que sdo essenciais, como por exemplo
Cobre, Zinco, Cobalto, Selénio, Ferro, Manganés, Molibdénio etc., daqueles ndo essenciais e
toxicos ao ambiente como Chumbo, Cadmio, Mercdrio, Arsénio, ainda que todos sejam
classificados como metais pesados (OLIVEIRA, 2008). A polui¢do ou contaminacgéo de solos
agricolas com metais pesados, preocupa, quando se considera a possibilidade de transferéncia
dos mesmos do solo para a cadeia alimentar do homem (VOLESKY, 1990).

Muitos destes metais, como o Cobalto, Zinco, Cobre e Niquel sdo essenciais para o
crescimento de organismos eucariotos e/ou procariotos, sendo exigidos em concentra¢fes muito
pequenas. Outro, contudo, como o Cadmio, ndo é essencial para o crescimento celular, sendo
extremamente tdxico mesmo em baixas concentracdes (VOLESKY, 1990).

O c&dmio € considerado um dos metais mais toxicos, uma vez que apresenta efeito sobre
todos os processos bioldgicos de animais e plantas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000).
O cadmio chega ao meio ambiente pela acdo antropica, sendo que as contaminacgdes em solos,
ocorrem por adi¢do de residuos da fabricacdo do cimento, pelas cinzas produzidas pela queima
de combustiveis fosseis e lixos urbanos, desgaste de pneus, rejeitos de mineradoras e fundicdes,
utilizacdo de fertilizantes fosfatados, uso de dejetos suinos como fertilizantes, dentre outras
(SALGADO, 1996).
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Sabe-se que, quando sementes sdo postas a germinacdo em ambientes com altos niveis
de Céadmio, a atividade das enzimas o e [ amilase sdo significativamente reduzidas,
comprometendo a respiracdo (CHUGH; SAWHNEY, 1996), resultando na inibicdo do
crescimento do eixo embrionério e da radicula (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000).
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CAPITULO 2 INDUCAO DE TOLERANCIA A RESTRICAO HIDRICA E SALINA
EM SEMENTES DE UROCHLOA RUZIZIENSIS COM O USO DE
MOLECULAS SINALIZADORAS

RESUMO

O Brasil se destaca na producao de sementes de braquiaria sendo o maior consumidor,
produtor e exportador mundial. No entanto, seu cultivo abrange grandes areas, expondo a
espécie as adversidades ambientais, tais como, restricao hidrica e estresse salino. Diante disto,
objetivou-se nessa pesquisa avaliar a eficiéncia de moléculas sinalizadoras associadas ao
condicionamento fisioldgico na inducdo de tolerancia a restri¢cdo hidrica e estresse salino em
sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis. O experimento foi instalado e conduzido no
Laboratdrio Central de Pesquisa em Sementes da Universidade Federal de Lavras. Foi utilizado
0 delineamento inteiramente casualizado com quatro repeticdes. Os tratamentos foram
dispostos em esquema fatorial 5x3+1 sendo 5 moléculas sinalizadoras (acido indolacético,
melatonina, quitosana, perdxido de hidrogénio, e nitroprussiato de sodio), 3 condicdes de
germinagdo (4gua, salinidade com NaCl e restricdo hidrica com PEG) mais um controle
(sementes ndo condicionada). Determinou-se: teor de dgua ap6s o condicionamento (antes de
secagem) e ap0s a secagem das sementes; primeira contagem de germinacéo; germinacéo aos
sete e aos 21 dias ap0Os a semeadura; indice de velocidade de germinacdo; comprimento de
plantulas e; anélises da atividade das enzimas perdxido de hidrogénio, ascorbato peroxidase,
catalase, superoxido dismutase além da peroxidacdo lipidica. Aplicacdo de moléculas
sinalizadoras por meio da técnica de condicionamento foi eficiente em minimizar os efeitos
negativos da salinidade e restri¢do hidrica. O condicionamento fisioldgico foi eficiente para
minimizar os efeitos do estresse salino. O condicionamento usando melatonina, quitosana ou
peroxido de hidrogénio tem maior potencial para induzir tolerancia a estresse salino em
sementes de braquiaria. O condicionamento foi eficaz em induzir a ativacdo do sistema
antioxidante das sementes em resposta a estresses abidticos.

Palavras chaves: Braquiaria. Priming. Melatonina. Nitroprussiato de sodio. Estresse abidticos.
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INDUCTION OF WATER AND SALT RESTRICTION TOLERANCE IN
UROCHLOA RUZIZIENSIS SEEDS USING SIGNALING MOLECULES

ABSTRACT

The Brazil stands out in the production of brachiaria seeds, being the largest consumer,
producer and exporter in the world. However, its cultivation covers large areas, exposing the
species to environmental adversities, such as water restriction and salt stress. In view of this,
the objective of this research was to evaluate the efficiency of signaling molecules associated
with physiological conditioning in inducing tolerance to water restriction and salt stress in seeds
of Urochloa ruziziensis cv. ruziziensis. The experiment was installed and conducted at the
Central Laboratory for Research in Seeds at the Federal University of Lavras. A completely
randomized design with four replications was used. The treatments were arranged in a 5x3+1
factorial scheme, with 5 signaling molecules (indoleacetic acid, melatonin, chitosan, hydrogen
peroxide, and sodium nitroprusside), 3 germination conditions (water, salinity with NaCl and
water restriction with PEG) plus one control (unconditioned seeds). It was determined: Water
content after conditioning (before drying) and after drying the seeds; first germination count,
germination at seven and 21 days after sowing, germination speed index, seedling length, and
analysis of the activity of the enzymes hydrogen peroxide, ascorbate peroxidase, catalase,
superoxide dismutase in addition to lipid peroxidation. Application of signaling molecules
through the conditioning technique was efficient in minimizing the negative effects of salinity
and water restriction. Physiological conditioning was efficient to minimize the effects of saline
stress. Conditioning using melatonin, chitosan or hydrogen peroxide has the greatest potential
to induce salt stress tolerance in brachiaria seeds. Conditioning was effective in inducing
activation of the antioxidant system in seeds in response to abiotic stresses.

Keywords: Brachiaria. Priming. Melatonin. Sodium nitroprusside. Abiotic stress.
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1 INTRODUCAO

Dentre as principais situaces de estresse que afetam a germinacdo de sementes e
emergéncia de plantulas em campo, estdo a restricdo hidrica e a salinidade. Esses fatores
interferem diretamente na germinagéo das sementes e, com isso, no desenvolvimento da cultura,
limitando a producdo (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). A baixa disponibilidade de
agua é um dos fatores que mais influenciam o desenvolvimento dos cultivos agricolas. A
restricao hidrica interfere no desenvolvimento das culturas, pois, além de afetar a producéo das
plantas, altera o metabolismo, diminui o potencial hidrico foliar e a perda de turgor, além de
atuar no fechamento dos estdmatos (JALEEL et al., 2009). Além da restricdo hidrica, outro
fator que pode comprometer a germinacdo das sementes é a salinidade, que dificulta a cinética
e a absorcdo de agua, além de facilitar a entrada de ions toxicos nas sementes (BRACCINI et
al., 1996).

Nesse contexto é importante o uso de técnicas que propiciem maior tolerancia as
condicdes desfavoraveis no campo, como o condicionamento fisioldgico. Este permite que as
etapas iniciais do processo germinativo sejam ativadas e reduzam os danos presentes nas células
da semente, melhorando o vigor do lote (BHANUPRAKASH; YOGEESHA, 2016). Além
disso, melhora o desempenho de sementes de baixa qualidade cuja germinagdo € inferior,
proporcionando maior tolerdncia as condi¢des desfavoraveis no campo, diminuindo os efeitos
das variacGes ambientais, e possibilitando que a germinacdo ocorra em diferentes condicdes de
temperatura, luz, solo e disponibilidade de agua (ZHENG et al., 2016; BONOME et al., 2017,
BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).

Associado ao condicionamento fisioldgico, estudos relacionados a adaptacdo de
culturas ao clima, com a utilizacdo de moléculas que aumentam a tolerancia ao estresse, sdo
cada vez mais necessarios para combater os efeitos negativos de ambientes desfavoraveis,
principalmente relacionados ao processo germinativo de sementes e estabelecimento de
plantulas. Varias moléculas naturais e produtos quimicos sintéticos tém sido estudados com o
intuito de induzir a tolerancia ao estresse em plantas. Dentre estas moléculas podem ser citadas
a melatonina, acido indolilacético (AlA), 6xido nitrico, peréxido de hidrogénio e quitosana.

A acdo destes produtos contra estresses abiOticos parece estar associada aos
mecanismos de defesa, ou seja, atuam como moléculas sinalizadoras da inducéo de rotas de

protecdo oxidativa.
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Diante disto, objetivou- se nessa pesquisa, avaliar a eficiéncia de moléculas
sinalizadoras associadas ao condicionamento fisioldgico na inducéo de tolerancia a restricdo

hidrica e estresse salino em sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Pesquisa em Sementes - LCPS
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na cidade de
Lavras, Minas Gerais. Foram utilizadas sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis,
fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisioldgico, realizado
em BOD regulada a 25 °C (PEREIRA et al, 2018), sem luz e adaptada com um compressor de
ar, responsavel pela aeracdo das solugdes, pelo tempo de 24 horas. Como moléculas
sinalizadoras foram utilizadas: acido indolilacético (100 uM), perdéxido de hidrogénio (100
M), quitosana (0,75 mM), melatonina (1mM) e solucéo doadora de ON nitroprussiato de sodio
(100puM). Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de solucdo. As sementes
utilizadas como controle n&o foram condicionadas.

Apo6s o condicionamento, as sementes foram lavadas em éagua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25 °C e apds esse periodo secadas a 35 °C com
circulacdo de ar por mais 72 horas. O teor de dgua foi determinado logo apds o condicionamento
(antes da secagem) e ap0s a secagem das sementes. Foram retiradas quatro repeti¢cées de 200
sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105 °C por 24 horas (BRASIL, 2009).

As sementes condicionadas e ndo condicionadas (controle), foram submetidas a
diferentes condi¢cdes de germinacdo: condi¢do sem estresse (agua destilada), estresse salino
induzido por meio de solucdo de NaCl, concentracdo de -0,4MPa (PEREIRA et al., 2012) e
finalmente, restricdo hidrica induzida por polietileno glicol 6000 — PEG, -0,4MPa (PEREIRA
etal., 2012).

O teste de germinacdo foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, sobre duas
folhas de papel mata borrdo, que foram colocadas em caixas tipo gerbox. Os papéis foram
umedecidos com volume de solucdo contendo as referidas solugdes, equivalente a 2,5 vezes o
peso seco do papel, e as caixas foram acondicionadas em camaras tipo BOD com temperatura
alternada 20-35 °C, com fotoperiodo de 8-16 horas. A primeira contagem do teste foi realizada
aos 7 dias e a contagem final aos 21 dias ap6s a semeadura (BRASIL, 2009). Concomitante ao
teste de germinagé&o foi realizado o indice de velocidade de germinagdo (MAGUIRE, 1962).

Para a analise de imagens, foram utilizadas quatro repeticdes de 25 plantulas. Estas
foram obtidas a partir do teste de germinagdo em rolos, em que a semeadura foi realizada sobre

duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha, as quais foram umedecidas
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da mesma maneira e submetidas as mesmas condigdes citadas anteriormente. Os rolos foram
acondicionados em sacos plasticos para evitar perda de umidade. As imagens das plantulas
foram obtidas aos 7 dias ap0s a instalacdo do teste, equivalente ao periodo de primeira contagem
de germinacdo (BRASIL, 2009).

Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versdo S800, composta
por um modulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliacdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtencdo das imagens. Na etapa de
configuragdo da analise foi utilizada a calibragdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
dimensdo ‘a’ e dimensdo ‘b’. Depois da calibracdo da cor do fundo foi feita a analise das
imagens e foram extraidos valores de comprimento da raiz e comprimento de parte aérea.

Para as analises bioquimicas foram utilizadas as plantulas obtidas na Gltima contagem
(21 dias), as quais foram armazenadas a temperatura de -80 °C até 0 momento das anélises.

Para a extracdo das enzimas do sistema antioxidantes, foram macerados 200 mg de
massa fresca em nitrogénio liquido com 10 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e
homogeneizados em 1,5 mL do tampé&o de extracdo [100 mM de fosfato de potassio, 0,1 mM de
EDTA e 10 mM de &cido ascérbico]. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm por
10 minutos, a 4 °C, coletando-se 0s sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme
apresentado por Biemelt, Keetman e Albrecht (1998).

A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade da enzima
inibir a reducdo fotoquimica do nitroazul de tetraz6lio (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). Dez microlitros do extrato foram adicionados a 190 L de solugdo tampao contendo 50
mM de fosfato de potassio, 14 mM de metionina, 0,1 mM de EDTA, 75 uM de NBT e 2 pM
de riboflavina. Os tubos contendo o tampdo juntamente com a amostra, e o controle (meio de
incubacdo sem a amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de 20W por 7 minutos
e as leituras realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade de SOD é definida pela
quantidade de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do NBT.

Para mensurar a atividade da catalase (CAT), foram pipetados 9 pL do extrato aos quais
foram adicionados 90 uL de solugdo de fosfato de potassio (200 mM) e 72 pL de agua. A esta
mistura, foram adicionados 9 pL de solugédo de peroxido de hidrogénio (250 mM). A atividade
da CAT foi determinada pelo decréscimo dos valores em absorbancia a 240 nm, a cada 15

segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de peréxido de hidrogénio (HAVIR;
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MICHALE, 1987). A reacio foi iniciada pela adi¢do do H202 (e= 36 mM™ cm™). Uma unidade
de CAT é definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol min de H2O..

Para analisar a atividade da ascorbato peroxidase (APX) foram adicionados 9 uL de
extrato 162 na solucdo previamente aquecida em banho-maria a 30 °C, contendo 90 pL de
fosfato de potassio, 9uLmM de &acido ascorbico, 63 pL de agua e 9 pL de perdxido de
hidrogénio na concentragdo de 2 mM. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi
determinada pela diminui¢do da absorbancia do ascorbato (e = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada
15 segundos durante 3 minutos (NAKANO; ASADA, 1981). Uma unidade de APX ¢ definida
pela quantidade de enzima que oxida 1umol min* de cido ascérbico.

Para a quantificacdo de perdxido de hidrogénio (H20-) e peroxidacgdo lipidica, foram
macerados 200 mg de massa fresca em nitrogénio liquido com 10 mg polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e homogeneizados em 1,5 mL de acido tricloroacético a 0,1% (TCA-0,1%). Os
homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado para realizacdo das andlises.

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada mediante a quantificacdo do
malonaldeido (MDA), que é produzido pela reacdo de acido tiobarbitdrico (TBA), conforme
método TBARS proposto por Buege e Aust (1978). Para uma aliquota de 125 pL do
sobrenadante foram adicionados 250uL do meio de reacéo de &cido tiobarbiturico 0,5% (TBA)
e acido tricloacético 10% (TCA). A mistura foi aquecida a 95 °C durante 30 minutos e depois
rapidamente esfriada em um banho de gelo. Posteriormente foi feita a leitura de absorbancia a
535 nm e a 600 nm e a concentracdo do MDA calculada utilizando o coeficiente de extingdo de
155 mM* cm™,

Para a quantificacdo do perdxido de hidrogénio (H20>) foi utilizada uma aliquota de 45
pL do sobrenadante. Nela foram adicionados 45puL do tampao fosfato de potassio (10 mM a pH
7,0) e 90 uL de lodeto de potassio (1M). A leitura foi realizada em espectrofotémetro a 390 nm
e a concentracdo de peroxido de hidrogénio expressa em pumol de H20, g de massa fresca
(VELIKOVA et al., 2000).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, em
esquema fatorial (5x3) +1, sendo cinco moléculas condicionantes, trés condi¢es de germinagao
e um controle (sementes sem condicionamento). As médias foram submetidas a analise de
variancia e, quando significativas, foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e para
a comparacdo do controle com os tratamentos do fatorial foi realizado o teste de Dunnett a 5%

de probabilidade.
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Para as andlises bioquimicas, foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado.
Ressalta-se que cada repeticdo foi feita em triplicata, esquema fatorial (3x5), sendo trés

condicdes de germinacdo e cinco moléculas sinalizadoras.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Figura 1, o teor de agua em sementes de braquiaria
apos o condicionamento fisioldgico variou dependendo do agente condicionante usado. O
condicionamento com peroxido de hidrogénio (H202) foi o que resultou em maior teor de agua
comparado com os demais, sendo aquelas, tratadas com acido indolilacético as com menor valor
dentre os condicionantes (FIGURA 1). Ap6s a secagem o teor de agua variou de 11 a 13%
independente da molécula condicionante (e controle), ndo havendo diferencas estatisticas entre
estes (FIGURA 1). E importante ressaltar, que o teor de agua adequado para conservacio de
sementes de braquiaria e entre 10 e 12% (RIBEIRO et al., 2019), valores que foram observados
no presente trabalho apds a secagem realizada ao final do condicionamento. Ap6s o
condicionamento, a secagem ¢ realizada visando garantir o armazenamento das sementes até o
momento da semeadura, sem que haja perdas dos beneficios obtidos durante os tratamentos
(WOJTYLA et al., 2016).

Figura 1 — Teor de &gua de sementes de Uroclhoa ruziziensis, antes e apds a secagem apos
condicionamento fisioldgico com solucdes de acido indolilacético, melatonina,
quitosana, peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de sodio ou ndo tratadas
(controle).
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Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade*Diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2023).
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Quando em condicdo sem estresse, maiores valores de germinagéo (primeira contagem)
foram observados em sementes condicionadas com melatonina e quitosana (FIGURA 2). J&
guando as sementes condicionadas foram submetidas ao estresse por salinidade o tratamento
com quitosana e peroxido de hidrogénio, o resultado foi de maiores percentuais de germinacéo
na primeira contagem, havendo superioridade do tratamento controle sobre os demais nesta
condicdo (FIGURA 2). A reducéo do vigor de sementes sob condigdo de salinidade é conhecida,
e é causada ndo so pela dificuldade na absor¢éo de agua pela semente, mas também na absorcéo
dos ions presentes no substrato, os quais interferem negativamente no metabolismo celular e
consequentemente na germinagdo (MUNNS; TESTER 2008). Resultados similares tém sido
observados em culturas como a do tomate (JUNIOR et al., 2020) verificaram reducdo na

porcentagem de germinacdo de sementes de tomate em condicBes de estresse salino.

Figura 2 — Germinacdo (primeira contagem) sementes de Urochloa ruziziensis sob condi¢Ges
de estresse ou ndo, ap6s condicionamento fisiologico em solucdes de &cido
indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT), peréxido de hidrogenio
(H202), nitroprussiato de sodio (SNP) e ndo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra mindscula entre condi¢des de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor ( 2023).

Germinagao (%)

Né&o foi observada germinacdo das sementes quando sob deficit hidrico aos 7 dias apos
a semeadura, indicando que as moléculas sinalizadoras usadas ndo foram eficientes para induzir
maior tolerancia a este estresse (FIGURA 2). Esses resultados possivelmente devem estar

relacionados tanto com o fato de, sob déficit hidrico, as sementes ndo foram capazes de absorver
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quantidades de &gua necessarias para a ativacdo e manutencdo do metabolismo para a
germinacdo, mesmo quando tratadas (BEWLEY et al. 2013).

O aumento na qualidade, bem como a tolerancia a estresses abioticos em sementes de
forrageiras apds o condicionamento, ja foi relatado em trabalho de Silva et al. (2019). Oliveira
et al. (2021) também relataram os beneficios da técnica para U. ruziziensis, quando foi
observada maior germinagdo das sementes quando tratadas com nitroprussiato de sodio.
Diferentemente do presente estudo, Oliveira et al. (2021) observaram germinacéo das sementes
na primeira contagem, apesar de estar em valores inferiores a 5% em quase todos 0s
tratamentos, exceto pelo nitroprussiato de sédio.

Quanto ao percentual de germinacdo na Ultima contagem, ndo foram observadas
diferencas significativas entre os tratamentos avaliados e o controle na auséncia de estresse
(FIGURA 3). Contudo, quando comparadas as moléculas sinalizadoras entre si, maior
germinacdo foi observado naquelas sementes tratadas quitosana, melatonina e 4&cido
indolacético (FIGURA 3).

Figura 3 — Germinacdo (ultima contagem) de sementes de Urochloa ruziziensis sem serem
submetidas ao condicionamento fisioldgico (controle), e submetidas ao
condionamento com moleculas sinalizadoras acido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), perdxido de hidrogenio (H20.), nitroprussiato de sodio
(SNP) e ndo tratadas, germinadas em agua, salinidade e restriacao hidrica.
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Médias seguidas por uma mesma letra minudscula entre condi¢cdes de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).
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A excecdo da melatonina e do peréxido de hidrogénio, os demais tratamentos
germinaram em taxas inferiores ao controle quando sob condicdo de déficit hidrico (FIGURA
3), resultados similares foram obtidos em estudos com algoddo (CHEN et al., 2020) e mostarda
(PARK et al., 2021). A melatonina esta envolvida em multiplos processos durante o
desenvolvimento da planta, com destaque na osmorregulacdo (TAN et al., 2013). Sua sintese é
iniciada sob situacdo de estresses bidticos e abidticos, como resposta a esses. Por outro lado, 0
perdxido de hidrogénio apesar de ser associado a espécies reativas de oxigénio, as quais podem
ser danosas para a célula, desempenha papel vital na resposta ao estresse pela planta, atuando,
quando sob baixas concentragdes, como mensageiro secundario para inducdo de resposta ao
estresse (YOU; CHAN, 2015; FAROOQ et al., 2017), regulando assim, a sintese de enzimas
antioxidantes via sinalizacdo do acido abscisico (SAXENA et al., 2016).

Sob déficit hidrico, a germinacdo de sementes de braquiaria ndo foi superior a 10%
independentemente da molécula sinalizadora utilizada (FIGURA 3), apesar de maiores valores
terem sido observados quando sementes foram tratadas com a melatonina. De maneira similar,
o condicionamento fisiolégico ndo propiciou resposta satisfatoria das sementes ao déficit
hidrico quando avaliado em sementes de pepino sob restricdo hidrica (ZHANG et al., 2013),
por outro lado, foi observado aumento da germinagao e crescimento em plantas de trigo (LEI
et al., 2021). Em geral a reducdo da germinacdo sob déficit hidrico é esperada em sementes
devido a menor absorcao de dgua (KAPPES et al., 2010), como discutido anteriormente, devido
a imposicao de dificuldades na aquisicdo de &gua em quantidade necessaria para que 0 processo
germinativo ocorra (TAIZ et al., 2017; DUARTE et al., 2019).

Os resultados aqui observados evidenciam que a condicdo de restricdo hidrica
proporcionou maior reducdo da germinacdo quando comparada ao estresse por salinidade.
Importante ressaltar os efeitos benéficos da melatonina e do peroxido de hidrogénio que mesmo
em condicBes de estresse proporcionou maior porcentagem de germinacdo de sementes de
braquiaria.

N&o foram observadas diferengas entre os tratamentos quando analisado o indice de
velocidade de germinacéo das sementes em condigdo sem estresse (FIGURA 4). Sob salinidade,
sementes condicionadas com AIA germinaram em velocidade inferior aos demais tratamentos,
0s quais foram estatisticamente similares entre si. Nesta condicdo, observa-se que em todos 0s
tratamentos as sementes germinaram mais lentamente quando comparados ao controle
(FIGURA 4).
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Figura4— Indice de velocidade de germinagio de sementes de Urochloa ruziziensis sem serem
submetidas ao condicionamento fisiolégico (controle), e submetidas ao
condionamento com moleculas sinalizadoras acido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), peroxido de hidrogenio (H20>), nitroprussiato de sodio
(SNP) e ndo tratadas, e germinadas em agua, salinidade e restriacao hidrica.
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Médias seguidas por uma mesma letra mindscula entre condig¢des de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor ( 2023).

Na auséncia de estresse hidrico, maiores valores de comprimento da parte aérea foram
observados quando o condicionamento foi realizado usando melatonina ou nitroprussitato de
sodio. Os valores para esta variavel foram estatisticamente iguais sob estresse salino (FIGURA
5A). Sob déficit hidrico, todos os tratamentos foram inferiores ao controle, havendo maior
tamanho de parte aérea quando o tratamento com melatonina foi aplicado, em relacdo aos
demais condicionantes. Em plantulas sob restri¢do hidrica houve diminui¢do do crescimento,
devido a menor expanséo e alongamento celular, processos dependentes da disponibilidade de
agua. Também provoca a reducdo do crescimento em consequéncia do decréscimo da
turgescéncia celular (PEREZ; MORAIS, 1991). Esse fato ficou evidente no presente estudo,
quando houve uma reducgédo do tamanho das plantulas, apesar da influéncia positiva de algumas
moléculas como a melatonina (FIGURA 5A).

Em relacdo ao tamanho da raiz na condi¢do sem estresse (agua), maiores valores foram
observados na presenca de o &cido indolilacético quitosana e nitroprussiato de sodio, esses
proporcionaram maiores médias. Quando germinadas na presenca de salinidade, maior tamanho
da raiz foi observado quando as sementes foram tratadas com o acido indolilacético e peréxido

de hidrogénio, valores estes superiores aos observados no tratamento controle. Sob restrigdo
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hidrica, o tamanho da raiz foi maior quando as sementes foram tratadas com peroxido de
hidrogénio ou nitroprussiato de sddio, sendo estes estatisticamente iguais ao controle (FIGURA
5B).

De forma geral, foi observado efeito positivo do uso das moléculas sinalizadoras no
crescimento das plantulas. Contudo, para o desenvolvimento da raiz, os valores variaram em
funcdo das moléculas sinalizadora e do estresse aplicado, havendo destaque para o peroxido de
hidrogénio o qual resultou em maiores valores. O melhor desenvolvimento do sistema radicular
implica em maior capacidade de exploracao do solo, 0 que garante alocacdo de agua e nutrientes

mais eficaz, e consequente crescimento da planta (DOURADO NETO et al., 2014).

Figura 5 — Comprimento (cm) de parte aérea (A) e raiz (B) obtidos pela analise de imagens de
plantulas de Urochloa ruziziensis os 7 dias de germinacdo em agua, estresse salino
(NaCl) e restricdo hidrica (PEG), ap0s serem submetidas ao condicionamento
fisiol6gico com as moléculas sinalizadoras acido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), perdxido de hidrogenio (H20>), nitroprusiato de sodio
(SNP) e ndo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra minuscula entre condi¢cdes de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
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Fonte: Do autor (2023).
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N&o houve diferencas entre os tratamentos quanto a quantificacdo de perdoxido de
hidrogénio, na auséncia de estresse (FIGURA 6A). Quando sob estresse salino, maiores valores
do peroxido de hidrogénio foram observados em sementes tratadas com nitroprussiato de sodio.
Na condicdo de estresse hidrico observa-se que ndo houve diferenca entre as moléculas
sinalizadoras (FIGURA 6A).

Figura 6 — Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (A) e peroxidacdo lipidica (B) em plantulas
de Urochloa ruziziensis germinadas em agua, estresse salino (NaCl) e restricdo
hidrica (PEG), submetidas ao condicionamento fisiologico em solucbes de acido
indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT), perdxido de hidrogenio
(H202), nitroprussiato de sodio (SNP) e néo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra minucula entre condi¢Ges de germinagdo e maidscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
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Fonte: Do autor ( 2023).
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O peroxido de hidrogénio (H202) é um composto geralmente encontrado como
subproduto do metabolismo celular, sendo seu acimulo danoso para a célula (GILL; TUTEJA,
2010). No entanto, sabe-se que desempenha um papel vital na tolerancia ao estresse, atuando
como um mensageiro secundario quando seu nivel se apresenta em baixa concentracao (YOU,;
CHAN, 2015; FAROOQ et al., 2017). Além disso, atua na sinalizagdo da regulacéo de enzimas
antioxidantes via sinalizagdo ABA (SAXENA et al., 2016).

Em relacdo a quantificacdo da peroxidacao lipidica (FIGURA 6B), quando na auséncia
do estresse, maiores valores foram observados em sementes tratadas com acido indolaceético,
melatonina e nitroprussiato de sddio. Sob estresse salino, maiores valores foram observados
quando as sementes foram tratadas com nitroprussiato, perdxido de hidrogénio e acido
indolacético. J& para o déficit hidrico, observa-se que ndo houve diferenca estatistica
independetemente da molécula sinalizadora (FIGURA 6B). Sob condicBes adversas, 0 estresse
oxidativo é observado, resultando no acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo
a peroxidacdo de lipidios das membranas celulares um dos danos resultantes deste processo
(LIU et al., 2018; YALAMALLE et al., 2019). Maior peroxidacao lipidica foi observada em
sementes submetidas ao estresse salino (FIGURA 6B). A maior quantidade do malonaldeido
esta diretamente relacionada a maior peroxidacao lipidica, o que indica que a célula ndo foi
capaz de conter os danos resultantes do acimulo de EROs.

A excecdo do peroxido de hidrogénio, na auséncia de estresse e sob estresse salino o
acido indolilacético, enquanto que no estresse hidrico o nitroprussiato de sédio, todos os
tratamentos, independentemente do estresse aplicado, foram superiores ao controle quanto a
atividade da ascorbato peroxidase (APX) (FIGURA 7A). Nao houve diferencas significativas
quanto a atividade desta enzima quando comparadas as moléculas condicionantes na auséncia
de estresse. Quando sob salinidade, a melatonina resultou em maior atividade da APX, apesar
de ndo diferenciar estatiscamente a quitosana, peroxido de hidrogénio e nitroprussiato de sodio.
Jé& sob déficit hidrico, maior atividade foi observada em sementes tratadas com a quitosana ou
melatonina (FIGURA 7A). Maior atividade da APX indica que o sistema antioxidante esta
funcionando de maneira eficiente, uma vez que essa enzima estd correlacionada ao
impedimento do aciumulo de EROs e consequente estresse oxidativo na célula (ZHANG et al.,
2013).
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Figura 7 — Quantificacdo de ascorbato peroxidase (A) e catalase (B) e superdxido dismutase
(C) em plantulas de Urochloa ruziziensis germinadas em agua, estresse salino
(NaCl) e restricdo hidrica (PEG), submetidas ao condicionamento fisiol6gico em
solugdes de acido indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT),
peréxido de hidrogenio (H203), nitroprussiato de sodio (SNP) e ndo tratadas.
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Em relagdo a atividade da enzima catalase (FIGURA 7B) nota-se que
independentemente da molecula sinalizadora e do estresse, ndo houve diferenga entre os
tratamentos. A catalase é uma enzima antioxidante que atua na conversdo de perdxido de
hidrogénio em agua. A maior atividade dessa enzima ¢é observada em condicfes de estresse
possivelmente em resposta & maior atividade respiratoria durante o estresse (SILVA NETA,
2014), contudo, no presente estudo, a catalase apresentou atividade similar, independentemente
ou ndo da aplicacéo do estresse.

Quando sob auséncia de estresse, maior atividade da superdxido dismutase foi
observada em sementes tratadas com acido indolilacético e melatonina (FIGURA 7C), tal como
na condicéo de estresse salino. Por outro lado, sob restri¢do hidrica, o tratamento com quitosana
ou peroxido de hidrogénio resultou maior atividade desta enzima, apesar de nao diferenciar
estaticamente as sementes condicionadas com &cido indolacético e melatonina. Considerando
que a superdxido dismutase é citada como a primeira enzima a atuar na defesa da célula contra
0 estresse oxidativo (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; CHOUDHARY et al., 2019; LIU et
al., 2019), os resultados inferem que o tratamento com acido indolilacético induz maior resposta
(atividade desta enzima) sob condicdo de salinidade, ao passo que para déficit hidrico, essa

resposta é observada para a quitosana e peroxido de hidrogénio.
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4 CONCLUSOES

O condicionamento fisioldgico foi eficiente para minimizar os efeitos do estresse
salino em sementes de Urochloa ruziziensis.

O condicionamento usando melatonina, quitosana ou peréxido de hidrogénio tem
maior potencial para induzir tolerancia a estresse salino em sementes de braquiaria.

O condicionamento foi eficaz em induzir a ativagdo do sistema antioxidante das

sementes em resposta a estresses abioticos.
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CAPITULO 3 II\!DU(;AO DE TOLERANCIA A ALTAS TEMPERATURAS E
CADMIO EM SEMENTES DE UROCHLOA RUZIZIENSIS COM O
USO DE MOLECULAS SINALIZADORAS

RESUMO

A Braquiéria se destaca entre as espécies forrageiras cultivadas no Brasil, no entanto,
a producdo de sementes da cultura ainda enfrenta problemas quanto a baixa qualidade,
florescimento irregular, baixo nimero de sementes férteis, elevada degrana natural e dorméncia.
Aliados a esses fatores existem os estresses abidticos, como o estresse térmico e a contaminacéo
por metais pesados, como o cadmio. Sendo assim, técnicas como o condicionamento fisiologico
aliados ao uso de moléculas sinalizadoras podem minimizar esses efeitos, promovendo maior
rapidez e uniformidade na germinagdo. Diante disto, objetivou-se nessa pesquisa, avaliar a
eficiéncia de moléculas sinalizadoras na inducéo de tolerancia a altas temperaturas e a presenca
de cddmio em sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis. O experimento foi instalado e
conduzido no Laboratoério Central de Pesquisa em Sementes da Universidade Federal de Lavras.
Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado com quatro repeti¢des. Os tratamentos
foram dispostos em esquema fatorial 5x3+1 sendo 5 moléculas sinalizadoras (acido
indolacético, melatonina, quitosana, peroxido de hidrogénio, e nitroprussiato de sédio), 3
condicdes de germinacdo (sem estresse, alta temperatura (40 °C) e contaminacdo por cadmio)
mais controle (sementes ndo condicionada). Determinou-se: teor de &gua apds o
condicionamento (antes de secagem) e apds a secagem das sementes; primeira contagem de
germinagdo, germinacdo aos sete e aos 21 dias ap6s a semeadura; indice de velocidade de
germinacdo, comprimento de plantulas, e analise das atividades das enzimas peroxido de
hidrogénio, ascorbato peroxidase, catalase, superdxido dismutase e peroxidacédo lipidica. Ha
potencial da técnica de condicionamento fisiol6gico para induzir maior tolerancia a estresses
por cadmio e temperatura em sementes de Urochloa ruziziensis. O condicionamento fisioldgico
com peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de sodio e acido indolacético tem maior potencial
para induzir maior tolerancia a estresses abidticos em sementes de braquiaria. Em resposta aos
estresses abioticos, foi possivel observar eficacia do condicionamento fisiolégico quanto ao
estimulo a ativacdo do sistema antioxidante.

Palavras-chaves: Braquiaria. Melatonina. Quitosana. Enzimas antioxidantes. Estresses
abidticos.
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INDUCTION OF TOLERANCE TO HIGH TEMPERATURES AND CADMIUM IN
UROCHLOA RUZIZIENSIS SEEDS USING SIGNALING MOLECULES

ABSTRACT

The Brachiaria stands out among the forage species cultivated in Brazil, however the
production of seeds of the culture still faces problems regarding low quality, irregular
flowering, low number of fertile seeds, high natural degrana and dormancy. Allied to these
factors are abiotic stresses, such as thermal stress and contamination by heavy metals such as
cadmium. Therefore, techniques such as physiological conditioning combined with the use of
signaling molecules can minimize these effects, promoting greater speed and uniformity in
germination. In view of this, the objective of this research was to evaluate the efficiency of
signaling molecules in inducing tolerance to high temperatures and the presence of cadmium in
seeds of Urochloa ruziziensis cv. ruziziensis. The experiment was installed and conducted at
the Central Laboratory for Research in Seeds at the Federal University of Lavras. A completely
randomized design with four replications was used. The treatments were arranged in a 5x3+1
factorial scheme, with 5 signaling molecules (indoleacetic acid, melatonin, chitosan, hydrogen
peroxide, and sodium nitroprusside), 3 germination conditions (no stress, high temperature
(40°C) and contamination by cadmium) plus control (unprimed seeds). It was determined:
Water content after conditioning (before drying) and after drying the seeds; first germination
count, germination at seven and 21 days after sowing, germination speed index, seedling length,
and analysis of the activities of the enzymes hydrogen peroxide, ascorbate peroxidase, catalase,
superoxide dismutase and lipid peroxidation. There is potential for the priming technique to
induce greater tolerance to cadmium and temperature stress in Urochloa ruziziensis seeds.
Conditioning with hydrogen peroxide, sodium nitroprusside and indoleacetic acid has the
greatest potential to induce greater tolerance to abiotic stresses in brachiaria seeds. In response
to abiotic stresses, it was possible to observe the effectiveness of physiological conditioning in
terms of stimulating the activation of the antioxidant system.

Keywords: Brachiaria. Melatonin. Chitosan. Antioxidant enzymes. Abiotic stresses.
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1 INTRODUCAO

No Brasil, as areas de pastagens tém aumentado ano a ano, com previsao de alcancar
em 2027 156.397.000 ha (ABIEC, 2018). Esse aumento se justifica pelo fato de o pais ser um
dos maiores produtores mundiais de carne bovina (VALE; PEREIRA, 2019), sendo que a
producdo animal é baseada principalmente em pastagens de gramineas e leguminosas. Dentre
as especies forrageiras se destaca 0 género Urochloa com mais de 70% da area cultivada com
forragem no pais. Geralmente estas areas de pastagens sdo de baixa qualidade, devido
principalmente a utilizacdo de sementes de baixo vigor, dadas as dificuldades de producéo de
sementes de boa qualidade para a cultura (BONOME et al., 2006). A obtengédo de sementes de
boa qualidade de braquiaria também ¢é dificultada por outros fatores, tais como baixo niumero
de sementes férteis, florescimento irregular, elevada degrana natural, além da dorméncia.
Aliado a essas caracteristicas existem ainda as instabilidades climéticas que vém ocorrendo nos
ultimos anos, como altas temperaturas, além da contaminacdo por metais pesados como 0
cadmio, dentre outros fatores que podem comprometer a qualidade das sementes.

Os estresses abidticos sao as principais causas de perdas de produtividades de grédos em
todo o mundo. Por meio de alguns estudos tem sido relatado que o crescimento e o
desenvolvimento das plantas podem ser inibidos ou atrasados por diferentes estresses abioticos
que envolvem interacdes complexas entre varios hormonios, em diferentes estagios de
desenvolvimento. Alguns dos principais aspectos do crescimento incluem desenvolvimento de
sementes, sua germinacao e sobrevivéncia das plantas em condicdes desfavoraveis, sendo a
germinacdo das sementes a etapa mais crucial, uma vez que garante a sobrevivéncia da maioria
das espécies cultivadas. Para garantir a sobrevivéncia, as plantas desenvolveram mecanismos
gue permitem gue a germinacdo das sementes seja suspensa sob condicdes de estresse, e depois
retomada quando as condicGes sdo favoraveis (DASZKOWSKA, 2011).

Nesse contexto, por reduzir o tempo de germinacdo e padronizar este processo, 0
condicionamento fisiologico de sementes propicia maior tolerancia sob condicdes
desfavoraveis no campo e diminui os efeitos das variagcbes ambientais. 1sso permite que a
germinacdo ocorra em diferentes condi¢Ges de temperatura, luz, solo e disponibilidade de &gua,
e possibilita ainda, o desenvolvimento da parte aérea e aceleragdo do crescimento das plantas
(ZHENG et al., 2016; BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; PEREIRA et al., 2018;
RIBEIRO et al., 2019). Como esses processos iniciais da germinagdo séo ativados ainda em

condicBes Gtimas, a técnica fornece uma vantagem as sementes, quando estas forem expostas
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as condicBes adversas como elevadas temperaturas, contaminagdo por metais pesados ou outros
tipos de estresse.

O estresse causado por temperaturas altas geralmente pode provocar danos irreversiveis
no crescimento e desenvolvimento da planta. A extensdo em que isto ocorre, em zonas
climéticas especificas, depende da probabilidade e periodo de temperaturas elevadas, durante o
dia e/ou noite. A tolerancia ao calor é geralmente definida como a capacidade da planta para
crescer e produzir sob altas temperaturas (PEET; WILLITS, 1998). Em climas tropicais, as altas
temperaturas e 0 excesso de radiacdo solar sao muitas vezes os fatores mais limitantes que
afetam o crescimento da planta e a produgdo de sementes. Altas temperaturas podem causar
consideraveis danos pré e pos-colheita (GUILIONI et al, 1997; ISMAIL; HALL, 1999). Da
mesma forma, nas regides temperadas o estresse por calor tem sido relatado como uma das mais
importantes causas de reducdo da producéo de matéria seca e de rendimento em muitas culturas
(GIAVENO; FERRERO, 2003). Além de altas temperaturas, outros estresses podem
comprometer a germinagdo, crescimento e desenvolvimento das plantas, como a contaminagao
por metais pesados, ndo essenciais, como o cadmio. O cadmio é considerado um dos metais
mais tdxicos, uma vez que apresenta efeito sobre todos os processos bioldgicos de animais e
plantas (KABATA-PENDIAS; PENDIAS, 2000). O cadmio chega ao meio ambiente pela a¢éo
antrdpica, sendo que as contaminac6es em solos, ocorrem por adi¢do de residuos da fabricacdo
do cimento, pelas cinzas produzidas pela queima de combustiveis fdsseis e lixos urbanos,
desgaste de pneus, rejeitos de mineradoras e fundicdes, utilizacdo de fertilizantes fosfatados,
uso de dejetos suinos como fertilizantes, dentre outras (SALGADO, 1996).

Diante disto, objetivou-se nessa pesquisa, avaliar a eficiéncia de moléculas sinalizadoras
na inducdo de tolerancia a altas temperaturas e a presenca de cadmio em sementes de Urochloa

ruziziensis cv. Ruziziensis.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratorio Central de Pesquisa em Sementes - LCPS
do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), na cidade de
Lavras, Minas Gerais. Foram utilizadas sementes de Urochloa ruziziensis cv. Ruziziensis,
fornecidas pela empresa Sementes Mineirdo Ltda.

As sementes de braquiaria foram submetidas ao condicionamento fisioldgico, realizado
em BOD regulada a 25 °C (PEREIRA et al., 2018), sem luz e adaptada com um compressor de
ar, responsavel pela aeracdo das solugdes, pelo tempo de 24 horas. Como moléculas
condicionantes foram utilizadas: &cido indolacético (100 uM), peroxido de hidrogénio (100
M), quitosana (0,75 mM), melatonina (1mM) e solucéo doadora de ON nitroprussiato de sodio
(100puM). Foram colocados 40 gramas de sementes em 400 ml de solucdo. As sementes
utilizadas como controle n&o foram condicionadas.

Apo6s o condicionamento, as sementes foram lavadas em agua corrente, secadas em
estufa de circulacdo de ar por 24 horas a 25 °C e apds esse periodo secadas a 35 °C com
circulacdo de ar por 72 horas. O teor de agua foi determinado logo apds o condicionamento
(antes da secagem) e ap0s a secagem das sementes. Foram retiradas quatro repeticGes de 200
sementes de cada tratamento e submetidas a estufa a 105 °C por 24 horas (BRASIL, 2009).

As sementes condicionadas e ndo condicionadas (controle), foram submetidas a
diferentes condi¢bes de germinacdo: sem estresse (dgua destilada), estresse térmico por meio
da germinacdo a temperatura de 40 °C (NAKAO; CARDOSO, 2015) e contaminacdo por
cadmio, concentracdo de 3 mg.L-1 (CONAMA, 2009).

O teste de germinacdo foi realizado com quatro repeticdes de 50 sementes, sobre duas
folhas de papel mata borrdo, que foram colocadas em caixas tipo gerbox. Os papéis foram
umedecidos com volume de solucdo contendo as referidas soluges, equivalente a 2,5 vezes o
peso seco do papel, e as caixas foram acondicionadas em camaras tipo BOD com temperatura
alternada 20-35 °C, com fotoperiodo de 8-16 horas, exceto o0 estresse por temperatura o qual
foi submetido a temperatura de 40 °C, com luz constante em BOD. A primeira contagem do
teste foi realizada aos 7 dias e a contagem final aos 21 dias apds a semeadura (BRASIL, 2009).
Concomitante ao teste de germinacdo foi realizado o indice de velocidade de germinacéo
(MAGUIRE, 1962).

Para a analise de imagens, foram utilizadas quatro repeti¢des de 25 plantulas. Estas

foram obtidas a partir do teste de germinagdo em rolos, em que a semeadura foi realizada sobre
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duas folhas de papel germitest e sobrepostas com mais uma folha, as quais foram umedecidas
da mesma maneira e submetidas as mesmas condic@es citadas anteriormente, exceto 0 estresse
por temperatura o qual foi submetido a temperatura de 40 °C, com luz constante em BOD. Os
rolos foram acondicionados em sacos plasticos para evitar perda de umidade. As imagens das
plantulas foram obtidas aos 7 dias ap0s a instalacao do teste, equivalente ao periodo de primeira
contagem de germinacdo (BRASIL, 2009).

Para a captura das imagens foi utilizado o sistema GroundEye®, versio S800, composto
por um modulo de captacdo que possui uma bandeja de acrilico, uma camera de alta resolucéo
e um software integrado para avaliagdo. As plantulas foram retiradas do papel germitest e
inseridas na bandeja do mddulo de captacdo para a obtengdo das imagens. Na etapa de
configuracdo da analise foi utilizada a calibracdo da cor de fundo, indice de luminosidade,
dimensdo ‘a’ e dimensdo ‘b’. Depois da calibracdo da cor do fundo foi feita a analise das
imagens e foi extraido valores de comprimento da raiz e comprimento de parte aérea.

Para as andlises bioquimicas foram utilizadas as plantulas obtidas na ultima contagem
(21 dias), as quais foram armazenadas a temperatura de -80 °C até 0 momento das analises.
Para a extracdo das enzimas antioxidantes foram macerados 200 mg de massa fresca em
nitrogénio liquido com 10 mg de polivinilpolipirrolidona (PVPP) e homogeneizados em 1,5 mL
do tampao de extracdo [100 mM de fosfato de potassio, 0,1 mM de EDTA e 10 mM de acido
ascorbico]. Os homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm por 10 minutos, a 4 °C,
coletando-se os sobrenadantes para as analises enzimaticas conforme apresentado por Biemelt,
Keetman e Albrecht (1998).

A atividade da superdxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade da enzima
inibir a reducdo fotoquimica do tetrazolio de nitroazul (NBT), proposta por Giannopolitis e Ries
(1977). 10 pL do extrato foi adicionado a 190 pL de solucdo tampdo contendo 50 mM de fosfato
de potassio, 14 mM de metionina, 0,1 mM de EDTA, 75 uM de NBT e 2 uM de riboflavina.
Os tubos contendo o tampdo juntamente com a amostra e 0 controle (meio de incubagdo sem a
amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de 20W por 7 minutos e as leituras
realizadas a 560 nm em espectrofotdmetro. Uma unidade de SOD é definida pela quantidade
de enzima que inibe 50% da taxa de redugdo do NBT.

Para mensurar a atividade da catalase (CAT), foram pipetados 9 pL do extrato aos quais
foram adicionados 90 pL de solucéo de fosfato de potassio (200 mM) e 72 pL de agua. A esta
mistura foi adicionado 9 pL de solugcdo de perdxido de hidrogénio (250 mM). A atividade da

CAT foi determinada pelo decréscimo dos valores em absorbancia a 240nm, a cada 15
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segundos, por 3 minutos, monitorado pelo consumo de perdxido de hidrogénio (HAVIR,;
MICHALE, 1987). A reacdo foi iniciada pela adi¢do do H202 (e= 36 mM™ cm™). Uma unidade
de CAT é definida pela quantidade de enzima necessaria para decompor 1 pmol min de H2O,.

Para analisar a atividade da ascorbato peroxidase (APX) foram adicionados 9 pL de
extrato 162 na solugdo previamente aquecida em banho-maria a 30°C, contendo 90 pL de
fosfato de potéssio, 9 uLmM de &cido ascorbico, 63 pL de agua e 9 uL de perdxido de
hidrogénio na concentracdo de 2 mM. A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi
determinada pela diminui¢do da absorbancia do ascorbato (e = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm a cada
15 segundos durante 3 minutos (NAKANO; ASADA, 1981). Uma unidade de APX ¢ definida
pela quantidade de enzima que oxida 1umol min* de cido ascérbico.

Para a quantificacdo de peroxido de hidrogénio (H20.) e peroxidagdo lipidica, foram
macerados 200 mg de massa fresca em nitrogénio liquido com 10 mg polivinilpolipirrolidona
(PVPP) e homogeneizados em 1,5 mL de &cido tricloroacético a 0,1% (TCA-0,1%). Os
homogeneizados foram centrifugados a 12.000 rpm por 15 minutos, a 4 °C e o sobrenadante foi
coletado para realizacdo das analises.

A avaliacdo da peroxidacdo lipidica foi realizada mediante a quantificacdo do
malonaldeido (MDA), que € produzido pela reacdo de &cido tiobarbiturico (TBA), conforme
método TBARS proposto por Buege e Aust (1978). Para uma aliquota de 125 pL do
sobrenadante foram adicionados 250uL do meio de reacéo de cido tiobarbiturico 0,5% (TBA)
e acido tricloacético 10% (TCA). A mistura foi aquecida a 95 °C durante 30 minutos e depois
rapidamente esfriada em um banho de gelo. Posteriormente, foi feita a leitura de absorbancia a
535 nm e a 600 nm e a concentracdo do MDA calculada utilizando o coeficiente de extingdo de
155 mM* cm™,

Para a quantificagdo do peroxido de hidrogénio (H20>) foi utilizada uma aliquota de 45
pL do sobrenadante. Nela foram adicionados 45puL do tampao fosfato de potassio (10 mM a pH
7,0) e 90 pL de lodeto de potassio (LM). A leitura foi realizada em espectrofotdémetro a 390
nm e a concentragdo de perdxido de hidrogénio expressa em pmol de H20, g* de massa fresca
(VELIKOVA et al., 2000).

Foi utilizado o delineamento inteiramente casualizado, com quatro repeticbes, em
esquema fatorial (5x3) +1, sendo cinco moléculas condicionantes, trés condi¢Ges de germinagéo
e um controle (sementes sem condicionamento). As médias foram submetidas a analise de
variancia e, quando significativas, foi realizado o teste de Tukey a 5% de probabilidade e para

a comparacdo do controle com os tratamentos do fatorial foi realizado o teste de Dunnett a 5%
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de probabilidade. Para as analises bioquimicas, foi utilizado o delineamento inteiramente
casualizado. Ressalta-se que, cada repeticdo foi feita em triplicata, em esquema fatorial (3x5),

sendo trés condic¢des de germinacéo e cinco moléculas sinalizadoras.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Em sementes condicionadas foi observado maior quantidade de &gua quando
condicionadas com peroxido de hidrogénio, seguidas pelas que foram condicionadas com
quitosana e nitroprussiato de sédio (FIGURA 1). A absorcéo de &gua é limitada pelo potencial
osmatico da solucdo permitindo que sementes menos vigorosas ‘alcancem’ as mais vigorosas,
tornando a germinacdo mais rapida e mais uniforme (RIBEIRO et al., 2019). A fase de
embebicdo é de grande importancia, uma vez que a captacdo da quantidade adequada de agua
é essencial para o reinicio da atividade metabolica. O condicionamento fisiologico ativa o
metabolismo das sementes durante as fases | e 11 da embebicéo, sem que ocorra a protruséo da
raiz primaria (fase 111) (BONOME et al., 2017; BATISTA et al., 2018; RIBEIRO et al., 2019).
O controle da absorcdo de 4gua é importante para que ocorra equilibrio entre o potencial hidrico
interno das sementes e da solucdo condicionante (ALMEIDA et al., 2016; MARCOS FILHO,
2015). E importante que a agua seja absorvida de forma equilibrada e que a embebicéo seja
interrompida quando ocorre o equilibrio entre o potencial osmotico da solucdo e das sementes
(ALMEIDA et al., 2016).

Figura 1 — Teor de &gua de sementes de Uroclhoa ruziziensis, antes e apds a secagem, apds
condicionamento fisioldgico com solucbes de &cido indolacético, melatonina,
quitosana, peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de so6dio ou ndo tratadas
(controle).
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Médias seguidas por uma mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade*Diferem do controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2023).
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Para a germinacdo, aos sete dias apds semeadura, observa-se que independentemente da
molécula sinalizadora todos os tratamentos foram estatisticamente iguais entre si na condi¢cdo
de sem estresse, sendo 0 mesmo observado sob estresse por cadmio (FIGURA 2). Sementes
germinadas sob estresse térmico (40 °C), quando tratadas com peroxido de hidrogénio e acido
indolilacético germinaram em percentuais estatisticamente iguais ao controle, indicando que
estas moléculas foram capazes de induzir tolerancia a alta temperatura nas sementes de
braquiaria, enquanto o oposto foi observado nos demais tratamentos (FIGURA 2). O acido
indolilacético atua na ativacdo do metabolismo energético das células (BIANCO et al., 2006b),
auxiliando na prote¢do destas contra estresses abiéticos, como UV, salinidade e restri¢do hidrica
(BIANCO et al., 2006a).

Figura 2 — Germinacao (primeira contagem) sementes de Urochloa ruziziensis sob condi¢6es
de estresse ou ndo, ap6s condicionamento fisiologico em solucdes de &cido
indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT), perdxido de hidrogenio
(H202), e ndo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra mindscula entre condi¢fes de germinacdo e maiuscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).
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Sementes condicionadas com acido indolilacético obteve maior vigor em condigdes de
estresse (temperatura e cadmio). Sementes mais vigorosas, mesmo sob condi¢cGes ambientais
adversas, tem maior, potencial de apresentar alto nivel de desempenho (MARCOS FILHO.

2015). Altas temperaturas e 0 excesso de radiagdo solar séo fatores limitantes que afetam o
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crescimento e o desenvolvimento de plantas além disso, podem causar consideraveis danos pré
e pos-colheita (GUILIONI et al, 1997; ISMAIL; HALL, 1999; VOLLENWEIDER,;
GUNTHARDT-GOERG, 2005).

Auséncia de diferencas estatisticas significativas foram observadas entre as moléculas
sinalizadoras e o controle quando em condigdo sem estresse para a germinacédo (FIGURA 3).
Por outro lado, para esta variavel, maior percentual de germinacdo foi observado em sementes
tratadas com peroxido de hidrogénio e nitroprussiato de sodio, quando sob alta temperatura.
Enquanto que acido indolilacético, melatonina e nitroprussiato de sédio proporcionaram maior
germinacdo quando na presenca de cadmio (FIGURA 3). Esses resultados indicam maior
potencial do nitroprussiato de sddio como indutor da tolerancia a estresse por alta temperatura
e contaminacao por cadmio.

O nitroprussiato de sodio serve como fonte de 6xido nitrico (ON). A aplicacdo de
doadores de ON faz com que as sementes germinem em maior percentagem e velocidade
(ATAIDE et al., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). O ON ainda estimula maior
atividade de enzimas do sistema antioxidante (SILVA et al., 2019. As condic¢des térmicas estdo
entre os principais fatores que influenciam a germinacdo. A temperatura afeta tanto a
porcentagem final de germinag&o, quanto a sua velocidade, devido ao fato de estar relacionado
com as reagdes bioquimicas necessariaS para o inicio do processo germinativo (LAPERA et
al., 2018). Existe uma faixa de temperatura na qual o processo de germinacdo ocorre com a
méaxima eficiéncia (MARCOS FILHO, 2015).

Na presenca de cadmio, o nitroprussiato de sédio, melatonina e acido indolagético foram
as moléculas sinalizadoras que apresentaram melhores resultados, proporcionando maior taxa
de germinacdo das sementes. Resultados semelhantes também foram encontrados por outros
autores. Pereira et al. (2010), concluiram que o uso de 6xido nitrico em sementes de
Plathymenia reticulata, aumentou a sua qualidade, mesmo em condic¢des de estresse. Kaiser et
al. (2016), concluiram que o uso de 6xido nitrico em sementes de repolho aumentou a tolerancia
das sementes ao estresse salino. Da mesma forma, Oliveira et al. (2021), relataram que a
utilizacdo de nitroprussiato de sodio proporcionou maior germinacao e vigor de sementes de
Urochloa brizantha em condigdes de restricdo hidrica e salinidade. Sekita et al. (2021),
concluiram que o nitroprussiato de sodio aumentou o vigor de sementes de ervilha com baixo
potencial fisiologico. A aplicacdo de oxido nitrico reduziu os efeitos toxicos induzidos por
cadmio em mudas de azevém (BAI et al., 2015). O ON é capaz de diminuir os efeitos do

envelhecimento das sementes armazenadas (PEREIRA et al., 2010) assim como aumenta a
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tolerdncia da semente aos diversos estresses abidticos, como estresse por metais pesados
(SILVAetal., 2015; KAISER et al., 2016; PIRES et al., 2016). O estresse oxidativo, provocado
pelo aumento da concentracéo de superoxido, peroxido de hidrogénio e perdxidos de alquila,
pode ser reduzido pelo 6xido nitrico, uma vez que este possui propriedades antioxidantes
(SILVA et al., 2015; PIRES et al., 2016).

Figura 3 — Germinacdo (ultima contagem) de sementes de Urochloa ruziziensis sem serem
submetidas ao condicionamento fisioldgico (controle), e submetidas ao
condionamento com moleculas sinalizadoras acido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), peroxido de hidrogenio (H202), e nédo tratadas,
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Médias seguidas por uma mesma letra minudscula entre condi¢cdes de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).
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N&o houve influéncia das moléculas sinalizadoras sobre a velocidade de germinacao de
sementes de braquiaria quando da auséncia de estresse (FIGURA 4). Resultado similar foi
observado para a germinacao sob presenca de cadmio. Por outro lado, em alta temperatura, o
acido indolilacético, peréxido de hidrogénio e nitroprussiato de sodio, resultaram em
velocidade similar ao controle, os valores para melatonina e quitosana foram inferiores a estes
e ao controle (FIGURA 4).
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Figura 4 — Indice de velocidade de germinacio de sementes de Urochloa ruziziensis sem serem
submetidas ao condicionamento fisioldgico (controle), e submetidas ao
condionamento com moleculas sinalizadoras &cido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), peroxido de hidrogenio (H20:), e ndo tratadas, e
germinadas em agua, altas temperaturas e contaminacao por cadmio.
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Médias seguidas por uma mesma letra minuscula entre condi¢gdes de germinacdo e mailscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).
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Sementes condicionadas em nitroprussiato de sodio e melatonina resultaram em
plantulas com maior tamanho da parte aérea quando a germinacdo ocorreu na auséncia de
estresse (FIGURA 5A). Por outro lado, em ambas as condi¢es de estresse (temperatura e
cadmio), ndo foi observada diferenca significativa entre os tratamentos de condicionamento.
Além disso, em nenhuma condicao de estresse foi observada diferenca entre o tratamento de
condicionamento e o controle (FIGURA 5A). Na auséncia de estresse, maior desenvolvimento
da raiz foi observado quando as sementes foram tratadas com acido indolacético e nitroprussiato
de sodio (FIGURA 5B). O uso do &cido indolacético resultou em maior tamanho da raiz na
condicdo de alta temperatura, enquanto que nitroprussiato de sodio e peroxido de hidrogénio
resultaram maiores valores quando germinadas na presenca de caddmio, seguidas pelas sementes
condicionadas com acido indolacético e melatonina (FIGURA 5B). O principal efeito do acido
indolacético é promover o crescimento de raizes e caules, por meio do alongamento das células
recém-formadas nos meristemas (LAST et al., 1991; NORMANLY et al., 1993).
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Figura5 — Comprimento (cm) de parte aérea (A) e raiz (B) obtidos pela anélise de imagens de
plantulas de Urochloa ruziziensis com 7 dias de germinacdo em agua, estresse
salino (NaCl) e restricdo hidrica (PEG), ap6s serem submetidas ao condicionamento
fisiolégico com as moléculas sinalizadoras acido indoliacético (AlA), melatonina
(MEL), quitosana (QUIT), peroxido de hidrogenio (H20-), e ndo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra mindscula entre condi¢fes de germinacdo e maiuscula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).

Quando analisada a quantificacdo de peroxido de hidrogénio em sementes de braquiaria
(FIGURA 6A), observa-se que, dentre os tratamentos de condicionamento, bem como condigéo
de germinacdo, ndo houve diferencas estatisticas. Contudo, para esta variavel, menor valor foi
observado em sementes tratadas com nitroprussiato de sédio, quando comparado ao controle
(FIGURA 6A). Ja& quando se observa a peroxidagdo lipidica (FIGURA 6B), ndo foram
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observadas diferencas entre os tratamentos de condicionamento quando as sementes foram
germinadas sob ambas as condic¢des de estresse (FIGURA 6B). Sob condicdo de auséncia de

estresse, maior peroxidacdo lipidica foi observada quando as sementes foram tratadas com a
quitosana.

Figura 6 — Quantificacdo de peroxido de hidrogénio (A) e peroxidacéo lipidica (B) em plantulas
de Urochloa ruziziensis germinadas em agua, estresse salino (NaCl) e restricao
hidrica (PEG), submetidas ao condicionamento fisioldgico em solucdes de &cido
indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT), perdxido de hidrogenio
(H20>), e ndo tratadas.
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Médias seguidas por uma mesma letra mindscula entre condi¢cdes de germinacdo e mailcula entre
moléculas sinalizadora ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade. * Diferem do
controle pelo teste de Dunnett a 5% de probabilidade.

Fonte: Do autor (2023).
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Para a enzima APX na auséncia de estresse, ndo houve diferenca entre os tratamentos.
Diferencas foram observadas na presenga de cadmio (FIGURA 7A). Quando germinadas em
temperaturas de 40 °C e tratadas com acido indolacético foi observada maior atividade da APX,
apesar de nao diferenciar estaticamente a melatonina, quitosana e peroxido de hidrogénio.
Plantas quando expostas a estresse abidticos, causados por temperatura metais pesados,
deficiéncia de nutrientes, salinidade e seca podem aumentar a formacéo de EROs (MILLER et
al., 2010). Ao analisar a enzima catalase € possivel observar que independentemente das
condicdes de germinacdo e da molécula sinalizadora ndo houve diferenca dos valores desta
enzima em sementes submetidas aos diferentes tratamentos (FIGURA 7B).

Na auséncia de estresse, observa-se que &cido indolacético, melatonina, quitosana e
peréxido de hidrogénio foram estaticamente iguais entre si. Verifica-se que apesar de néo
diferenciar estaticamente, maior expressdo dessa enzima quando condicionada com acido
indolacético (FIGURA 7C). Ja sob condicéo de estresse por temperatura, maior atividade desta
enzima foi observada em sementes condicionamento com quitosana, seguidas pelas que foram
condicionadas com melatonina e peroxido de hidrogénio. Na presenca do cadmio, o tratamento
com melatonina e &cido indolacético foram superiores aos demais (FIGURA 7C). Contudo, ao
comparar os valores de SOD em sementes submetidas aos diferentes tratamentos e controle ndo
houve diferencas estatisticas significativas.

De forma geral é possivel observar maior expressdo da enzima superdxido dismutase
em condicdo de estresse altas temperaturas e cddmio. SOD atua na primeira linha de defesa
contra EROs, na conversdo de Oz em H2O> (MITTLER et al., 2004; GILL; TUTEJA, 2010;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2015). Porém, nem sempre esta diretamente relacionada a
resposta ao estresse, como observado por Chen e Arora (2011) para Spinacia oleracea. Estes
autores verificaram que a atividade da enzima SOD diminuiu durante a germinacdo em

condicdes controle, sob desidratacdo e sob estresse por frio.
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Figura 7 — Quantificacdo de ascorbato peroxidase (A) e catalase (B) e superdxido dismutase
(C) em plantulas de Urochloa ruziziensis germinadas em agua, estresse salino
(NaCl) e restricdo hidrica (PEG), submetidas ao condicionamento fisiolégico em
solugdes de acido indoliacético (AlA), melatonina (MEL), quitosana (QUIT),
peroxido de hidrogenio (H20.), e ndo tratadas.
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4 CONCLUSOES

Hé potencial da técnica de condicionamento fisiologico para induzir maior tolerancia
a estresses por cadmio e temperatura em sementes de Urochloa ruziziensis.

O condicionamento fisioldgico com peroxido de hidrogénio, nitroprussiato de sédio e
acido indolacético tem maior potencial para induzir maior tolerancia a estresses abiticos em
sementes de braquiaria.

Em resposta aos estresses abidticos, foi possivel observar eficacia do condicionamento

fisioldgico quanto ao estimulo a ativacdo do sistema antioxidante.
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