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RESUMO

O milho é um cereal de verdo importante para a alimentacdo humana. A planta apresenta baixa
prolificidade e alta competicdo interespecifica, assim o arranjo de plantulas perante a
distribuicédo e ao desenvolvimento s&o primordiais para o rendimento da cultura, fato esse que
estd intimamente relacionado com a qualidade fisiologica das sementes. Sob condicdes de
campo, a planta pode passar por estresses adversos, 0s quais podem provocar alteragcdes em seu
metabolismo, crescimento e desenvolvimento, podendo ser bidtico ou abiotico. O estresse
salino é considerado um dos estresses abioticos de maior severidade. Nesse sentido, 0 objetivo
do trabalho foi avaliar se os componentes fisioldgicos e bioquimicos sdo determinantes na
formagéo e no desenvolvimento de plantulas sob condi¢des de campo e de estresse salino em
sementes com vigor contrastantes, além de indicar se 0s componentes bioquimicos sdo
determinantes na formacéao de plantulas durante o processo de germinacdo sob condicOes de
estresse salino. O trabalho foi dividido em trés capitulos. O capitulo | foi conduzido em dois
ambientes, sendo em laboratério e no campo, ambos formados por dois tratamentos, 0s quais
referem-se a um grupo de lotes de alto vigor (AV), e um de baixo vigor (BV), cada grupo
constituido por quatro lotes. O capitulo Il foi conduzido sob arranjo fatorial 2X5, o primeiro
fator formado por um grupo de lotes de AV, e um de BV, conforme capitulo I, e 5 concentracdes
de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mmol. L). O capitulo 111 foi conduzido sob arranjo fatorial
2x2x5, utilizando dois lotes de vigor contrastantes, duas condi¢cdes (com e sem estresse salino),
e cinco tempos durante o processo de germinagédo e formacdo de plantula (0, 2, 4, 6 e 8 dias
apos a semeadura (DAS)). Em todos os capitulos foram realizadas anélises fisiologicas em
relacdo as estruturas, como comprimento, massa das plantulas e germinacdo, em adicional a
emergéncia no capitulo 1. No capitulo Il foram realizadas analises bioquimicas dos
componentes de reserva, enzimas hidroliticas e 0s respectivos hidrolisados. No capitulo I,
observou-se que entre o intervalo do quinto dia ap6s a semeadura até o vigésimo primeiro
podem ser utilizados para a segregacdo pelo vigor das sementes, além disso, o vigor das
sementes proporciona uma maior velocidade e uniformidade de emergéncia a campo, sendo
determinante para formar plantulas vigorosas. No capitulo 1l, foi constatado que o estresse
salino de forma progressiva interfere negativamente no desempenho fisiolégico das plantulas
independente do vigor das sementes, mas sementes de AV superaram as condi¢des de estresse
formando plantulas mais vigorosas. E no capitulo Ill, sementes de AV proporcionam
desempenho de plantulas superior sob condicdes de estresse salino, sendo 0s componentes
bioquimicos fitato, proteina total e fosforo inorganico associados com a semente de AV na
situacdo controle no segundo DAS, a fitase, agucar soluvel total e o amilase estdo associados
com a semente de AV na situacédo de estresse, e em relacédo as plantulas originadas de sementes
de AV sob estresse salino, 0s componentes bioguimicos associados sdo o fosforo inorgéanico e
0 acucar soluvel total.

Palavras-chave: Zea mays L., Estresse abiotico; Desempenho fisiologico; Componentes de

reserva; Enzimas hidroliticas.



ABSTRACT

VIGOR IN HYBRID CORN SEEDS AND ITS RELATIONSHIP WITH HYDROLYSIS,
MOBILIZATION OF RESERVES, AND SEEDLINGS PERFORMANCE UNDER SALINE
STRESS CONDITIONS

Corn is an important summer cereal for human consumption. The plant has low prolificacy and
high interspecific competition, so the arrangement of seedlings in terms of distribution and
development is essential for crop yield, a fact that is closely related to the physiological quality
of the seeds. Under field conditions, the plant can undergo adverse stresses, which can cause
changes in its metabolism, growth, and development, which can be biotic or abiotic. Salt stress
Is considered one of the most severe abiotic stresses. In this sense, the objective of this work
was to evaluate whether the physiological and biochemical components are decisive in the
formation and development of seedlings under field conditions and saline stress in seeds with
contrasting vigor, in addition to indicating whether the biochemical components are decisive in
the formation of seedlings. seedlings during the germination process under saline stress
conditions. The work was divided into three chapters. Chapter 1 was conducted in two
environments, in the laboratory and in the field, both formed by two treatments, which refer to
a group of high vigor (HV) and a low vigor (LV) batches, each group consisting of four lots.
Chapter 11 was conducted under a 2X5 factorial arrangement, the first factor formed by a group
of lots of AV, and one of BV, according to chapter I, and 5 concentrations of NaCl (0, 50, 100,
150, and 200 mmol. L1). Chapter 111 was conducted under a 2x2x5 factorial arrangement, using
two contrasting vigor lots, two conditions (with and without salt stress), and five times during
the germination and seedling formation process (0, 2, 4, 6, and 8 days) after sowing (DAS). In
all chapters, physiological analyzes were carried out in relation to structures, such as length,
seedling mass, and germination, in addition to the emergence in chapter I. In chapter IlI,
biochemical analyzes of reserve components, hydrolytic enzymes, and their respective
hydrolysates were carried out. In chapter I, it was observed that between the interval of the fifth
day after sowing until the twenty-first day, they can be used for segregation by seed vigor, in
addition, seed vigor provides greater speed and uniformity of emergence in the field, being
decisive to form vigorous seedlings. In chapter I, it was found that saline stress progressively
interferes negatively in the physiological performance of seedlings regardless of seed vigor, but
HV seeds overcame the stress conditions, forming more vigorous seedlings. And in chapter I,
HV seeds provide superior seedling performance under saline stress conditions, with the
biochemical components phytate, total protein, and inorganic phosphorus associated with HV
seed in the control situation in the second DAS, total soluble sugar phytase and a amylase are
associated with the HV seed in the stress situation, and in relation to seedlings originated from
HV seeds under saline stress, the associated biochemical components are inorganic phosphorus
and total soluble sugar.

Keywords: Zea mays L., Abiotic stress; Physiological performance; Reserve components;
Hydrolytic enzymes.
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1. INTRODUCAO

O milho (Zea mays L.), é pertencente a familia das Poaceae, apresentando elevada
importancia socioecondmica, sendo empregado na dieta humana, animal e como insumo para
outras utilidades (CESCONETTO et al., 2021). E uma matéria prima muito importante para a
fabricacdo de biocombustivel, sendo que o Brasil é o segundo maior produtor de biocombustivel
ficando atrds apenas dos Estados Unidos e na sequéncia a Unido Europeia (CONDON;
KLEMICK; WOLVERTON, 2015).

A cultura do milho apresenta peculiaridades como a baixa prolificidade e a alta
competicdo interespecifica, dessa forma o arranjo de plantas em relacdo a emergéncia e ao
desenvolvimento séo fatores importantes para garantir a produtividade da cultura (ARGENTA,;
SILVA; SANGOI, 2001). O estabelecimento da cultura é uma fase crucial, sendo dependente
da emergéncia, processos estes que estdo intimamente associados ao rendimento da cultura
(LAXA et al., 2019; UCARLLI, 2020). Para que o estabelecimento de plantula seja uniforme e
efetuado com sucesso, a semeadura deve ser realizada com sementes de boa qualidade (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016), principalmente sob condigGes de estresse.

O estresse € observado quando ocorre qualquer alteracdo do meio em que o vegetal esta
inserido, que altere o desenvolvimento de forma natural, podendo ser biético ou abidtico
(LAXA et al., 2019). As plantas sdo organismos vivos de natureza sessil, dessa forma ficam
expostas a uma serie de estressores, como por exemplo excesso de agua, deficiéncia hidrica,
temperaturas elevadas ou amenas, metais pesados e também a salinidade, que limitam o
rendimento, sendo que, em uma situacdo de campo, varios desses estressores podem estar
atuando de forma conjunta (UCARLI, 2020).

Os vegetais, independente da fase de desenvolvimento, submetidos a condigdes ndo
favoraveis tendem a elevar a producdo de espécies reativas de oxigénio, compostos que sao
potencialmente danosos em grandes quantidades para o metabolismo e estruturas das células,
contudo, o estadio de plantula é considerado o mais sensivel a danos oxidativos (ALI et al.,
2018). Para a cultura do milho, essas fases iniciais sdo altamente sensiveis a fatores estressantes,
principalmente ao estresse salino (SABAGH et al., 2021).

Aproximadamente 3,6 milhdes de hectares de solo agricultavel sdo afetados pela
salinidade, erosdo e degradacdo, tendo um aumento de 1-2% ao ano (SEHRAWAT et al., 2019).

O cenario global das mudancas climéaticas vem agravando exponencialmente o processo de
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salinizac&o dos solos, colocando em risco a seguranga alimentar da populagdo humana em todo
o mundo (YAN et al., 2014; SABAGH et al., 2021).

O estresse salino interfere no desenvolvimento dos vegetais de duas formas distintas,
sendo em um primeiro momento através da deficiéncia hidrica, resultado da reducdo do
potencial osmatico do vegetal, e em um segundo momento, os vegetais com o intuito de superar
0 estresse hidrico, absorvem ions principalmente Na e Cl, o que causa a perturbagéo idnica
(SANTOS et al., 2015; TIDKE et al., 2019; MIRANSARI; SMITH, 2019).

A salinidade é um estresse rigoroso tendo efeitos negativos nos processos fisioldgicos e
bioquimicos associados ao crescimento e ao desenvolvimento (POLASH; SAKIL; HOSSAIN,
2019). Nesse sentido, sob condicdes salinas, as plantas necessitam ativar diferentes mecanismos
fisioldgicos e bioquimicos para superar tal condicdo desfavoravel, resultando em alteracdes nas
caracteristicas fisioldgicas, anatbmicas e bioquimicas de rotas metabdlicas (KATARIA;
VERMA, 2018). Os componentes fisioldgicos e morfolégicos destacam-se por estarem
associados a tolerancia ao estresse salino (KAKAR et al., 2019). Sob essa 6tica, o vigor das
sementes € um atributo referente a qualidade fisiologica de grande importancia no que diz
respeito a germinacdo, emergéncia, desempenho de plantulas e tolerancia a situacfes de
estresses abioticos (DWIVEDI et al., 2021). A rapida germinagdo e estabelecimento de
plantulas é importante para a producgdo das culturas sob condicdes de estresse, em especial o
salino (UCARLI, 2020), fases criticas para a cultura do milho.

Um dos testes amplamente utilizados para mensurar a qualidade fisiologica da semente,
com énfase para o vigor, é a emergéncia a campo (MARCOS-FILHO, 2020a), contudo é um
desafio para os analistas de sementes definir quantos dias apds a semeadura é o melhor ponto
para a mensuracgéo do vigor. Outros desafios sao compreender a expressdo do vigor em relacéo
a superacdo de condigbes ambientais de estresses abidticos, principalmente em relacdo ao
estresse salino e quais componentes bioquimicos estdo envolvidos desse processo.

A semente, durante o seu desenvolvimento, acumula em seus tecidos reservas
carboidratos, lipideos, proteinas e compostos minerais (fitato), compostos estes de significativa
importancia durante o processo de germinacgéo e formacao da plantula, pois serdo hidrolisados
em compostos de menor peso molecular e translocados para 0s pontos de crescimento do eixo
embrionario, onde constituirdo os novos tecidos da plantula, além de constituirem moléculas
organicas funcionais do metabolismo celular (DWIVEDI et al., 2021).

A germinacdo e formacdo de pléntulas é um processo biolégico que necessita de
compostos organicos para constituir tecidos e fonte de energia metabdlica, para tanto, os

componentes de reservas estocados durante as fases de formacdo de semente sdo hidrolisados
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do escutelo e endosperma para 0s pontos de crescimento nas monocotiledoneas (FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016). A taxa de reducédo e de mobilizacdo das reservas estéo intimamente
associadas com a formacdo de plantulas com maiores dimensdes de comprimento de suas
estruturas e suas respectivas massas, a qual repercute o vigor que a semente tem, uma vez que
sementes de alto vigor possuem maior taxa de reducéo e de mobilizagdo das reservas da semente
(ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019; PADILHA; COELHO; EHRHARDT-
BROCARDO, 2021). Dessa forma, entender a resposta do vigor das sementes em relacdo a
adaptacdo a situacdes de estresse salino, e as alteracdes bioquimicas em processo de germinacéo
e formacdo de plantula sob situacGes de estresse, principalmente o salino, ainda é um desafio,
necessitando de estudos especificos perante a tematica.

Com base nisso, a dissertacdo foi dividida em trés capitulos, onde o Capitulo | tem por
objetivo determinar quantos dias ap0s a semeadura pode-se avaliar 0 vigor de sementes de
milho hibrido e determinar se sementes com niveis de vigor contrastantes sdo determinantes
para a formacao de plantulas vigorosas de milho sob condic¢des de campo. O capitulo Il tem por
objetivo determinar se os parametros fisiologicos de lotes de semente de milho hibrido com
vigor contrastante sdo determinantes para a formacéo de plantulas mais vigorosas sob diferentes
niveis de estresse salino durante o processo de germinacdo e formacao de plantula. E o Capitulo
I11 verificar se o vigor das sementes é determinante para o processo de germinacdo e formacao
de pléntulas sob condicdes de estresse salino, e indicar os componentes bioquimicos

relacionados com a expressdo do alto vigor.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. IMPORTANCIA DA CULTURA DO MILHO

O milho (Zea mays L.), é um cereal de verdo pertencente a familia das Poaceae, tribo
Maydeae, género Zea e espécie mays. Sua perpetuacdo perante 0s anos estd intimamente
relacionada com a civilizacdo humana, uma vez que atingiu o auge da domesticacédo, perdendo
dessa forma caracteristicas evolutivas de adaptacdo, tornando-se extremamente dependente do
homem (PATERNIANI; CAMPOS, 2005).

E uma cultura que apresenta significativa importancia, ocupa a terceira colocacdo em
importancia mundial entre os cerais, estando abaixo da cultura do arroz e trigo, além disso, pode
ser cultivada em varios tipos de solo, clima e sob diferentes tipos de manejo, configuracéo esta
proporcionada pela sua alta adaptacdo para cultivo (HOQUE; JUN; GUOYING, 2014;
PANUCCIO et al., 2018).

O milho possui grande importancia para a alimenta¢do humana, seja na forma direta ou
indireta. E empregado em diversas atividades agropecuarias como base alimentar (YIN et al.,
2020; CESCONETTO et al., 2021). Em nivel nacional, de acordo com Lima, Paes e Queiroz
(2011), essa matéria-prima é empregada como fonte de energia na elaboracéo de ragdes de aves
e suinos compondo 80% da dieta, estabelecendo do ponto de vista econémico, um custo de
producdo de aproximadamente 70%. No sul do Brasil, essas duas atividades sdo relativamente
expressivas, sendo dessa forma um insumo de producdo que desempenha um papel
socioeconémico primordial perante os produtores rurais que trabalham com essas atividades e
toda a cadeia de producéo e beneficiamento (NETO et al., 2008). Além disso, representa uma
cultura modelo para estudos de fisiologia e bioquimica em relagéo ao vigor, tendo em vista sua
estabilidade genética.

No decorrer da elevacdo do potencial de producéo dessa cultura tdo importante, grande
parte desse aumento significativo decorre do processo de melhoramento genético vegetal e da
melhoria das praticas de manejo, bem como da elucidacéo cientifica de varios processos que
circundam a cultura. Contudo, para que esse processo de incremento perdure durante 0s anos,
novas variedades e técnicas de manejo devem ser desenvolvidas, pesquisadas e incrementadas
nos sistemas de produc@es, juntamente com o suporte cientifico (NETO et al., 2008; BOREM;
MIRANDA, 2013). Para Sangoi et al. (2002), a integracdo entre fisiologia, ecologia e
melhoramento genético vegetal sdo importantes para a constituicdo de ideotipos de plantas de
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milho promissoras e eficientes no uso dos recursos ambientais disponiveis, bem com superagédo
de condi¢des desfavoraveis.

Em relacdo ao manejo e desenvolvimento da cultura, de forma geral, observa-se que o
perfilhamento € indesejado, pois normalmente ndo produzem espigas. Além disso, para
desenvolver a maquinaria fisica dessas estruturas sdo requeridos uma série de fotoassimilados,
os quais poderiam ser direcionados para os grdos do colmo principal (MAGALHAES, 2011).
Nesse sentido, o milho possui uma baixa prolificidade e baixa capacidade de compensar através
do perfilhamento, assim o arranjo de plantas perante a distribuicdo e ao desenvolvimento das
plantulas séo fatores determinantes para o rendimento de gréos da cultura (ARGENTA; SILVA,
SANGOI, 2001). De acordo com Argenta, Silva e Sangoi (2001), o aumento do rendimento da
cultura do milho em relacdo ao manejo sera possivel através da tolerancia ao estresse e
emergéncia de plantulas uniformes, fato esse que esta intimamente relacionado a qualidade

fisiologica das sementes utilizadas.

2.2 QUALIDADE FISIOLOGICA DA SEMENTE

O potencial fisiol6gico da semente é representado pelo poder germinativo e pelo vigor,
estando associados a producdo de uma plantula normal, sendo a semente a responsavel pelo
inicio da producdo agricola, onde sua qualidade interfere significativamente em todo o
desenvolvimento vegetal, iniciando com a germinacdo, emergéncia e possibilitando elevada
producdo final (DIAS; MONDO; CICERO; 2010; MONDO et al., 2012). Para a cultura do
milho, em relacdo ao estabelecimento de estande de plantula é importante a utilizacdo de
sementes com alta qualidade fisioldgica para a semeadura (KHALID et al., 2018).

A qualidade fisioldgica da semente estd intimamente relacionada com o estado de
deterioracdo que a mesma se encontra, deste modo, sementes deterioradas possuem menor
qualidade fisioldgica, o0 que repercute em um primeiro momento na reducdo do vigor e em um
segundo momento, na redugcdo do numero de plantulas normais, até a morte da semente
(MARCOS-FILHO, 2020a). Essa série de altera¢des que resulta na morte da semente consistem
em alteragdo na sintese e atividade das mitocondrias, reducdo das reservas da semente,
desnaturacdo das proteinas, aumento de acidos graxos livres, reducéo da atividade enzimatica,
reducdo dos niveis de agucares, diminuicdo da sintese proteica, reducdo da sintese de RNA,
dentre outros (MARCOS-FILHO, 2015b).
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Outro fator preponderante para a qualidade fisiologica esta associado as condigdes
ambientais que essa semente foi produzida juntamente com o0 manejo e também a base genética
(NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018). De acordo com Martinez-Ballesta et al. (2020),
durante a fase de formacdo das sementes, condicdes desfavoraveis de solo como salinidade e
presenca de metais pesados, podem prejudicar significativamente o metabolismo de estocagem
e mobilizacdo de amido e proteinas de armazenamento dos tecidos da planta mée para o

endosperma filial.

2.2.1 O processo de germinacao

A germinacdo e formacdo de plantula é um processo dinamico controlado por uma série
de genes de forma coordenada (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015), sendo de muita valia
para a ecologia das espécies vegetais, uma vez que determina o desenvolvimento e a
perpetuacdo das espécies, e do ponto de vista agrondmico, determina também a produtividade
das culturas (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016; DWIVEDI et al., 2021).

O processo de germinacdo possui trés fases as quais sdo embasadas na curva de absorcao
de agua. A fase | é marcada pela rapida absorcdo de agua a qual hidrata as células da semente,
essa fase também é marcada pela elevagdo da respiracédo celular (ALl et al., 2019). Na sequéncia
vem a fase 11, a qual consiste em um platd em relacéo a absorcao de agua, inicia-se 0 processo
de hidrolise e mobilizacédo das reservas, processo esse que ocorrera de forma mais intensa na
fase 111, a qual retoma o acréscimo de absorcéo de agua e seu inicio € marcado pela protrusédo
da radicula (HAN et al., 2013). E valido salientar que a fase de germinacdo e formagéio de
plantula é sensivel a estresses, bidticos e abidticos (TAIZ et al., 2017).

2.2.2 Vigor das sementes e sua relacdo com a germinacdao e estabelecimento de plantulas

O vigor, em especial, esta correlacionado com a plasticidade vegetal no inicio do
estabelecimento do estande de plantas de uma lavoura, conferindo potencialidades para as
sementes germinarem, emergirem e formarem plantulas de forma répida e uniforme sob
condi¢des ambientais diversas (DIAS; MONDO; CICERO, 2010). De acordo com Mondo et
al. (2013), lotes de sementes com alto vigor proporcionam melhor crescimento inicial da cultura
do milho. O vigor é um dos principais determinantes em relacdo ao rendimento vegetal,

principalmente em relacdo as culturas que possuem baixa prolificidade e alta competicdo entre
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os individuos da populacdo, especialmente sob condi¢des ambientais adversas que possam
acometer o estabelecimento de plantulas ( WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015).

As plantulas originadas de sementes com menor vigor possuem menor desenvolvimento
e capacidade de competir com plantulas originadas de sementes de maior vigor, sendo dessa
forma dominada (MONDO et al., 2012; MONDO et al., 2013). As sementes de menor nivel de
vigor encontram-se com a estrutura, fisiologia e metabolismo mais debilitada, necessitando de
um periodo maior se comparado com sementes de vigor superior para reestruturacdo durante o
processo de germinacdo, além disso, essa debilidade estd intimamente relacionada a
peroxidacdo de lipideos, perda da capacidade de protecdo das sementes, dano no material
genético e consumo de material de reserva para o reparo ou durante a respiracdo (ANDRADE;
COELHO; PADILHA, 2019; EBONE; CAVERZAN; CHAVARRIA. 2019).

O vigor das sementes, por sua vez, é um dos fatores que possibilitou a perpetuacdo das
espécies vegetais perante os mais abruptos ambientes. Logo, entender esse mecanismo na
atualidade ainda é um desafio, principalmente em nivel fisioldgico e bioquimico. Nesse sentido
a ciéncia vem buscando elucidar processos através das pesquisas fisioldgicas, bioquimicas

atreladas aos sistemas de defesa do organismo, como o sistema antioxidante.

2.3 SALINIDADE: UM ESTRESSE POTENCIALMENTE DANOSO PARA A
AGRICULTURA

O estresse bioldgico é conceitualmente tratado como qualquer alteracdo e/ou mudanca
nas condi¢cdes ambientais onde o organismo bioldgico esta inserido, tendo como consequéncia
alteracOes em seu metabolismo, crescimento e desenvolvimento natural (LOPES; LIMA, 2015).
Os vegetais sdo organismo sésseis, ficando sujeitos a uma série de agentes estressores no
ambiente onde estdo inseridos, sendo estes bidticos e abidticos (XIE et al.,, 2019),
principalmente em uma realidade de campo. Com o intuito de minimizar os impactos negativos
dos estressores bioticos, uma série de defensivos agricolas foram desenvolvidos, por outro lado,
os fatores abioticos sdo de dificil controle, ficando a cargo de estudos adaptativos, selecéo de
genotipos tolerantes dentro das populagdes de individuos, mecanismos fisiologicos de
adaptacéo e uso de microorganismos (GOND et al., 2015).

A salinidade dos solos agricultaveis é um problema que afeta a agricultura de forma
global (KEISHAM; MUKHERJEE; BHATLA, 2018). A alta concentragdo de sais perante o
perfil do solo (principalmente NaCl), pode ocasionar danos significativos no estabelecimento e
desenvolvimento das culturas (LIMA JUNIOR; SILVA, 2010; PAUL; LADE, 2014). O
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processo de salinizagédo do solo ocorre de forma natural no ecossistema, no entanto, atividades
desenvolvidas pela civilizagdo de forma mal conduzida e/ou manejada pode agravar e acelerar
esse processo, como por exemplo, a utilizacdo de irrigacdo mal manejada e/ou com aguas
relativamente ricas em sais, excesso de adubacédo quimica, fertirrigacdo, que se associam com
fatores relativos ao ambiente como por exemplo a alta evapotranspiracdo e a deficiéncia de
drenagem, causando sérios prejuizos a agricultura, bem como ao ecossistema de uma forma
geral (LOPES; MACEDO, 2008; DIAS et al, 2016; SILVA; GRZYBOWSKI;
PANOBIANCO, 2016).

Para o estado de Santa Catarina, ndo h& constatacdo de problemas de relevancia
econdmica em termos de salinidade, sendo observado esse fendbmeno negativo associado ha
manejos nutricionais inadequados e irrigacdo mal dimensionada com baixa qualidade das aguas
utilizadas em pontos isolados.

Nos ambientes salinos, de acordo com Tonel et al. (2013), o sal predominante é o
Cloreto de Sddio (NaCl), com potencial de ocasionar danos em relacdo a germinacéo e
desenvolvimento de plantulas. A tolerancia ao estresse salino é dependente principalmente dos
fatores que envolvem a morfologia e a fisiologia (KAKAR et al., 2019). Nessa légica, o vigor
das sementes é um atributo fisiol6gico que confere um diferencial no processo de germinacao,
formacéo de plantula, estabelecimento do estande da cultura e tolerancia a fatores ambientais
(DWIVEDI et al., 2021). Dessa forma, entender a interacdo do vigor com fatores de campo e

com a salinidade, bem como as altera¢des bioquimicas e morfoldgicas ainda é um desafio.

2.3.1 Processos metabolicos e fisioldgicos alterados pela salinidade

Anualmente as areas salinas vem aumentando em nivel mundial, despertando
preocupacOes do setor primario e da populacao envolvida, pois a respectiva salinidade ocasiona
danos significativo as plantas ndo adaptadas (PAUL; LADE, 2014). De forma geral, os vegetais
podem ser segregados em dois grandes grupos em relacdo a sobrevivéncia em solos salinos,
sendo as halo6fitas que sdo extremamente adaptadas a salinidade, desenvolvendo seu ciclo
biolégico de uma forma natural sem danos, e as glicéfitas que ndo possuem resisténcia e
adaptabilidade semelhante as haldfitas em relacdo ao sal (WILLADINO; CAMARA, 2010;
LOPES; LIMA, 2015; DIAS et al., 2016; KATARIA; VERMA, 2018). O milho, por sua vez, é
considerado uma planta glicéfita, com um grau de suscetibilidade moderada (LOPES; LIMA,
2015; KATARIA; VERMA, 2018).
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Altas concentracOes de sais podem interferir drasticamente em todas as fases de
desenvolvimento dos vegetais, muitas vezes podendo ocasionar a morte do mesmo, dependendo
da resisténcia genética e concentracdo do sal no meio onde o vegetal esta inserido (HOQUE;
JUN; GUOYING, 2014). Em sistemas de producéo, a elevacdo da concentracdo de eletrolitos
do solo, principalmente nas regides fertilizadas pode influenciar negativamente na germinacgéo
e desenvolvimento inicial do sistema radicular, repercutindo negativamente na populacdo e
desenvolvimento das plantas de milho (SANGOI et al., 2009).

A salinidade é um estresse abiotico que pode acometer varios processos dos vegetais,
podendo alterar processos bioquimicos e fisiolégicos, resultando em alteracbes morfolégicas e
de desenvolvimento (LOPES; LIMA, 2015). No processo inicial de desenvolvimento vegetal,
a salinidade causa um estresse osmotico, devido ao decréscimo no potencial hidrico da
rizosfera, ocasionando a diminuicdo significativa da absorcdo de agua por parte da plantula
(WILLADINO; CAMARA, 2010; TOPPA; BRAMBILLA, 2011; DIAS et al., 2016;
PANUCCIO et al., 2018), além de ocasionar estresse idnico (LOPES; LIMA, 2015; DIAS et
al., 2016; PANUCCIO et al., 2018).

De acordo com Willadino e Camara (2010), as caracteristicas inerentes a planta, 6rgédo
ou tecido, genotipo e estagio de desenvolvimento respondem de diferentes formas quando o
material vegetal esta exposto ao estresse salino, podendo reduzir ou aumentar a atividade
metabdlica das células. A primeira e primordial fase do processo germinativo é a hidratacéo,
processo esse que em condicdes salinas pode sofrer alteracdes devido a diminuicdo do gradiente
hidrico entre o solo e a superficie da semente ocasionando a redu¢do do potencial de captacéo
de &gua, modificando uma configurada sequéncia de reac6es do processo germinativo (LOPES;
MACEDO, 2008; NUNES et al., 2020). Segundo Ucarli (2020), o estresse salino retarda o
processo de germinacdo, sendo relevante a rdpida germinacdo e formacdo de estandes de
plantulas para garantir rendimentos satisfatorios sob condi¢des de estresse salino.

As fases iniciais do desenvolvimento da cultura do milho s&o as mais sensiveis,
repercutindo de forma negativa em relagao ao crescimento e desenvolvimento das plantulas em
formacdo (SABAGH et al. 2021). A salinidade também afeta drasticamente o desempenho
fisiolégico dos vegetais, reduzindo o comprimento do sistema radicular, parte aérea total da
plantula, bem como suas respectivas massas (SHANKO et al., 2016).

O sistema radicular € a variavel mais afetada pela salinidade, isso porque o sistema
radicular fica em contato direto com a solugéo salina (SHANKO et al., 2016). Desse modo, a
salinidade limita o crescimento e consequentemente a exploragédo de um maior volume de solo.

Segundo Maia et al. (2015), a salinidade ocasiona a morte do meristema, impedindo dessa
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forma que as raizes crescam e se desenvolvam. A reducdo do desempenho fisiolégico das
plantulas em um primeiro momento é ocasionada pela restricdo hidrica ocasionada pelo
acréscimo de ions em volta da rizosfera, limitando os processos fisioldgicos e metabdlicos de
multiplicacao e desenvolvimento celular (GOMES FILHO et al., 2019).

Em um segundo momento a salinidade acomete o metabolismo através da perturbacéo
ibnica, devido ao acréscimo de Na e Cl nas células (SILVA et al., 2018). Essa alteracdo na
fracdo de K'/Na® resulta em perturbacdes de natureza bioquimica, metabdlica com
consequéncias fisiologicas (ANNUNZIATA et al., 2017). A salinidade, principalmente sddica,
pode acarretar danos metabdlicos irreparaveis na atividade enzimatica, uma vez que o K* é
ativador de mais de 50 enzimas, as plantas sob estresse salino tendem a absorver o Na* para
regular o meio osmotico e entrar em homeostase, contudo, a alta concentracdo de Na* ou relacdo
Na*/K* pode fazer com que o Na* se ligue ao sitio ativo de enzimas especificas, fazendo com
que percam suas fungdes interrompendo processos metabdlicos importantes para o sistema de
desenvolvimento vegetal (WILLADINO; CAMARA, 2010).

O organismo vegetal quando exposto ao estresse salino, sofrerd em um primeiro
momento o estresse 0smotico, tornando-se necessario um ajuste por parte da planta para manter
o turgor celular e atividades metabodlicas essenciais, para isso, 0 metabolismo investe no
aumento da concentracdo de osmolitos no citosol, sejam eles inorganicos ou organicos como o
amino&cido prolina e agucares soltveis como a sacarose (WILLADINO; CAMARA, 2010). De
acordo com Silveira et al. (2016), a prolina também esta envolvida nos mecanismos de defesa
antioxidantes, atuando contra espécie reativas de oxigénio e como sinalizador celular,
desempenhando papel bioquimico de aclimatagdo a situacdo de desequilibrio salino essencial
para a perpetuacao de algumas espécies.

O estresse salino no metabolismo da plantula induz a formagéo de espécies reativas de
oxigénio, como por exemplo perdéxido de hidrogénio, superédxido, radical hidroxila, moléculas
estas danosas as células (SHARIF et al., 2019). Estas moléculas podem ocasionar danos aos
componentes estruturais das células e do metabolismo, como por exemplo peroxidacdo de
lipideos de membrana celular e de organelas, oxidacéo de proteinas e &cidos nucleicos dentre
outros (KATARIA; VERMA, 2018; BUTCHER et al., 2016). As espécies reativas de oxigénio
sdo produzidas naturalmente no metabolismo vegetal em cloroplastos, mitocondrias e
peroxissomos (MARINI et al., 2013; NOUNJAN; KUMON-AS; THEERAKULPISUT, 2021).
Contudo, a exposi¢do dos organismos bioldgicos vegetais a estresses desencadeia a producdo
de espécies reativas de oxigénio de uma forma demasiada e que aumenta as chances de danos
celulares (SILVEIRA et al., 2016; TAIZ et al., 2017).
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A salinidade é potencialmente um estresse que causa uma serie de perturbagdes. Sob a
Gtica da hidrolise e mobilizacdo das reservas da semente ndo seria diferente. A salinidade afeta
0 catabolismo das reservas de amido, isso é ocasionado pela diminuicdo significativa da
expressdo de a amilase, tendo como consequéncia a reducdo da germinacao das sementes

devido a caréncia de energia no metabolismo (MORAIS et al., 2018).

2.3.2 Estratégias adaptativas dos vegetais em relacéo a salinidade

O organismo vegetal quando exposto ao estresse salino, sofre em um primeiro momento
0 estresse osmotico, tornando-se necessario um ajuste por parte da planta para manter o turgor
celular e atividades metabdlicas essenciais, para isso, 0 metabolismo investe no aumento da
concentracdo de osmolitos no citosol, sejam eles inorganicos ou organicos como o aminoacido
prolina e agucares solUveis como a sacarose (SAMI et al., 2016). De acordo com Silveira et al.
(2016), a prolina também esta envolvida nos mecanismos de defesa antioxidantes, atuando
contra espécie reativas de oxigénio e como sinalizador celular, desempenhando papel
bioquimico de aclimatacdo a situacdo de desequilibrio salino essencial para a perpetuacéo de
algumas espécies. Outra estratégia é a compartimentalizacdo do sédio no vacuolo celular,
reduzindo a concentracao deste no citosol (KEISHAM; MUKHERJEE; BHATLA, 2018).

Uma estratégia fisioldgica nas fases iniciais do desenvolvimento da plantula e formagéo
de estande é investir em parte aérea, pois € a estrutura responsavel pela realizacdo da
fotossintese e suprimento energético nas fases consecutivas ao consumo das reservas estocadas
na semente (SILVA et al., 2016). Outra estratégia esta associada ao sistema radicular, pois
quanto maior o sistema radicular do vegetal na situacéo salina, maior sera sua adaptabilidade,
ISSO porque 0 mesmo consegue explorar um maior volume de solo e consequentemente
compostos minerais € moléculas de agua, mas também é importante para diluir o contetdo de
Na* nas células e tecido, reduzindo dessa forma a concentracdo desse componente danoso e
perturbacdo idonica (KAKAR et al., 2019).

Para minimizar os danos oxidativos, os vegetais possuem sistemas de defesa sendo um
deles enzimatico, composto por glutationa peroxidase, superoxido desmutase, catalase,
peroxidase, ascorbato (SHARIF et al., 2019). O sistema antioxidante vegetal € de excepcional
importancia para proteger as células da agdo danosa dos radicais livres (TAIZ et al., 2017).

Nesse sentido, de forma geral os vegetais desenvolvem uma série de mecanismos

bioquimicos, fisioldgicos e morfoldgicos que tem a finalidade de superar o estresse ocasionado
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pela salinidade, conseguindo dessa forma germinar, crescer, se desenvolver e originar

descendentes, perpetuando a espécie perante 0s anos.

2.4 COMPOSICAO E USO DOS COMPONENTES DE RESERVA DAS SEMENTES DE
MILHO DURANTE O PROCESSO DE GERMINACAO

O milho é uma espécie monocotiledénea, dessa forma as reservas da semente sdo
estocadas em dois compartimentos: o endosperma, tecido morto que possui uma camada de
células circundantes vivas responsaveis pela sintese de enzimas hidroliticas denominada de
camada de aleurona; e o escutelo, cotilédone da semente que tem a fungdo de estocar algumas
moléculas organicas para o desenvolvimento do eixo embrionario, também é responsavel pela
protecao e direcionamento dos compostos hidrolisados advindos do endosperma para 0s pontos
de crescimento do eixo embrionéario (YAN et al., 2014).

As sementes sdo constituidas de proteina em um teor médio de 8%, lipidios 0,8%,
carboidratos 79,2% e 14,4% de fibra digestivel, além disso, sdo ricas em vitaminas e minerais
(MA et al., 2020). Sendo que o endosperma € responsavel por estocar principalmente o amido
e a proteina, e o escutelo lipideos (FEENSTRA et al., 2017; DWIVEDI, 2021), e fitato
(HIDVEGI; LASZTITYA, 2002; NADEEM et al., 2011). Durante o processo de germinagao e
formagéo de pléantula estes componentes devem ser hidrolisados e translocados para os pontos
de crescimento, constituindo dessa forma a plantula como um todo (FINCH-SAVAGE;
BASSEL, 2016).

A hidrolise e mobilizacdo das reservas € um processo dinamico e de fundamental
importancia para o desenvolvimento do eixo embrionério até a formacéo e estabelecimento de
plantula, em genotipos de milho que apresentam uma maior mobilizacdo de reservas
independente do peso das sementes, possuem sementes de maior vigor, originando plantulas
com maior conteddo de materia seca, comprimento total, comprimento da parte aérea e
comprimento radicular (ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019). Padilha, Coelho e Andrade
(2020), também constataram que a formacao de plantulas vigorosas com maiores dimensoes e
de massa estdo associadas com a mobilizac&o das reservas da semente na cultura do feijoeiro.

O vigor das sementes em termos fisiologicos pode estar atrelado a diferentes rotas
metabolicas que envolvem a hidrolise e mobilizacdo de compostos organicos de reservas como
lipidio, amido e proteina, além de vias de aminoéacidos sulfurados e sintese de proteina
(NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018). Alteracdes em compostos bioquimicos das
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sementes podem influenciar nos aspectos de vigor, normalidade de plantulas, crescimento e
estabelecimento de plantulas (HEBERLE et al., 2019; MARCOS-FILHO, 2015b).

Sementes que possuem maior vigor, normalmente possuem uma maior estocagem de
compostos organicos energéticos como proteinas, carboidratos e lipidios (NERLING;
COELHO; BRUMMER, 2018). De acordo com Mandizvo e Odindo (2019), as moléculas
organicas de reserva como carboidratos, proteinas e lipidios, adjunta com a fracdo mineral,
devem garantir o processo germinativo e a formacéo de plantula, suprindo a demanda energética
e estrutural de toda a fase heterotréfica, até que o estande de plantula estiver estabelecido.

As proteinas sdo moléculas orgéanicas, de compostos nitrogenados, constituida de
aminoacidos interligados por ligacGes polipeptidicas. Possuem fungdes estrutural, nutritiva ou
enzimatica, podendo constituir estrutura de tecidos, além de fornecer aminoacidos para suprir
a demanda energética do embrido ou participar da modulacdo de rea¢des quimicas dentro das
células vegetais (MARCOS-FILHO, 2015a; FEENSTRA et al., 2017). De acordo com Zucareli
et al. (2018), teores elevados de proteinas na semente podem representar um equilibrio benéfico
de aminoéacidos, que possibilitem um maior e melhor desenvolvimento.

Dentre os compostos fosforilados mais importantes esta a fitina, a qual é mobilizada
para 0 embrido durante o processo de germinacdo (MARCOS-FILHO, 2015a). No milho,
aproximadamente 86% do fdsforo esta localizado no escutelo e no endosperma da semente
(NADEEM et al., 2011). Martinez-Ballesta et al. (2020), salienta que no processo de estocagem
do fésforo na semente, na forma de acido fitico, para se estabilizar o mesmo se quelatiza com
micronutrientes como zinco e ferro, elementos importantes no processo germinativo e de
formacdo de plantulas, durante a hidrélise do &cido fitico, além do fésforo inorgénico, esses
microelementos sdo mobilizados e disponiveis para o crescimento e desenvolvimento do
embrido. Sendo a fitase a enzima responsavel pela hidrolise do fitato e disponibilizacdo de
fosforo inorganico e outros elementos minerais (NADEEM et al., 2011).

No estudo conduzido por Nerling, Coelho e Brimmer (2018), o conteudo de alguns
compostos organicos e sua dindmica no processo germinativo e de formacdo de planta
influenciaram positivamente a qualidade fisioldgica, sendo estes os agucares sollveis e fosforo
inorganico.

O amido € o principal carboidrato estocado nas sementes dos cereais, sendo que sua
principal funcdo é o fornecimento de energia para a retomada do desenvolvimento do embrido,
até 0 mesmo se tornar autotrofico apds o estabelecimento da plantula, além de ser fonte de
esqueleto carbonico para a constituir a plantula em formagcdo (MARCOS-FILHO, 2015a;
UCARLI, 2020).
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As enzimas séo de extrema importancia dentro do metabolismo vegetal, principalmente
em relacdo a germinacdo e desenvolvimento de plantulas, porque séo responsaveis pela quebra
de compostos armazenados em moléculas menores e sollveis, para a disponibilizacdo desses
compostos de menor peso molecular e de facil transporte para os pontos de crescimentos. A o
amilase € uma das principais enzimas responsavel pela hidrélise do amido (YAN et al., 2014;
FEENSTRA et al., 2017), sendo sintetizadas na camada de aleurona (HEBERLE et al., 2019),
através de sinais fitorregulatorios advindos do embrido, o qual sintetiza acido giberélico, que
ativara determinados locos génicos responsaveis pela codificacdo e sintese desta enzima
(MARCOS-FILHO, 2015a).

Sob condices de estresse, as plantas mobilizam reservas para a ativacdo de enzimas do
sistema antioxidante, em uma forma de minimizar danos as células e assim do tecido vegetal
(MARINI et al., 2013). De acordo com Naguib e Abdalla (2019), para uma melhor manutencéo
da qualidade fisioldgica das sementes, busca-se um equilibrio entre a producéo das espécies
reativas de oxigénio e a atividade das enzimas antioxidantes, evitando dessa forma que a
peroxidacdo lipidica ocorra nas células de sementes em germinacéo e de formacao de plantulas
submetidas a condi¢Oes estressantes.

Um dos desafios que rondam pesquisadores e estudiosos da area da fisiologia de
sementes é compreender com clareza como 0S processos Vitais intrinsecos nas sementes estao
intimamente relacionadas com um bom estabelecimento de estande de plantas sob amplas
condicdes de ambiente, favoraveis ou ndo (estresse) (MARCOS-FILHO, 2015a).

A cultura do milho apresenta peculiaridades em termos fenotipicos, a baixa prolificidade
e a alta competicdo interespecifica, sendo importante o estabelecimento de estande de plantulas
uniforme, tanto em nivel de distribuicdo como em vigor e desenvolvimento uniforme de
plantulas sob condi¢des adversas de ambiente. O estabelecimento de estande de plantas esta
intimamente correlacionado com a qualidade fisioldgica das sementes utilizadas, com énfase
para o vigor. O alto vigor das sementes oferece potencialmente maior probabilidade de
estabelecimento inicial, desde a germinacdo até a formacédo de plantulas normais de forma
répida e uniforme sob condi¢Ges ambientais diversas.

Em um contexto ecoldgico e ambiental, o estresse salino é um dos mais prejudiciais
dentre os estresses abidticos, principalmente em relacdo a fase inicial do processo de
desenvolvimento vegetal. O vigor é um fator fisioldgico que esta associado com a superacgéo de
condi¢Bes ambientais adversas no inicio do estabelecimento de plantulas, desde o processo
germinativo, emergéncia e estabelecimento de plantulas normais e uniforme, tanto em relagéo

espacial dentro de determinada area como em crescimento e desenvolvimento.
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Nesse contexto geral, o presente trabalho é importante para a elucidacdo de questdes
relacionadas a supera¢do de condicdes de estresse abidtico no estabelecimento de plantulas de
sementes com vigor contrastantes submetidas a condi¢Ges de estresse salino, através de analises
fisioldgicas e bioquimicas para o esclarecimento da expressdo do vigor das sementes de milho
hibrido.
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3 ALTO VIGOR DE SEMENTES DE MILHO HIBRIDO E DETERMINANTE
PARA A EMERGENCIA E ESTABELECIMENTO DE PLANTULAS A CAMPO

RESUMO:

O objetivo do trabalho foi determinar quantos dias apos a semeadura pode-se avaliar o vigor
dos lotes de sementes e verificar se o vigor é determinante para a formagdo de plantulas
vigorosas de milho sob condi¢6es de campo. O trabalho foi conduzido em dois ambientes, sendo
em laboratorio conduzido por delineamento inteiramente casualizado e no campo sob blocos ao
acaso, ambos formados por dois tratamentos, os quais referem-se a um grupo de lotes de alto
vigor (AV), e um de baixo vigor (BV), cada grupo constituido por quatro lotes. Foi mensurado
a germinacdo e o indice de vigor para o agrupamento, e para a comparagao entre os tratamentos
em ambiente laboratorial foi mensurado o comprimento da parte aérea (CPA), sistema radicular
(CSR) e total (CTP), bem como suas respectivas massas. No campo foi mensurada a emergéncia
de plantulas diariamente até 21 dias, e ao final do periodo o CPA, CSR e CTP e suas respectivas
massas, volume do sistema radicular (VSR) e diametro do colmo (DC). Os resultados foram
submetidos a anélise da variancia e as médias comparadas pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. As analises de campo e o indice de vigor foram submetidos a analise de
correlacdo de Pearson. Todos os parametros avaliados foram superiores no grupo de AV nos
dois ambientes, exceto o0 CSR em situacdo de campo. A emergéncia a campo foi promissora
para mensurar e segregar o vigor a partir do quinto dia apds a semeadura. O vigor das sementes
associa-se positivamente com todos as variaveis mensuradas, exceto para o CSR. Conclui-se
que a partir do quinto dia ap6s a semeadura € possivel segregam pelo vigor as sementes. Além
disso, sementes de alto vigor apresentam maior velocidade e uniformidade de emergéncia a
campo, sendo determinante para formar plantulas vigorosas.

Palavras-chave: Zea mays L.; Germinacdo; Estande de plantulas; Uniformidade de pléantulas;

Velocidade de emergéncia.

THE HIGH STRENGTH OF HYBRID CORN SEEDS IS DETERMINANT FOR THE
EMERGENCY AND ESTABLISHMENT OF SEEDLINGS IN THE FIELD

ABSTRACT:

The objective of this work was to determine how many days after sowing the vigor of seed lots
can be evaluated and to verify if the vigor is decisive for the formation of vigorous corn
seedlings under field conditions. The work was carried out in two environments, in the
laboratory conducted by a completely randomized design and in the field under randomized
blocks, both formed by two treatments, which refer to a group of high vigor (HV) lots, and one
of low vigor (LV), each group consisting of four lots. Germination and vigor index were
measured for the grouping, and for the comparison between treatments in a laboratory
environment, shoot length (SL), root system (RS), and total (TM) were measured, as well as
their respective masses. In the field, seedling emergence was measured daily up to 21 days, and
at the end of the period, SL, RS, MT, and their respective masses, root system volume (RSV)
and stem diameter (SD). The results were submitted for analysis of variance and the means
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compared by Tukey's test at 5% error probability. Field analyzes and vigor index were subjected
to Pearson's correlation analysis. All parameters evaluated were higher in the HV group in both
environments, except for RS in the field. Field emergence was promising to measure and
segregate vigor from the fifth day after sowing. Seed vigor is positively associated with all
measured variables, except for RS. It is concluded that from the fifth day after sowing it is
possible to segregate the seeds by vigor. In addition, high vigor seeds present greater speed and
uniformity of emergence in the field, being decisive for the formation of vigorous seedlings.

Keywords: Zea mays L.; Germination; Seedling stand; Seedling uniformity; Emergency speed

3.1 INTRODUCAO

O milho é um cereal de verdo pertencente a familia botanica Poaceae, classificado como
uma grande cultura de importancia socioeconémica em nivel mundial. Tornou-se uma das
culturas que ocupa grandes areas de cultivo, isso se deve a qualidade nutricional dos graos
produzidos (ROSSATO et al., 2020). E uma matéria prima destinada para inimeras utilidades,
sendo um insumo importante para o desenvolvimento das atividades agropecuarias como por
exemplo suinocultura, avicultura, bovinocultura leiteira e para 0 consumo humano (SILVA et
al., 2019a; CESCONETTO et al., 2021).

Os vegetais como organismos sésseis, estdo expostos a uma série de fatores estressores,
podendo ser estes bidticos, como insetos pragas e organismos patogénicos como fungos e virus
e/ou estressores abioticos, como por exemplo altas ou baixas temperaturas, deficiéncia hidrica,
toxidade por metais pesados, radiacdo UV-B e salinidade (XIE et al., 2019). Nesse sentido, as
condicdes de campo que rementem a realidade do agricultor, estdo sujeitas a uma série de
fatores que podem limitar o processo de estabelecimento de estande de plantulas. Uma forma
de assegurar que o processo de estabelecimento de estande de plantulas se concretize com
sucesso para a cultura do milho é a utilizacdo de sementes de maior qualidade fisioldgica
(KHALID et al., 2018), com énfase para a germinacao e o vigor.

O vigor, por sua vez, é um atributo fisiolégico complexo da semente que possibilita uma
maior, uniforme e répida germinacdo e emergéncia sob uma ampla gama de situagdes
ambientais de campo (VENTURA et al.,, 2012), as quais sabe-se que estd intimamente
relacionada com o processo de deterioracdo através de modificagdes moleculares, bioquimicas,
fisioldgicas e metabolicas (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015). Dessa forma, pode ser um
atributo determinante para um bom estabelecimento de estande em condi¢Ges ambientais

adversas, repercutindo em maiores rendimentos da cultura ao final de seu ciclo.
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Nesse contexto, a emergéncia a campo € um teste amplamente utilizado que avalia a
qualidade fisiolégica como um todo da semente com énfase para o vigor (MARCOS-FILHO,
2020a), pois implica no numero e uniformidade de individuos e/ou plantas produtoras ao final
do ciclo (LEITE JUNIOR et al., 2020). No entanto, um dos desafios para os analistas € definir
quantos dias apds a semeadura é o melhor ponto para ponderar e mensurar o vigor dos lotes
semeados. Além disso, ainda é um desafio compreender a expressdo do vigor e a associacao
com parametros fisiologicos da plantula em uma situacdo de campo, bem como a sua
importancia para a formacéo de plantulas mais vigorosas.

Assim, tem-se como hipéteses que apds o inicio da emergéncia até o vigésimo primeiro
dia ap6s a semeadura consegue-se mensurar o0 vigor e categoriza-lo com éxito; e que sementes
de maior vigor possuem desempenho fisioldgico superior, formando plantulas mais vigorosas
sob condi¢bes de campo. Com isso, 0 objetivo do trabalho foi determinar quantos dias apés a
semeadura pode-se avaliar o vigor dos lotes de sementes e verificar se 0 vigor é determinante

para a formacéo de plantulas vigorosas de milho sob condig¢des de campo.

3.2 MATERIAL E METODOS

Foram utilizadas sementes de quatro hibridos simples comerciais, AG 9025 PRO3,
32R22VYHR, 30F53VYH e DKB 230 PRO3, produzidos durante o ano agricola 2019/2020.
Apbs a aquisicdo, as sementes foram mantidas em camara seca com temperatura de 10 °C £ 3

°C e umidade relativa do ar de 45 £ 5%, até a utilizagao.

3.2.1 Reducéo do vigor:

Para a obtencdo dos lotes de sementes de baixo vigor, uma fragdo das sementes dos
quatro hibridos (hibridos de alto vigor), foram submetidos a uma reducéo artificial de vigor
com base em alta temperatura e umidade, atraves de uma camera de envelhecimento acelerado.
Para isso, utilizou-se de caixas plasticas transparentes do tipo “gerbox”, onde depositou-se 40
mL de &gua destilada, e 100 sementes foram distribuidas uniformemente sobre telas de ago
inoxidavel, sendo mantido um microclima de saturacdo de umidade no interior de cada
recipiente. Apos esses procedimentos, essas caixas contendo as sementes foram acomodadas e
mantidas em camara de envelhecimento acelerado sob temperatura de 45 + 2 °C por 72 horas
(AOSA, 1983). Apos esse periodo, as sementes foram acondicionadas e mantidas em camera

de circulacdo de ar por 24 horas sob temperatura de 30 + 2°C para a redu¢do da umidade.
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Os lotes 1, 2, 3 e 4 (denominados como L1, L2, L3 e L4, respectivamente), ndo passaram
por esta reducdo artificial do vigor, mantendo as caracteristicas originais das sementes recebidas
e armazenadas. Ja os lotes 5, 6, 7 e 8 (denominadas como L5, L6, L7 e L8, respectivamente)
passaram pelo processo de reducdo artificial do vigor, sendo que todos os lotes foram
caracterizados quanto ao peso de mil sementes, grau de umidade e o respectivo material

bioldgico (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo e caracterizacdo dos lotes de sementes de hibridos de milho.

- GU
Lote RAV Hibrido %)
L1 N AG 9025 PRO3 11,4
L2 N 32R22VYHR 10,4
L3 N 30F53VYH 10,2
L4 N DKB 230 PRO3 11,1
L5 S AG 9025 PRO3 11,4
L6 S 32R22VYHR 11,1
L7 S 30F53VYH 10,6
L8 S DKB 230 PRO3 11,2

Legenda: RAV: Reducdo artificial do vigor; S= reduzido; N=n&o reduzido. PMS: Peso de mil sementes; GU:
grau de umidade da semente.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

3.2.2 Obtenc¢éo da amostra de trabalho

As amostras de cada lote foram homogeneizadas apds serem adquiridas, conforme
indicado nas Regras para Analises de Sementes (BRASIL, 2009), em seguida, parte destas
sementes foram submetidas a reducéo artificial do vigor para obtengéo dos lotes de baixo vigor.
Ap0s a obtencdo dos lotes de alto e baixo vigor, cada lote foi dividido em quatro porc¢des, onde

cada uma originou uma repeticdo até o final da realizacdo do trabalho.

3.2.3 Categorizacao dos lotes de semente

Os lotes de sementes foram caracterizados em relacdo a germinacao e ao vigor atraveés
do indice de vigor.

Germinacdo: Para a determinagéo do percentual de germinagao foram utilizadas quatro
repeticdoes de 50 sementes por rolo de papel “Germitest” para cada lote. As folhas de papel
foram umedecidas com agua destilada 2,5 vezes 0 peso do papel seco, de acordo com as Regras
para Analise de Sementes (BRASIL, 2009).

indice de Vigor: Quatro repeticdes de 20 sementes foram distribuidas no terco superior

de folhas de papel toalha umedecidas com volume de agua destilada correspondente a 2,5 vezes
0 peso do papel seco (KRZYZANOWSKI et al.,, 2020). Os rolos foram mantidos em
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germinador do tipo Mangelsdorf a 25 + 2 °C e fotoperiodo de 12 horas de luz durante trés dias.
Apos esse periodo, o comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular
(CSR) e comprimento total das plantulas (CTP), foram mensurados com auxilio de paquimetro
digital de 12 plantulas normais por unidade experimental (repeticdo). O célculo do indice de
vigor (IV) foi determinado a partir do indice de crescimento (G) (SAKO et al., 2001) e o indice
de uniformidade (U), calculada com auxilio do software R (R CORETEAM, 2020), utilizando
0 pacote SeedCalc (SILVA et al., 2019b). Onde: w G e w U, representam os pesos determinados
para os parametros obtidos a partir de valores padréo de 70 e 30, respectivamente.

indice de Vigor (IV) = (WG x (wh x Ih + wr x Ir)) +(wU x (1000 - (wsh X sh + wsr x sr
+ stotal + wsr/h x sr/h).

Onde Ih e Ir s@o os comprimentos médios da parte aérea e sistema radicular das amostras,
respectivamente; sh, sr, stotal e sr/h sdo os desvios padrdo do comprimento da parte aérea,
comprimento do sistema radicular, comprimento total e razdo raiz/parte aérea, respectivamente;

W representa a proporcao para os parametros de crescimento (G) e uniformidade (U).

3.2.4 Desempenho de plantulas

Foram distribuidas 20 sementes na por¢ao superior do papel “Germitest”, o qual foi
umedecido 2,5 vezes 0 seu peso seco com agua destilada e em seguida foram confeccionados
os rolos. Esses rolos foram inseridos dentro de sacos plésticas transparentes para evitar a perda
de umidade e mantidos em germinadores (Mangelsdorf) com temperatura controlada de 25 + 2
°C e fotoperiodo de 12 horas de luz por trés dias. Apos esse periodo, com o auxilio de um
paquimetro digital foi realizada a mensuragdo do comprimento do sistema radicular (CSR),
comprimento de parte aérea (CPA), comprimento total da plantula (CTP); massa seca do
sistema radicular (MSSR), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca total das plantulas
(MSTP) em estufa a uma temperatura de 80 + 2 °C por um periodo de 24 horas. Esses

parametros foram mensurados em 10 plantulas normais por unidade experimental (repeticéo).

3.2.5 Emergéncia e desempenho fisioldgico de plantas a campo

Foram semeados oito lotes de semente sendo estes quatro de alto vigor (L1, L2, L3 e
L4) e quatro de baixo vigor (L5, L6, L7 e L8), a uma profundidade de cinco centimetros no dia
11 de novembro de 2020. Cada parcela foi composta por 50 sementes distribuidas
uniformemente em trés linhas com espacamento de 10 centimetros e entre plantas de 3,5
centimetros. Foi realizada a contagem de emergéncia diariamente até 21 dias apds a semeadura,

sendo este 0 estagio onde se realizou as analises fisiologicas de desempenho de plantas a campo.
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Em relacdo as analises de desempenho de plantas, foi mensurado o comprimento da
parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento total da plantula
(CTP), com o auxilio de uma régua graduada e seus resultados expressos em centimetros; massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular (MSSR), massa seca total da
plantula (MSTP), secas em estufa de circulacdo forcada de ar a uma temperatura de 65 + 2°C
até atingir massa constante; diametro do colmo (DC), mensurado a 1 cm centimetro acima do
nivel do solo com o auxilio de um paquimetro digital; e volume do sistema radicular calculado
através do volume conhecido diminuido do volume deslocado de 4&gua em uma proveta sendo
o resultado expresso em cm?®. Foram avaliadas dez plantulas por unidade experimental da fileira
central, dessa forma eliminando o efeito bordadura das parcelas.

Os dados ambientais foram obtidos através da estacdo experimental da Epagri unidade
Lages, Santa Catarina (EPAGRI, 2020), sendo sumarizados na Figura 1 abaixo, sendo
compilados trés dias antes da realizacdo da implantacdo do experimento a campo até as

avaliacoes finais.

Figura 1 - Condicdes climaticas de trés dias antes da semeadura e durante a emergéncia e

estabelecimento de plantulas a campo.
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Fonte: Elaborado pelo autor a partir dos dados da EPAGRI, 2020.

3.2.6 Anélise estatistica

Os dados obtidos foram submetidos ao teste de normalidade através do teste de Shapiro-
Wilk, e a Analise de Variancia (ANOVA). Apds, as médias foram comparadas pelo teste de
Tukey a 5% de probabilidade de erro, através do programa estatistico Sisvar®.

As variaveis fisiologicas mensuradas aos 21 dias ap6s a semeadura, bem como as
emergéncias diarias e o indice de vigor (IV), foram submetidas a analise de correlacdo de

Pearson. As relevancias das correlacdes foram classificadas de acordo com o coeficiente p, onde
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0-0,1: correlacdo insignificante; 0,1-0,39: correlacdo fraca; 0,4-0,69: correlacdo moderada;
0,70-0,89: correlagédo forte; e 0,90-1,0: correlagdo muito forte (SCHOBER; BOER,;
SCHWARTE, 2018).

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A reducado artificial do vigor foi eficiente, uma vez que o indice de vigor (IV), dos lotes
de origem (lotes que ndo passaram pelo processo de reducdo artificial do vigor), foram maiores
do que os lotes 5, 6, 7 e 8, 0s quais passaram pelo processo de reducéo artificial de vigor (Tabela
2).

Tabela 2 - Segregacéo do vigor pelo indice de vigor (IV).
G

Lote RAV %) v
L1 N 99 a 710,11 a
L2 N 99a 570,69 c
L3 N 99a 630,16 b
L4 N 98 a 638,90 b

Lotes com o vigor reduzido artificialmente
L5 S 53¢ 370,80 ¢
L6 S 57c 405,70 f
L7 S 84 b 467,64 ¢
L8 S 94 a 501,39d

Legenda: RAV: Redugdo artificial do vigor; S= reduzido; N=n&o reduzido. G: germinag&o; IV: indice de vigor.
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Como observado na tabela acima (Tabela 2), de acordo com o 1V, o L1 apresentou o
maior resultado com valor de 710,11, seguido dos L4 e L3 os quais apresentaram 638,90 e
630,16 de indice vigor respectivamente. Na sequéncia encontra se o L2 apresentando um valor
de 570,69. Ja os lotes com vigor reduzido artificialmente apresentaram menor indice de vigor,
0 L8, por sua vez, apresentou um vigor de 501,39, seguido do L7 com 467,64, L6 com 405,70
e com 0 menor resultado observado o L5 com 370,80. A reducdo artificial do vigor das sementes
permitiu agrupar os lotes de sementes em dois grupos sendo que os lotes 1, 2, 3 e 4
compreendem o grupo de alto vigor (AV), e os lotes 5, 6, 7 e 8 0 grupo de baixo vigor (BV).

No processo de reducdo artificial do vigor, através de alta temperatura e saturacdo de
umidade, ocorre uma série de processos fisioldgicos, metabdlicos e citoldgicos que culminam
com uma reducéo acentuada do poder germinativo das sementes (MARCOS-FILHO, 2020a).

A germinacao € um processo bioldgico complexo, controlado por uma série de genes de uma
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forma coordenada (FU; AHMED; DIEDERICHSEN, 2015), sendo observada uma acentuada
reducdo nesse atributo fisiologico nos lotes 5 e 6 apresentando um percentual de germinacao de
53 e 57 % respectivamente, seguido do lote 7 o qual reduziu sua germinacdo se comparado com
seu lote de origem (lote 3), contudo, seu percentual manteve-se elevado, apresentando 84% de
germinacao, e o lote 8 o qual ndo diferiu de seu lote de origem (lote 4) apresentou percentual
de 94% (Tabela 2). Essa redugdo pode ser mais acentuada ou ndo dependendo da base genética
e das condicBes ambientais ou de manejo que essa semente foi formada e/ou produzida
(NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018), explicando a sensibilidade maior a reducgdo
artificial dos L1 e L2 (materiais de origem), 0s quais originaram os L5 e L6 com menores IV.

No fim do processo de germinacdo, objetiva-se a formacéo de plantulas com estruturas
bem desenvolvidas, tanto em dimensdo quanto em massa. Nesse sentido, em condigdes
laboratoriais 0 comprimento da parte aérea (CPA) foi superior no grupo de alto vigor, em torno
de 1,94 vezes, em média de 13,52 mm, contrastando com o grupo de BV, o qual apresentou em
média 6,96 mm (Figura 2a). Comportamento similar foi observado na varidvel de comprimento
de sistema radicular (CSR). Contudo, o contraste entre os dois grandes grupos foi ainda maior
sendo gue o grupo de AV apresentou dimensdes de sistema radicular de 2,41 vezes maior que
0 grupo de BV. O grupo de AV destacou-se formando parte aérea e sistema radicular com maior
comprimento, repercutindo na variavel comprimento total de plantula (CTP), com 67,50 mm,
em contraste com o grupo de sementes de BV, com plantulas com comprimento aproximado de
29,34 mm (Figura 2a).

Figura 2 - Desempenho fisiol6gico de plantulas originadas de sementes de alto vigor (AV) e
baixo vigor (BV), apos trés dias de semeadura em ambiente laboratorial.
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Legenda: a) CPA: comprimento da parte aérea, CSR: comprimento do sistema radicular, CTP: comprimento
total da plantula; b) MSPA: massa seca da parte aérea, MSSR: massa seca do sistema radicular, MSTP: massa
seca total da plantula. * variaveis diferiram significativamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de
Tukey.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Em relagdo as varidveis de massas secas (Figura 2b), observa-se que a MSPA foi 1,97
vezes maior no grupo de sementes de AV. A MSSR foi superior no grupo de AV, o qual
expressou média de 11,24 mg por plantula de sistema radicular enquanto que o grupo de BV
apresentou medias de 4,37 mg de massa seca (Figura 2b). A MST por sua vez, também foi
significativamente superior nas plantulas originadas por sementes de AV, sendo 2,35 vezes
superior (Figura 2b).

Quanto as analises de campo, um dos desafios estd associado ao periodo entre a
semeadura e a analise de plantulas emergidas com as varaveis medidas no laboratério.
Observou-se alta correlacéo entre a emergéncia diaria e o indice de vigor (1V), determinado em
laboratério (Tabela 3) a partir do quinto dia até o vigésimo primeiro, constatando que este
periodo € possivel realizar a categorizacdo do vigor para sementes de milho hibrido.

E provavel que esses resultados estejam associados as boas condigdes climéaticas durante
a realizacdo do trabalho (Figura 1), uma vez que o regime hidrico favoreceu o processo de
estabelecimento das plantulas, sendo que nos trés dias antes da semeadura houve precipitacao
e 9,6 mm e apds a semeadura até o quinto dia houve uma precipitacdo de 37,8 mm, ndo havendo
restricao hidrica para o processo de embebicao, facilitando assim o processo de emergéncia das
plantulas. Destaca-se que a restri¢do hidrica € um dos fatores determinantes para o processo de
germinacdo e emergéncia sendo potencialmente danosa tanto para a germinagdo quanto para a
formacédo das estruturas da plantula (VICOSI et al.,, 2017; AVCI; ILERI; KAYA, 2017;
JOVOVIC et al., 2018).

Outro fator preponderante é a temperatura do ambiente. As temperaturas médias iniciais
apos a semeadura até o inicio do processo de emergéncia (quinto dia apds a semeadura), ficaram
em 19,91 °C, estando abaixo da temperatura ideal de acordo com estudos realizados por
Carvalho et al., (2017), que constataram que a temperatura 6tima fica aproximadamente em
30°C.

Sbrussi e Zucareli (2014), constataram uma faixa de temperatura Otima para a
germinacdo de sementes de milho de 22 a 34 °C, onde temperaturas de 16 °C inibiram a
germinacao e temperaturas supradtimas, de 37 °C e 40 °C afetaram negativamente favorecendo
o aumento de plantulas anormais. E valido ressaltar que essa constatacio foi observada em
ambiente laboratorial sob temperatura constante, comportamento esse ndo encontrado nas
condicgdes de campo. A média minima da temperatura durante os primeiros cinco dias apos a
semeadura foi de 15,85 °C.

A reducéo da temperatura em relacdo a faixa 6tima de desenvolvimento da cultura reduz

a atividade fisiologica e bioquimica das células do vegetal, comprometendo o metabolismo de
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desenvolvimento e crescimento dos érgdos da plantula (CARVALHO et al., 2017). Garcia e
Coelho (2021), observaram na cultura do arroz, que principalmente a temperatura influenciou
no desempenho das sementes, interferindo na mobilizacédo de reservas e afetando o acimulo de
peso seco das plantulas. Na situacdo de realizacdo do presente estudo, as sementes de milho
hibrido de maior vigor proporcionaram maior superacdo, pois originaram plantulas mais
vigorosas, tanto em dimensdes de crescimento quanto de massa.

De forma geral, a precipitacdo, bem como as temperaturas observadas foram
promissoras e benéficas, auxiliando na expressao dos diferentes niveis de vigor e consequente
segregacgdo, conforme observado na Tabela 3. Mathias e Coelho (2021), avaliando a dindmica
da emergéncia a campo de lotes de soja quanto a expressao do vigor, constataram uma relacéo
direta da expressdo fisiologica em relacdo as condi¢bes ambientais (climaticas), as quais

exercem influéncia no comportamento fisioldgico da planta.
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Tabela 3 - Coeficientes de correlagdo de Pearson (r) entre a emergéncia a campo por dia e o
indice de vigor avaliado em laboratorio.

Variavel Vigor
EC1 -
EC2 -
EC3 -
EC4 -
EC5 0,88*
EC6 0,88*
EC7 0,91*
EC8 0,87*
EC9 0,84*

EC10 0,83*
EC11 0,82*
EC12 0,82*
EC13 0,82*
EC14 0,82*
EC15 0,82*
EC16 0,82*
EC17 0,82*
EC18 0,82*
EC19 0,82*
EC20 0,82*
EC21 0,82*

Legenda: *Significativo a 1% pelo teste t. n=32.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Na dinamica de emergéncia a campo (EC), observa-se maior velocidade de emergéncia
no grupo sementes de AV. No quinto dia ap6s a semeadura foi observado um percentual de
emergéncia de 83%, ao sexto dia 97% e ao sétimo dia 98% atingindo o platd que permaneceu
até o final da mensuracéo da emergéncia diaria (21dias ap6s a semeadura). O grupo de sementes
de BV, ao quinto dia ap0s a semeadura apresentou percentual de emergéncia a campo de 1%,
no sexto dia 26%, sétimo dia 55%, oitavo dia 69%, nono dia 73, decimo dia 75 %, decimo
primeiro dia 76% atingindo o platd apenas no decimo segundo dia com percentual de
emergéncia de 77% (Figura 3).

Essa performance de germinagdo e emergéncia de plantulas é um processo totalmente
heterotrofico sendo dependente dos compostos armazenados pela semente e do metabolismo
respiratorio (DRANSKI et al., 2017), metabolismo fisioldgico e bioquimico que possivelmente

esteja comprometido em sementes de BV, explicando o comportamento observado.
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Figura 3 - Performance de emergéncia a campo de lotes de alto e baixo vigor.
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Legenda: AV: alto vigor, BV: baixo vigor. A partir do quinto dia apos a semeadura a emergéncia a campo diferiu
significativamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Ao estabelecer um paralelo do comportamento dos grupos de AV e BV (Figura 3),
constata-se maior velocidade e uniformidade de emergéncia no grupo de AV sendo que ao
sétimo dia ap6s a semeadura apresenta-se com todas as plantulas emergidas, se mantendo até o
final da realizacdo do trabalho. No entanto, o grupo de BV tem um percentual de plantulas
emergidas crescente, chegando no platé apenas no décimo segundo dia apos a realizacdo da
semeadura. Essa velocidade reduzida dos lotes de BV é explicada pela sua capacidade de
aproveitar as reservas da semente, reduzindo a sua capacidade de crescimento e repercutindo
em um atraso e desuniformidade da emergéncia das plantulas (MENEGUZZO et al., 2021).

Outra possibilidade para esse comportamento refere-se ao fato de que sementes de baixo
vigor sédo fisiologicamente mais deterioradas, as quais devido a processos oxidativos possuem
maiores danos no material genético, o que durante a fase da embebicdo, pode reduzir a
velocidade e a uniformidade do processo de germinacéo sob condi¢des de emergéncia a campo
(MARCOS-FILHO, 2020a). Outro fator, que foi observado em lotes de sementes de soja por
Wendt et al., (2017) esta relacionado a regulacéo da emergéncia a campo, tanto da velocidade,
quanto da uniformidade ser modulada pelo processo de respiracdo, onde lotes de maior vigor
possuem maior atividade respiratoria, maior uniformidade e velocidade de emergéncia.

O retardamento da emergéncia das sementes de baixo vigor faz com que as mesmas
fiquem expostas a fatores bidticos e abidticos os quais podem afetar drasticamente o
estabelecimento de plantula tanto a nivel de distribuicdo espacial quanto de uniformidade de

desenvolvimento das plantulas (MENEGUZZO et al., 2021). Dessa forma, a rapida e uniforme
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germinacdo da semente e emergéncia das plantulas em campo sdo de fundamental importancia
para garantir o estande de pléntulas e consequentemente rendimentos da cultura do milho
(GHASSEMI-GOLEZANI; RAEY, 2011).

O parametro de CPA avaliado aos 21 dias ap0s a emergéncia, foi significativamente
superior no grupo de AV, tendo um comprimento de 48,74 cm e 0 grupo de BV 36,95 cm, sendo
observado uma relagdo promissora do vigor em relacdo a parte aérea. O CSR ndo foi
influenciado pelo vigor da semente, uma vez que nao diferiram as médias encontradas. O CTP
por sua vez, foi significativamente superior no grupo de AV sendo observado um comprimento
de 66,75 com enquanto o grupo de BV apresentou um comprimento de 53,22, comportamento
esse influenciado pela variavel CPA (Figura 4 a).

Os resultados fisiologicos encontrados a campo ap6s 21 dias da semeadura (Figura 4a),
corroboram com os resultados encontrados em ambiente laboratorial avaliado trés dias apds a
semeadura (Figura 2a), estabelecendo mesmo comportamento de desempenho das plantulas
onde as sementes de AV proporcionaram o desenvolvimento de plantulas com maiores
dimensGes de comprimento de suas estruturas e total, exceto para o comprimento do sistema
radicular na condi¢cdo de campo, o qual ndo diferiu. Esse resultado pode estar atrelado a uma
possivel compensacdo com o passar dos dias apos a semeadura das sementes de BV, pois no
laboratério foi realizada a mensuracgdo aos trés dias apds a semeadura e a campo 21 dias ap06s a
semeadura. Além disso, pode também estar associada a uma interacdo com os fatores do solo.

Figura 4 - Desempenho fisioldgico de plantulas originadas de sementes de alto vigor (AV) e

baixo vigor (BV), 21 dias ap6s a semeadura em condic¢Oes de campo.
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Legenda: a) CPA: comprimento da parte aérea, CSR: comprimento do sistema radicular, CTP: comprimento
total da planta; b) MSPA: massa seca da parte aérea, MSSR: massa seca do sistema radicular, MSTP: massa seca
total da plantula. * variaveis diferiram significativamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

As MSPA, MSSR e MSTP foram maiores nas plantas originadas de sementes do grupo

de AV (Figura 4b). Comportamentos semelhantes foram encontrados no ensaio desenvolvido
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em laboratorio (Figura 2b), onde o AV sobressaiu-se em todos os pardmetros mensurados de
massa seca.

Esses resultados de maiores dimensdes de crescimento de plantula tanto em nivel de
laboratério (FIGURA 2a), quanto em condi¢des de campo (FIGURA4 a), bem como suas
respectivas massas nos dois ambientes (Figura 2b e Figura 4b), se fundamenta pela atividade
de hidrdlise e mobilizagdo das reservas da semente, em que sementes mais vigorosas
apresentam maior atividade hidrolitica e de mobilizacéo, consequentemente fornecendo maior
guantidade de compostos estruturais e/ou suporte metabdlico energético para os pontos de
crescimento do embrido, formando estruturas com maiores densidades e vigorosas
(RODRIGUES et al., 2020).

Estudos conduzidos por Andrade, Coelho e Padilha (2019), constataram que sementes
de milho hibrido com maior vigor possuem uma maior taxa de reducdo e mobilizacdo das
reservas da semente, formando plantulas com maior crescimento de suas estruturas e suas
respectivas massas secas. Segundo Cheng et al. (2015), o crescimento inicial da plantula é
determinado primeiramente pela mobilizacdo da reserva de armazenamento, seguida pela
eficiéncia de conversdo da reserva da semente para tecidos da plantula e este processo, por sua
vez, é determinado pelas interacdes entre genética e fatores ambientais.

O milho por ser um cereal, apresenta sua maior constituicao de reserva amilacea. Nesse
contexto, Santos et al. (2016), avaliando a expressao do perfil proteico da alfa amilase, principal
enzima responsavel pela hidrolise do amido, em lotes de semente com diferentes niveis de
vigor, constatou que lotes de alto vigor possuem uma maior expressao. Essa constatacdo
justifica a formacgéo de plantulas mais vigorosas com maiores dimensdes de crescimento e
massa, pois possuem uma maior capacidade de hidrolisar e mobilizar esses compostos para 0s
pontos de crescimento para manter o custo metabolico das células e para compor 0s novos
tecidos da plantula.

O sistema radicular demonstrou-se insensivel ao vigor no que se refere a dimensdes de
comprimento (Figura 4a), contudo, quanto a variavel de massa seca (Figura 4b) e de volume
através da variavel VSR (Figura 5), o vigor influenciou positivamente. Verifica-se que o grupo
de sementes de AV apresentou 0s maiores resultados. Esse comportamento possivelmente esta
associado a um maior numero de raizes secundarias e/ou adventicias oriundas da raiz primaria
ou coroa da plantula. Outra possivel explicacdo seria no investimento de maiores compostos
estruturais nas células do sistema radicular em plantulas originadas de sementes de alto vigor,

repercutindo em uma maior massa, dimensodes e didmetro afetando consecutivamente o volume
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dessas raizes. E valido salientar que essas duas possibilidades possam estar ocorrendo
simultaneamente explicando o comportamento bioldgico observado.

Outro aspecto relevante é a integridade metabdlica das sementes de AV (DOMERGUE
et al., 2019). As sementes de AV possuem um metabolismo de respiracdo maior e mais
eficiente, com maior sintese da enzima malato desidrogenase envolvida na sintese de NAPH
para o ciclo se Krebs, proporcionando uma maior atividade mitocondrial através da fosforilagdo
oxidativa de ATP, molécula essa necessaria para as mais diversas reacdes metabdlicas do
vegetal (SANTOS et al., 2016).

Figura 5 - Desempenho fisiologico de plantas originadas de sementes de alto vigor (AV) e

baixo vigor (BV), 21 dias apds a semeadura em condi¢des de campo.
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Legenda: a) DC: didmetro do colmo; b) VSR: volume do sistema radicular. * variaveis diferiram
significativamente a 1% de probabilidade de erro pelo teste de Tukey.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O DC esta associado a formacédo de uma parte aérea vigorosa. Nesse sentido, observa se
que o grupo de sementes de AV apresentaram DC de 8,17 mm e o grupo de BV 6,76 mm, ambos
diferindo entre si, sendo que o lote de AV foi superior. Plantas com didmetros do colmo maiores
apresentam maior resisténcia mecéanica para sustentar a plantula como um todo, sendo que em
fases futuras é uma varidvel intimamente relacionada a tolerancia ao acamamento do estande
de lavoura (KAPPES et al., 2011; PEREIRA et al., 2018). Assim, lotes de AV contribuem para
formar plantulas com maior tolerancia ao acamamento e consequentemente reduzindo perdas
de produtividade. O colmo também é um Orgdo de reserva de fotossintese, estocando
fotoassimilados em seu interior para futura mobilizacdo para os grdos apos a fecundagéo para
originar a cariopse (GOMES et al., 2010).
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O regime hidrico, por sua vez, ndo foi um fator desfavoréavel e/ou limitante sendo que
durante os 21 dias houve uma precipitacdo total de 89 mm, ndo havendo deficiéncia hidrica que
pudesse vir a comprometer o crescimento e desenvolvimento normal das plantulas de milho.

Ao determinar um paralelo através da correlacdo de Pearson entre o IV e as variaveis de
campo mensuradas aos 21 dias apds a semeadura, observa se que todos os parametros avaliados
foram significativos (EC. 21, VCR, MSPA, MSSR, MSTP, DC, CPA e CTP), exceto 0 CSR 0
qual ndo foi influenciado pelo nivel de vigor (Tabela 4), constatacdo presente também na
comparacdo de medias do CSR entre os grandes grupos de AV e BV (Figura 4a). Dentre as
variaveis significativas, a EC 21 e o CPA obtiveram correlagdo com magnitude forte, VSR,
MSPA, MST, DC e CTP apresentaram intensidade de correlacdo moderada e a MSSR fraca,
contudo ambas apresentaram significancia demonstrando a importancia do vigor e sua

influéncia nos parametros fisiologicos das plantulas em condi¢des de campo.

Tabela 4 - Correlacdo das variaveis de emergéncia a campo aos 21 dias ap6s a semeadura.

EC21 VSR MSPA  MSSR MSTP DC CPA  CSR CTP v
EC.21 - 0,24~ 049 0,27 047 038> 051 0,20 047* 0,82*
VSR - 0,79* 091* 083 0,79* 0,70~ 0,553* 0,73* 0,43**
MSPA - 0,80 0,99 091* 091* 0,51* 0,89* 0,69*
MSSR - 0,85~ 082 0,68* 0,71 0,77 0,37**
MSTP - 0,92 0,90* 0,55* 0,90* 0,66*
DC - 0,72 0,45** 0,72 0,54*
CPA - 0,50* 0,96* 0,72*
CSR - 0,72  0,09™
CTP - 0,60*

v -
Legenda: EC 21: emergéncia a campo ao vigésimo primeiro dia, VSR: volume do sistema radicular, MSPA:
massa seca da parte aérea, MSSR: massa seca do sistema radicular, MSTP: massa seca total da plantula, CPA:
comprimento da parte aérea, CSR: comprimento do sistema radicular, CTP: comprimento total da planta, IV:
indice de vigor. *,**diferenca significativa pelo teste t a 1% e 5%, respectivamente e “ns”: néo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O VSR, MSSR e CSR possibilitam explorar maior volume de solo, além de proporcionar
maior aporte tanto de sustentacdo quanto de desenvolvimento da parte aérea da plantula, relacéo
essa compreendida e constatada na Tabela 4, onde o VSR apresentou correlacdo forte com os
parametros de crescimento da parte aérea sendo estes MSPA (p=0,79), CPA (p=0,70) e DC
(p=0,79). A MSSR apresentou associacdo forte com a MSPA (p=0,80), e DC (p=0,82), e
moderada com o0 CPA (p=0,68). O CSR se associa de forma moderada com os parametros de
arquitetura de parte aérea como MSPA (p=0,51), CPA (p=0,50), e DC (p=0,45), sugerindo que
possivelmente outros pardmetros como ndmero de raizes possam estar atuando conjuntamente
a esses fatores. Assim, maiores VSR e MSSR possibilitam a formacéo de plantulas com maiores

CPA, MSPA e DC, havendo também a influéncia do CSR, porém de uma forma mais sutil,
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havendo influéncia de outros fatores, corroborando com os resultados observados na
comparacéo do vigor (Figura 4a, Figura 4b e Figura 5).

No que se refere a formacao de plantulas vigorosas com dimensdes de CTP e MSTP
mais expressivos, CTP estabeleceu associacdo positiva forte e muito forte com as variaveis
VSR (p=0,73), MSPA (p=0,89), MSSR (p=0,77), DC (p=0,72), CSR (p=0,72), MSTP (p=0,90)
e CPA (p=0,96). J& a MSTP, associou-se com as variaveis VSR (p=0,83), MSPA (p=0,99),
MSSR (p=0,85), DC (p=0,92), CPA (p=0,90), conforme demostrado na Tabela 4. Esses
resultados auxiliam na consolidacdo da importancia do vigor e sua associacdo com 0S
parametros fisiolégicos, uma vez que o grupo de AV apresentou todos os parametros avaliados
superior ao de BV, exceto para CSR.

Assim, observa-se uma interacao favoravel dos parametros fisiolégicos observados na
analise de correlacdo entre si e 0 vigor, sendo que nas analises de comparacdo de medidas entre
o0s grupos de lotes de AV e BV foram observadas médias significativamente superior no alto
vigor.

E possivel destacar a importancia da utilizacdo de sementes de alto vigor e a sua
capacidade de proporcionar a formacéo de plantulas com parametros fisiol6gicos promissores
tendo como consequéncia a formagéo de plantulas mais vigorosas. A partir destes resultados
torna-se importante entender a resposta do vigor diante ao estresse e quais mecanismos regulam
este atributo e sua expressao, sendo necessario a realizagdo de trabalhos futuros nas respectivas

tematicas.

3.4 CONCLUSAO

Nas condi¢des de campo, a partir do quinto dia apds a semeadura é possivel mensurar e
segregar lotes de sementes de milho hibrido para o vigor.

Sementes de milho hibrido de alto vigor apresentam maior velocidade e uniformidade
de emergéncia de plantulas e plantas vigorosas com maiores dimensfes de comprimento e de

massa seca em condic¢des de campo.
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4 PLANTULAS ORIGINADAS DE SEMENTES DE ALTO VIGOR APRESENTAM
MAIOR TOLERANCIA AO ESTRESSE SALINO

RESUMO

O estande de plantulas considerando a distribuicdo e o vigor sdo primordiais para o
rendimento da cultura do milho. O estresse salino é considerado um dos estresses abidticos
de maior severidade. Dessa forma, o objetivo do trabalho foi analisar se os parametros
fisiologicos de lotes de semente de milho hibrido com vigor contrastantes sdo determinantes
para a formacéo de plantulas vigorosas sob diferentes niveis de estresse salino. O trabalho
foi conduzido sob esquema fatorial 2 X 5, em que o primeiro fator foi composto por grupos
de lotes de sementes de alto e baixo vigor, e o segundo por cinco niveis de estresse salino
(0, 50, 100, 150 e 200 mmol. L de NaCl). Foram avaliados o percentual de primeira
contagem de germinacdo, germinacdo, plantulas anormais, comprimento da parte aérea,
sistema radicular e total da plantula e suas respectivas massas secas, nimero de raizes e taxa
de mobilizacdo das reservas da semente. No geral, todos os parametros avaliados
decresceram em relacdo a elevacdo do nivel de salinidade, no entanto, plantulas originadas
de semente de alto vigor apresentaram medias superiores na maioria das variaveis
mensuradas em todos o0s niveis de estresse. O estresse salino progressivo interfere
negativamente o desempenho fisiolégico das sementes e a formacdo das plantulas
independente do vigor das sementes. Mas, sementes de alto vigor proporcionam maior
superacéo das condicdes de estresse salino formando pléntulas vigorosas.

Palavras-chave: Zea mays L.; qualidade fisiolOgica; estresse osmdtico; estresse i6nico;
fisiologia do estresse.

SEEDLINGS ORIGINATED FROM SEEDS OF HIGH VIGOR SHOW GREATER
TOLERANCE TO SALT STRESS

ABSTRACT

The seedling stands considering the distribution and vigor are essential for the yield of the
maize crop. Salt stress is considered one of the most severe abiotic stresses. Thus, the
objective of this work was to analyze whether the physiological parameters of hybrid maize
seed lots with contrasting vigor are determinants for the formation of vigorous seedlings
under different levels of salt stress. The work was carried out under a 2 X 5 factorial scheme,
in which the first factor was composed of groups with high and low vigor seed lots; The
second of five levels of saline stress (0, 50, 100, 150, and 200 mmol. L of NaCl). The
percentage of first germination count, germination, abnormal seedlings, shoot length, root
system, and total seedling and their respective dry weights, number of roots, and rate of
mobilization of seed reserves were evaluated. In general, all parameters evaluated decreased
in relation to the increase in salinity level, however, seedlings originating from high vigor
seeds showed higher averages in most variables measured at all stress levels. Progressive
saline stress negatively interferes with seed physiological performance and seedling
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formation regardless of seed vigor. However, high vigor seeds provide greater overcoming
of saline stress conditions, forming vigorous seedlings.

Keywords: Zea mays L.; Physiological quality; Osmotic stress. lonic stress; Physiology of

stress.

4.1 INTRODUCAO

O milho pertence a familia Poaceae, tribo Maydeae, género Zea e espécie mays. € uma
das principais culturas de importancia agronémica, sendo classificado como o cereal que ocupa
o terceiro lugar em importancia mundial, estando abaixo apenas da cultura do arroz e trigo,
além disso, possui uma ampla faixa de adaptacdo para cultivo, podendo ser implantado em
varios tipos de solo, clima e manejo (HOQUE; JUN; GUOYING, 2014; PANUCCIO et al.,
2018).

A planta de milho apresenta peculiaridades fisioldgicas que por muitas vezes limitam o
desempenho produtivo, como por exemplo a baixa prolificidade e a alta competicédo
interespecifica (SANGOI et al., 2016). Com base nisso, 0 estabelecimento de estandes de
plantulas uniformes, tanto em distribuicdo espacial como temporal sdo de fundamental
importancia para rendimentos satisfatorios da cultura, fatores esses que estdo intimamente
associados a qualidade fisiol6gica das sementes utilizadas na implantagdo das lavouras,
principalmente quanto a germinacao e ao vigor. Esse Gltimo é considerado determinante para
rendimentos promissores, principalmente sob condi¢Ges ambientais adversas que possam
acometer o estabelecimento das plantulas (WATERWORTH; BRAY; WEST, 2015).

A salinizacdo do solo é um processo natural, porém atividades antropogénicas
inadequadas, como a utiliza¢do de irrigacdo mal manejada e/ou com aguas relativamente ricas
em sais, adubacdo quimica excessiva, fertirrigacdo, associados a fatores intrinsecos do
ambiente, a exemplo da deficiéncia de drenagem do solo, vem ocasionando significativas
perdas produtivas e contaminacdes ambientais (LOPES; MACEDO, 2008; DIAS et al., 2016;
SILVA; GRZYBOWSKI; PANOBIANCO, 2016).

A salinidade pode acometer varios processos naturais de um organismo bioldgico
vegetal, podendo alterar processos bioguimicos e fisiolégicos, resultando em alteracGes
morfologicas e de desenvolvimento em todas as fases da planta, inclusive interferindo nos

processos de germinacéo e formacéo da plantula (LOPES; LIMA, 2015). O vigor das sementes,



49

é um dos fatores que possibilitou a perpetuacdo das espécies vegetais perante 0s mais abruptos
ambientes. Nos Gltimos anos, o vigor das sementes tem ganhado destaque e desenvolveram-se
varias pesquisas a seu respeito. Contudo, carece de alguns estudos mais aprofundados no
entendimento dos mecanismos a nivel fisioldgico. Nesse sentido, o entendimento da interacédo
do potencial fisiologico da semente, com énfase no vigor, e a sua relagdo com a superacgdo do
estresse salino durante o processo germinativo ainda sdo um desafio, carecendo de estudos mais
especificos que abordem essa tematica.

Nesse contexto, tem se como hipotese que lotes de sementes de alto vigor proporcionam
uma maior superacdo das condicOes de estresse salino e consequentemente formarédo plantulas
mais vigorosas. Para tanto, o objetivo do presente trabalho foi analisar se os parametros
fisioldgicos de lotes de semente de milho hibrido com vigor contrastantes sdo determinantes
para a formacao de plantulas vigorosas sob diferentes intensidades e/ou niveis de estresse salino

durante o processo de germinacgéo e formacao de plantula.

4.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi realizado no Laboratério de Pesquisa de Analise de Sementes (LAS) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV), localizado no municipio de Lages, no estado de Santa Catarina, Brasil.

O trabalho foi conduzido sob esquema fatorial 2 x 5, em que o primeiro fator foi
composto por lotes de sementes de alto e baixo vigor (4 lotes de alto e 4 lotes de baixo vigor,
agrupados em dois grandes grupos), e o segundo por cinco niveis de estresse salino obtidos por
acréscimos de NaCl (0, 50, 100, 150 e 200 mmol. L), combinados em quatro repeticoes
(Tabela 5).

Tabela 5 - ConcentracOes e/ou niveis de estresse salino através de solucdes de NaCl (cloreto

de sodio).

NaCl NaCl CE Classificacéo Yos
mmol.L? g.L? dS m? (RICHARDS, 1954) Mpa

0 0 0,0 Nao salino 0
50 2,92 5,2 Moderadamente salino -0,1
100 5,84 9,7 Altamente salino -0,2
150 8,77 14,6 Altamente salino -0,3
200 11,69 19,4 Severamente salino -0,4

Legenda: CE: condutividade elétrica; Wos: potencial osmoético.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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A mensuracdo do potencial hidrico de cada nivel de estresse e/ou concentracao de NaCl
foi realizada através da equagdo de Van't Hoff, Yos = RTC, onde Yos = potencial osmotico; R
= constante geral para gases perfeitos (8,32 J mol™ K1); T = temperatura (K) = 273 + T (°C); e
C = concentracio (mol. L~1) (SALISBURY E ROSS, 1991).

A condutividade elétrica da solugdo (CE), foi determinada através de um condutivimetro
em uma temperatura de 25°C da solu¢do, por um periodo de trés minutos de submersdo do
eletrodo, sendo utilizada para categorizar o nivel de estresse salino utilizado. Segundo esse
nivel, em solos n&o salinos a condutividade deve ser menor que 2 dS m™, ligeiramente salinos
de 2 a 4 dS m, moderadamente salinos de 4 a 8 dS m, altamente salinos de 8 a 16 dS m™ e
severamente salinos quando superior a 16 dS m* (RICHARDS, 1954).

4.2.1 Material vegetal
Foram utilizadas sementes de quatro hibridos simples comerciais AG 9025 PRO3,
32R22VYHR, 30F53VYH e DKB 230 PRO3, produzidos durante o ano agricola 2019/2020.
Apds a aquisicdo, as sementes foram armazenadas em camara seca com temperatura de 10 °C

+ 3 °C e umidade relativa do ar de 45% = 5%, até a utilizacdo no decorrer do trabalho.

4.2.2 Reducéo do vigor

Para a obtencdo dos lotes de sementes de baixo vigor, os quatro materiais bioldgicos
foram submetidos a uma reducdo de vigor com base em alta temperatura e umidade através da
camera de envelhecimento acelerado. Em caixas plasticas transparentes do tipo “gerbox”, com
dimensdes de 11 x 11 x 3,5 cm (MARCOS-FILHO, 2020b), depositou-se 40 mL de agua
destilada, e 100 sementes foram distribuidas uniformemente sobre telas de ago inoxidavel,
impedindo que as mesmas ficassem em contato direto com a &gua, mas mantendo um
microclima de saturacdo de umidade. Apds esses procedimentos, essas caixas contendo as
sementes foram acomodadas e mantidas em cémara de envelhecimento acelerado sob
temperatura de 45 £ 1°C por 72 horas (AOSA, 1983; BITTENCOURT, VIEIRA, 2006). Ap6s
esse periodo, as sementes foram mantidas em camera de circulagdo de ar por 24 horas sob
temperatura de 30 + 2°C para a reducdo da umidade.

Ao fim desse processo foram obtidos quatro lotes de semente de baixo vigor (sementes
que passaram pelo processo de reducdo artificial do vigor atraves de alta temperatura e
umidade), e quatro lotes de alto vigor (sementes que ndo passaram pelo processo de reducdo de

vigor, mantendo seu vigor de origem).
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Oslotes 1, 2,3 e 4 (L1 =AG 9025 PRO3, L2 = 32R22VYHR, L3 = 30F53VYH e L4 =
DKB 230 PRO3), ndo passaram pela reducao artificial do vigor, apresentando caracteristicas
originais das sementes recebidas e armazenadas, manifestando um peso de mil sementes e grau
de umidade de: L1: 362,32 gramas e 11,4 % de umidade; L2: 336,66 gramas e 10,4 % de
umidade; L3: 289,96 gramas e 9,6 % de umidade e L4: 287,94 gramas e 11,8 % de umidade,
respectivamente.

Os lotes 5, 6, 7 e 8 (L5 = AG 9025 PRO3, L6 = 32R22VYHR, L7 = 30F53VYH e L8 =
DKB 230 PRO3) passaram pelo processo de reducéo artificial do vigor, manifestando um peso
de mil sementes e grau de umidade de: L5: 355,74 gramas e 11,4 % de umidade; L6: 334,39
gramas e 11,1 % de umidade; L7: 291,24 gramas e 10,6 % de umidade; L8: 284,60 gramas e

11,2 % de umidade respectivamente.

4.2.3 Obtengdo da amostra de trabalho
A amostra de trabalho foi obtida através da homogeneizacdo e reducdo, conforme
indicado nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Apos esse procedimento, as
amostras de trabalho foram divididas em quatro partes, onde cada uma originou uma repeticao
(COELHO et al., 2010).

4.2.4 Caracterizagédo dos lotes de semente
Os lotes de sementes foram caracterizados quanto a germinacdo, e determinacdo do
vigor através da primeira contagem da germinagdo em agua e teste de envelhecimento acelerado
(utilizado para caracterizar e agrupar os materiais em dois grandes grupos de alto e baixo vigor).
Determinacdo do percentual de germinacdo: Para a determinacdo do percentual de

germinacdo, foram utilizadas 200 sementes de cada lote, sendo trabalhado com quatro
repeticdes de 50 sementes por rolo de papel “Germitest”. As folhas de papel foram umedecidas
com agua destilada 2,5 vezes o0 peso do papel seco, de acordo com as Regras para Analise de
Sementes (BRASIL, 2009).

Primeira contagem da germinagédo: A primeira contagem da germinacédo foi realizada

conjuntamente do teste de germinacdo. Seu percentual é de acordo com o primeiro dia de
mensuracdo da germinacgdo. A primeira avaliagdo da cultura do milho foi realizada aos 4 dias
apos a semeadura e/ou implantagéo do teste, sendo seu resultado expresso em percentual.

Vigor pelo teste de envelhecimento acelerado: Para a realizagdo do teste de

envelhecimento acelerado, as sementes foram distribuidas uniformemente sobre telas de aco

inoxidavel em caixas plasticas transparente do tipo “gerbox” nas dimensdes de 11 x 11 x 3,5
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cm (MARCOS-FILHO, 2020b). Ao fundo de cada “gerbox”, abaixo das sementes, depositou-
se 40 mL de &gua destilada. Apds esses procedimentos, as caixas contendo as sementes foram
acomodadas e mantidas em camara de envelhecimento acelerado sob temperatura de 45 + 1°C
por 30 horas, de acordo com testes prévios realizados.

Apods esse periodo foi realizada a semeadura das sementes em papel “Germitest”
umedecido 2,5 vezes 0 peso do papel seco, sendo utilizadas quatro repeti¢cdes de 50 sementes
por lote. Ap6s a semeadura e confeccdo dos rolos, os mesmos foram inseridos em sacolas
plasticas transparentes e mantidos em germinador do tipo Mangelsdorf, sob um fotoperiodo de
12 horas de luz e temperatura de 25 + 2°C. A avaliacdo e mensuracdo dos resultados foi
realizada aos 4 e 7 dias ap0s a confeccdo dos rolos e 0s resultados expressos em percentuais

sendo considerado apenas a taxa de plantulas normais.

4.2.5 Determinacdo do percentual de germinagéo e desempenho de plantulas sob
diferentes niveis e/ou concentracdes de estresse salino

Percentual de germinacdo (G): A determinacdo do percentual de germinacdo sob

diferentes niveis e ou concentracBes de estresse salino foi realizada conforme descrito
anteriormente, contudo, umedecendo os papéis com os diferentes niveis de estresse salino
(Tabela 1).

Primeira contagem da germinacdo (PCG): Foi realizado conjuntamente com a

germinacdo sob diferentes niveis e/ou concentracdes de estresse salino, contudo sendo
considerado apenas o primeiro dia de avaliacdo, no quarto dia apds a semeadura.

Desempenho de Plantula: Foram distribuidas 20 sementes na porcéo superior do papel

“Germitest”, que foi umedecido 2,5 vezes o seu peso Seco, com as respectivas solucdes de agua
e concentracgdes de NaCl (0, 501, 100, 150 e 200 mmol. L) conforme Tabela 5 acima. Esses
rolos foram acondicionados em sacos plasticos transparentes para evitar a perda de umidade, e
mantidos em germinadores (Mangelsdorf) com temperatura controlada de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas de luz por sete dias.

Ap0s esse periodo foi realizado a mensuracéo de parametros associados ao desempenho
de plantulas, sendo estes: comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento de parte aérea
(CPA), comprimento total da plantula (CTP), massa seca do sistema radicular (MSSR), massa
seca da parte aérea (MSPA), massa seca total das plantulas (MSTP), e a taxa fisioldgica de
mobilizagdo das reservas da semente (TMRS), obtida com base na massa seca total da plantula
(MSTP) e massa seca de sementes (MSS) de 10 pléntulas normais por unidade experimental
(repeticdo).
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Taxa de mobilizacdo das reservas (TMR): foi mensurada através do calculo matematico

que compreende a massa seca total da pléntula dividida pela massa seca da semente e seu
resultado multiplicado por 100 (TMR= (MSTP/MSS) *100) (ANDRADE; COELHO;
PADILHA, 2019). Para realizar a determinacdo da TMRS através do acimulo de massa seca,
realizou-se a separacdo da parte aérea e sistema radicular (estruturas originadas do eixo
embrionario) e do endosperma + escutelo (estrutura de reserva e de protecdo respectivamente),
ambas estruturas foram secas a temperatura de 80°C durante 24 horas, e apds foram pesadas
em balanca analitica para a determinacdo da massa seca.

Para a determinacdo da matéria seca das sementes, utilizaram-se 20 sementes por
repeticdo, sendo quatro repeticdes. Essas amostras foram secas em estufa a 105 £ 3°C pelo

periodo de 24 horas e com o auxilio de balanca analitica foi quantificado o peso em gramas.

4.2.6 Analise estatistica
Os dados foram submetidos ao teste de normalidade através do teste de Shapiro-Wilk,
e a Analise de Variancia (ANOVA). Apds, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro, através do programa estatistico Sisvar®. Foi realizado a analise
de regressao a fim de caracterizar o comportamento em relacdo as diferentes concentragdes e/ou

niveis de estresse ocasionados por NaCl.

4.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Os lotes L1, L2, L3 e L4 apresentaram percentuais de primeira contagem da germinacgao
de 98, 92, 96 e 92 % respectivamente, ambos ndo diferindo entre si e sendo 0s maiores
resultados encontrados conforme demonstrado na Tabela 6. Em contrapartida, os L5, L6, L7 e
L8 apresentaram percentual de primeira contagem de germinacao inferiores sendo 17, 31, 73 e
73% respectivamente, onde o lote L5 demonstrou maior sensibilidade a reducéo artificial do
vigor seguido do L6 e depois o L7 e L8, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si (Tabela
6).

A primeira contagem da germinacéo é uma variavel utilizada para a segregacao de vigor
em diferentes lotes com base na velocidade de germinagéo, onde lotes de maior vigor possuem
percentual de primeira contagem maiores se comparados com lotes de menor vigor (SANTOS
etal., 2016).



54

Tabela 6 - Caracterizacdo e segregacéo dos lotes de semente de milho quanto ao vigor.

Lote Hibrido RAV G (%) PCG (%) EA
L1 AG 9025 PRO3 N 99 98 a 98 a
L2 32R22VYHR N 96 92a 94 a
L3 30F53VYH N 98 96 a 98 a
L4 DKB 230 PRO3 N 98 92a 95a
L5 AG 9025 PRO3 S 56 17 d 45d
L6 32R22VYHR S 53 3lc 48d
L7 30F53VYH S 84 73b 69 c
L8 DKB 230 PRO3 S 94 73b 85 b

Legenda: RAV: Reducdo artificial do vigor: N=ndo e S=sim; G: germinacdo; PCG: percentual de primeira
contagem da germinacdo; EA: Envelhecimento acelerado. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem
estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O teste de EA corroborou com os resultados obtidos de PCG, consolidando ainda mais
0 agrupamento dos lotes de alto vigor (AV) e baixo vigor (BV). Os lotes L1, L2, L3 e L4
demonstraram resultados de 98, 94 ,98 e 95% de envelhecimento acelerado, respectivamente,
onde os 4 lotes ndo diferiram entre si corporificando dessa forma o grupo de AV. Em relacdo
aos lotes L5, L6, L7 e L8, manifestaram 45, 48, 69 e 85% respectivamente conforme ilustrado
na Tabela 6, onde os lotes L5 e L6 demonstraram uma maior sensibilidade a reducao do vigor
de forma artificial.

O teste de envelhecimento acelerado é um dos testes amplamente difundido e utilizado
para a mensuracdo do vigor. Trata-se de um teste fisioldégico que utiliza os preceitos de uma
situacdo desfavoravel a qual acomete o metabolismo da semente alterando o percentual de
plantulas normais, sendo que os de maior vigor terdo uma maior superacdo de tal situacéo
desfavoravel (MARCOS-FILHO, 2020b). E amplamente utilizado para as mais diversas
culturas, sendo capaz de detectar e segregar os lotes de acordo com sua diferenca de vigor
(MATHIAS; COELHO, 2021).

De forma geral, conforme apresentado na Tabela 6, observa se que 0 processo de
reducdo de vigor artificial foi efetivo, uma vez que todos os lotes dos hibridos que passaram
pelo processo originaram médias de PCG e EA inferiores aos seus lotes de origem (lotes que
nédo passaram pelo processo de reducéo artificial do vigor). Dessa forma, os lotes L1, L2, L3 e
L4 constituiram o grupo de alto vigor (AV), e os lotes L5, L6, L7 e L8 o grupo de baixo vigor
(BV).

O vigor é a somatdria de caracteristicas responsaveis por propiciar um bom desempenho
fisidlogo e metabolico das sementes, provendo um desempenho adequado em uma ampla
condicdo ambiental, sejam essas favoraveis ou ndo (AMARQO et al., 2015). Assim, a primeira

contagem da germinacdo (Figura 6 a) nas diferentes concentracdes e/ou niveis de estresse
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salino, apresentou um comportamento linear decrescente em ambos os grupos de baixo e alto
vigor. Contudo, os lotes de baixo vigor obtiveram percentuais significativamente inferiores,
diferindo entre si em todas as concentragdes, exceto em 200 mmol. L* de NaCl, demonstrando
assim, que em condicOes severas de estresse salino o vigor ndo potencializa a velocidade de
germinacgdo. Em situacéo controle (0 mmol. L de NaCl), a primeira contagem da germinagéo
no grupo de AV foi de 94%, sendo reduzida a medida que o estresse aumentou, encerrando com
2% no nivel mais elevado de estresse avaliado (200 mmol. L™* de NaCl). O grupo de BV, por
sua vez, variou de um percentual de 49% na situacdo sem estresse, chegando a um percentual
de somente 1% sob condigdo mais severa de estresse salino (Figura 6 a).

E possivel que essa reducdo da primeira contagem esteja atrelada a diminuicdo do
potencial hidrico da semente a medida que o estresse aumenta devido ao acimulo significativo
de cloreto de sodio no substrato, reduzindo a velocidade de embebicdo da semente como um
todo (NUNES et al., 2020). Nessa mesma perspectiva, as sementes requerem uma umidade
minima de gua para ativar 0s processos metabdlicos basais como a respiracao para a formacédo
de energia e a traducdo de proteinas diversas para a ocorréncia da germinacdo (TAIZ et al.,
2017). Esse processo é retardado pela diferenca de potencial hidrico de cada nivel de estresse,
reduzindo a PCG tanto do AV quanto do BV.

Os mesmos resultados também podem ser explicados pelo nivel de vigor de cada
semente, em que sementes de baixo vigor encontram-se fisiologicamente mais debilitadas, o
gue requer um maior tempo para sua reestruturacdo fisica e bioquimica tanto em condicdes
Otimas de ambiente, como em situacdes de estresses, estando associado a peroxidacdo de
lipideos, perda da capacidade de protecdo da semente, dano ao material genético e consumo do
material de reserva para suportar o estresse (ANDRADE et. al., 2019; EBONE; CAVERZAN,;
CHAVARRIA, 2019).
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Figura 6 - Desempenho fisiol6gico em relagdo ao processo de germinacgao.
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Legenda: a) PCG: primeira contagem da germinacédo (%); b) G: germinacdo (%); c) PA: plantulas anormais (%).
* **Diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5% em relacéo ao grupo de AV e BV em cada nivel de estresse
salino.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Em relacdo ao percentual de germinacdo (Figura 6 b), os grupos demonstraram
comportamento quadratico, em relacdo as situacdes de estresse abordadas no presente estudo,
uma vez que o comportamento biolégico em concentragdes acentuadas de sal é a morte celular
e consequentemente do organismo. Quando comparado o grupo de AV e BV, observa se que
em todos os pontos houve diferenca de germinacdo. Isso se explica pela baixa qualidade
fisiologica das sementes do grupo de BV. Além disso, essa diferenca aumenta
significativamente a medida que o nivel e/ou concentracdo de NaCl aumentou, demonstrando
a importancia do vigor para a superacéao de condicdes de estresse salino e formacao de plantulas
normais.

De forma paralela, a variavel plantulas anormais (Figura 6 ¢) apresentou comportamento
quadratico ascendente uma vez que a medida que 0 estresse aumenta, também eleva o
percentual de plantulas anormais. Dessa forma, constata-se que a medida que o estresse
aumenta, se reduz o percentual de germinacdo (plantulas normais) e aumenta o numero de

plantas anormais, situagdo que é agravada em lotes de baixo vigor.
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E valido salientar que a Unica diferenca significativa observada foi no estresse mais
severo, de 200 mmol. L no grupo de BV, demonstrando que a germinagéo é afetada apenas
em condigdes severas de estresse salino em sementes de baixo vigor, uma vez que as sementes
de alto vigor ndo diferiram estatisticamente em nenhum nivel de estresse salino.

O comprimento da parte aérea (CPA), foi reduzido significativas a medida que o estresse
aumentou (Figura 7 a). Outro comportamento observado foi que o vigor das sementes interfere
diretamente nesse crescimento, sendo significativo em todos os niveis de estresse, exceto no
nivel de 200 mmol. L de NaCl. Dessa forma, € verificada uma influéncia do vigor para formar
plantulas com maior comprimento de parte aérea. Entretanto, essa relagdo vai diminuindo a
medida que o nivel de estresse for elevado, sendo que sob condigdes severas de estresse, como
200 mmol. L de NaCl, o vigor ndo influencia mais nesse pardmetro. Silva et al. (2016),
estudando a influéncia do vigor na superacéo do estresse salino até o nivel de 100 mmol. L™,
n&o observou uma relacdo significativa do vigor com a superagéo do estresse salino em relacéo
a variavel CPA.

A massa seca da parte aérea foi reduzida com o acréscimo do estresse de forma linear.
As sementes de AV apresentaram a formagdo de parte aérea com maiores massas,
independentemente do nivel de estresse. Ao estabelecer um paralelo com o CPA, o qual ndo
apresentou diferenca do vigor em 200 mmol. L de NaCl, sugere-se que a diferenca de massa
possa estar associada a modificacdes estruturais das células, tecidos e consequentemente érgéos
das plantulas, investindo em compostos organicos estruturais das células nessas estruturas para
superar tal condicéo desfavoravel.

A formacdo de uma parte aérea vigorosa e bem estruturada é de extrema importancia
para a formacdo de estande de plantulas, bem como para garantir rendimentos satisfatorios,
nessa ética, sob condic¢des de estresse salino, em estagios iniciais de desenvolvimento da cultura
do milho, uma provavel estratégia seja investir em parte aérea para posterior realizacdo da
fotossintese em estagios subsequentes antes que as reservas da semente sejam exauridas
(SILVA et al., 2016).

O CSR foi a variavel de comprimento que se demonstrou mais suscetivel ao estresse.
No nivel mais elevado de sal (200 mmol. L de NaCl), em relagdo ao ambiente sem estresse (0
mmol. L't de NaCl), houve uma reducéo de 83,56% no comprimento do grupo de AV e 92,81%
no grupo de BV, evidenciando uma melhor performance no grupo de alto vigor. Outro fator
contemplado foi a abrupta reducdo do comprimento da radicula na presenca de 50 mmol. L™ de
NaCl (Figura 7 c). A partir do primeiro nivel de estresse em relagdo aos demais (mais severos),

houve uma reducdo no comprimento, contudo de uma forma menos acentuada, demonstrando
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uma provavel adaptacdo da planta para manter suas fungoes vitais independentemente do nivel
de estresse em ambos o0s niveis de vigor.

Essa reducdo do comprimento do sistema radicular em condigdes de estresse salino de
acordo com Maia et al. (2015), estd associada a morte do meristema apical das raizes,
impedindo que ocorra 0 processo de divisdo, alongamento, maturagdo celular e
consequentemente diferenciagdo e crescimento. Essa redugdo no comprimento da raiz atribuida
a diminuicdo da divisdo e alongamento celular (HUSSAIN et al., 2016; WANG et al., 2016)
acaba prejudicando a absor¢do de dgua e afetado o desempenho das plantulas (LI et al., 2013).

Paralelamente da reducdo do CSR a medida que se elevou o estresse salino, foi
observado uma reducdo da MSSR, comportamentos semelhantes de decréscimo do componente
de massa seca do sistema radicular em diferentes potenciais osmaticos ocasionados pelo
acréscimo de NaCl foram observados com ervilha (PEREIRA et al., 2019), arroz
(CAVALCANTE et al., 2019), entre outras culturas.

Em condigdes de solos salinos, preconizam-se sistemas radiculares bem desenvolvidos
para uma exploracdo de maior volume de solo, reduzindo a concentracdo de Na*, composto
danoso as células, possibilitando um maior desenvolvimento da parte aérea e consequentemente
maior tolerancia ao estresse salino (KAKAR et al., 2019). Nessa situagdo, o grupo de AV
influenciou positivamente nos pardmetros de crescimento e massa do sistema radicular, uma
vez que apresentou médias superior em todos os niveis de salinidade em relagdo ao grupo de

BV. A MSSR também foi reduzida a medida que se elevou a concentracao de NaCl.
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Figura 7 - Resultados do desempenho fisiolégico de lotes de alto vigor (AV), e baixo vigor
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Legenda: a) CPA: comprimento da parte aérea (mm); b) MSPA: massa seca parte aérea (mg); c) CSR:
comprimento do sistema radicular (mm); d) MSSR: massa seca do sistema radicular (mg); €) CTP: comprimento
total da plantula (mm); f) MSTP: massa seca total plantula (mg); g) NR: nimero de raizes; h) TMRS: taxa de
mobilizacdo das reservas da semente (%). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5% em relacdo ao
grupo de AV e BV em cada nivel de estresse salino.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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O CTP e a MSTP foram reduzidos de forma quadratica em relagdo as concentragdes
e/ou niveis de salinidades estudados. O grupo de AV sobressaiu-se em todos 0s niveis e/ou
concentracdes de estresse em ambas as varidveis formando plantulas mais vigorosas. Essa
reducdo do comprimento e da massa possivelmente ocasionada em um primeiro momento pelo
estresse osmotico causado pela salinidade, tendo em vista que para que 0s vegetais se
desenvolvam deve ocorrer a divisdo celular dos meristemas através de processos mitoticos,
onde posteriormente essas células vao se especializar e compor 0s novos tecidos, processos
estes prejudicados pela deficiéncia osmotica (GOMES FILHO et al., 2019). Prejuizos do
estresse osmotico e a influéncia do vigor em sementes de milho ja foram relatados por
Grzybowski et al. (2019), utilizando polietileno glicol 6000, onde sementes de alto vigor
proporcionaram uma maior superacao da condicdo de estresse.

Em um segundo momento, a salinidade afeta o organismo biol6gico vegetal através do
estresse idnico, onde a plantula com o intuito de entrar em homeostase osmética e regular seu
potencial hidrico para manter as funcbes bésicas vitais de suas células e consequentemente
organismo, absorve ions que auxiliam na reducdo do potencial hidrico da plantula
consequentemente auxiliam na absorcdo de moléculas de agua por parte do sistema radicular,
contudo, o acréscimo desses ions principalmente o Na*, é prejudicial as células, acometendo-
as de varias formas deletérias (SILVA et al., 2018). Essa alteracdo na homeostase celular
ocasionada pela perturbacao idnica pode levar ao incremento acentuado de espécies reativas de
oxigénio que sdo danosas aos compostos organicos das células (PINHEIRO et al., 2016).

A reducdo dos parametros CPA, CSR, CTP, MSPA, MSSR, MSTP demonstra a
severidade do estresse salino no organismo bioldgico vegetal. De forma geral, também se
constata que sementes dos lotes de AV formaram plantulas mais vigorosas decorrente da
superacao do estresse durante o processo de germinacdo e formacéo da plantula. Essa reducéo
do crescimento em decorréncia do decréscimo do metabolismo vegetal é associada a diminuicao
da absorcdo de agua, componente de extrema importancia para as relacbes metabolicos
celulares e/ou pela toxidez idnica ocasionada pelos ions principalmente sédio (Na™) e cloreto
(CI) (PANUCCIO et al. 2018), as sementes de BV, como sdo metabolicamente mais
debilitadas, apresentaram prejuizos com maior intensidade.

O NR foi influenciado pelo vigor das sementes, onde o grupo de AV apresentou um
maior NR, até 100 mmol. L de NaCl (Figura 7 g). O grupo de BV por sua vez obteve
comportamento de decréscimo linear a medida que a severidade do estresse salino aumentou.
O NR é uma variével que esté associada a uma maior exploragéo do volume do solo. Com base

nos resultados observados, verifica-se uma influéncia positiva do vigor sobre esse parametro
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uma vez que até determinado nivel de estresse as sementes de AV estimulam o aumento do NR
com o intuito de superar tal situacdo, comportamento que ndo foi observado em lotes de BV.

Para a formacéo de estandes de plantulas adequados objetiva-se com o final do processo
de germinacdo a formacdo de plantulas normais e vigorosas, resultados diretamente
relacionados com a taxa de mobilizagéo das reservas da semente (PADILHA; COELHO;
ANDRADE, 2020). A TMRS consiste no percentual de reservas que de fato foram mobilizadas
para formar a plantula. Ao comparar o grupo de AV e BV constata-se que, independentemente
do nivel de salinidade, o grupo de AV hidrolisa e mobiliza mais reservas para a formacéo da
plantula (Figura 7 h). O AV na condigdo controle apresentou uma taxa de mobilizagdo de
reservas da semente de 24,35%, decrescendo de forma quadratica até 8,47 % na situacdo mais
severa de estresse salino (200 mmol. L* de NaCl). Na situacdo controle, o grupo de BV
apresentou uma taxa de mobilizacdo de 16,67%, obtendo um decréscimo de forma quadratica
para 5,83 % no nivel de 200 mmol. L de NaCl.

Esses resultados estdo fundamentados com a importancia da dgua para 0s processos de
hidrolise e também de mobilizacdo dos compostos. Nessa perspectiva, Morais et al. (2018),
observou a inibicdo da germinacao e reducdo da expressdo de alfa amilase em duas variedades
de feijdo sob condicOes de estresse salino severo, correspondente a 200 mmol. L de NaCl,
devido a interferéncia catalitica na degradacdo do amido comprometendo o metabolismo
energético e estrutural, confirmando a relacdo dos processos metabdélicos bioquimicos com a
expressao fisiologica.

A TMRS é um parametro estreitamente associado ao comprimento das estruturas da
plantula (parte aérea, sistema radicular), bem como o comprimento total e as respectivas massas
dessas estruturas, estando relacionado com a formagéo de plantulas mais vigorosas, podendo
ser utilizada para selecionar sementes de maior qualidade fisiolégica (ANDRADE; COELHO;
PADILHA, 2019), corroborando com os resultados obtidos onde o grupo de AV obteve as
maiores taxas de mobilizacdo das reservas da semente em todas as condigdes avaliadas.

As diferencas observadas podem ser atribuidas a um mecanismo fisiolégico mais
eficiente das plantulas oriundas de sementes de maior vigor. O organismo biolédgico vegetal
naturalmente produz espécies reativas de oxigénios e, ao impor determinado estresse, essa
producdo é exponencialmente elevada. Dessa forma, 0s vegetais possuem um aparato
metabolico, como por exemplo, sistema antioxidante que metaboliza essas substancias (XIE et.
al., 2019). Nessa logica, pode se estabelecer um paralelo e atribuir essa melhor performance
fisiologica das sementes de AV a um sistema antioxidante mais eficiente, o qual reduz danos

oxidativos nas células, tendo como consequéncia a formacéo de plantulas mais vigorosas. De
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encontro a isso, Prazeres e Coelho (2020), estudando a influéncia do vigor de sementes de milho
sob estresse osmético induzidos por polietilenoglicol, constataram uma resposta positiva do
sistema antioxidante nas sementes de alto vigor durante o processo de germinacao.

O ajuste osmético também é considerado um dos principais mecanismos de tolerancia
ao estresse hidrico e salino (MAIA et al., 2015). Nesse sentido, sinaliza-se uma possivel
regulacdo osmdtica mais eficiente em sementes de alto vigor, proporcionando uma maior
plasticidade vegetal em relacdo a condicdes de estresse salino, formando plantulas mais

vigorosas.

4.4 CONCLUSAO

A elevacdo do nivel de estresse salino afeta negativamente o desempenho fisiolégico
das sementes e a formagao de plantulas.

Lotes de maior vigor apresentam uma maior capacidade de superacdo ao estresse salino,
independentemente do nivel do estresse, apresentando uma maior taxa de mobilizacdo das

reservas da semente e formacdo de plantulas vigorosas.
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5 HIDROLISE E MOBILIZACAO DAS RESERVAS DE SEMENTES DE MILHO
HIBRIDO DE ALTO VIGOR SAO DETERMINANTES PARA UMA
PERFORMANCE DE PLANTULA SUPERIOR SOB CONDICOES DE ESTRESSE
SALINO

RESUMO

O objetivo do trabalho foi verificar se o vigor das sementes é determinante para o processo de
germinacdo e para a formacdo de plantulas sob condicdes de estresse salino, e indicar os
componentes bioquimicos associados com a expressao do vigor. O experimento foi conduzido
sob esquema fatorial 2 x 2 x 5 (vigor x ocorréncia de estresse X tempo de germinacao), onde
em cada tempo determinou-se 0 comprimento e massa seca da parte aérea, sistema radicular e
total da plantula. Além disso foi avaliado a proteina total (PT), proteina soltvel (PS), fitato,
fosforo inorganico (Pi), amido, agucares soliiveis totais (AST) e as enzimas hidroliticas -
amilase e fitase. Houve um comportamento de decréscimo de PT nas sementes de alto vigor
(AV), e baixo vigor (BV), contudo em maior intensidade nas sementes de AV a partir do quarto
dia ap0s a semeadura (DAS), se observou um aumento da PS nas sementes de AV. O fitato foi
reduzido de forma linear, a fitase demonstrou aumento da atividade com o passar do tempo,
contudo apresentou maior atividade no segundo DAS nas sementes de AV nas duas situacfes
de estudo, paralelamente a esse resultado, o Pi nos tecidos de reserva aumentaram com o passar
dos dias, havendo diferenca entre os lotes apenas na situacéo controle a partir do quarto DAS
para 0 AV. O amido também foi hidrolisado com o passar do tempo, houve diferenca apenas
na situacdo controle entre os lotes, sendo que a partir do segundo DAS as sementes de AV
hidrolisaram maiores contetido. Houve também um incremento dos AST nos tecidos de reserva,
onde o lote de AV apresentou maiores conteidos nas duas situacdes. Dessa forma, conclui-se
que sementes de AV proporcionam desempenho de plantulas superior sob condigdes de estresse
salino. Os componentes bioquimicos fitato, proteina total e fésforo inorgéanico estdo associados
com a semente de AV na situagdo controle no segundo DAS, a fitase agucar soluvel total e o
amilase estdo associados com a semente de AV na situacéo de estresse, e em relagéo as plantulas
originadas de sementes de AV sob estresse salino, os componentes bioquimicos associados sdo
o fésforo inorgénico e o aglcar soltvel total.

Palavras-chave: Zea mays L., Proteinas, Carboidratos, Fosforo, Desempenho fisioldgico.

HYDROLYSIS AND MOBILIZATION OF HIGH VIGOR HYBRID CORN SEED
RESERVES ARE DETERMINANTS FOR A SUPERIOR SEEDLING
PERFORMANCE UNDER SALINE STRESS CONDITIONS

ABSTRACT

The objective of this work was to verify if seed vigor is determinant for the germination process
and for the formation of seedlings under saline stress conditions and to indicate the biochemical
components associated with the expression of vigor. The experiment was carried out under a 2
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x 2 x 5 factorial scheme (vigor x occurrence of stress x germination time), where at each time
the length and dry mass of the shoot, root system, and total seedling were determined. In
addition, total protein (TP), soluble protein (SP), phytate, inorganic phosphorus (Pi), starch,
total soluble sugars (TSS), and hydrolytic enzymes a-amylase and phytase were evaluated.
There was a behavior of TP decrease in high vigor (HV) and low vigor (LV) seeds, however in
greater intensity in HV seeds from the fourth day after sowing (DAS), an increase in SP was
observed in HV seeds. Phytate was reduced linearly, phytase showed increased activity over
time, however it showed greater activity in the second DAS in HV seeds in the two study
situations. Parallel to this result, Pi in the reserve tissues increased with as the days passed, there
was a difference between the lots only in the control situation from the fourth DAS to the HV.
Starch was also hydrolyzed over time, there was a difference only in the control situation
between the lots, and from the second DAS onwards the HV seeds hydrolyzed higher content.
There was also an increase in TSS in reserve tissues, where the HV batch presented higher
contents in both situations. Thus, it is concluded that HV seeds provide superior seedling
performance under saline stress conditions. The biochemical components phytate, total protein,
and inorganic phosphorus are associated with the AV seed in the control situation in the second
DAS, the total soluble sugar phytase and a amylase are associated with the HV seed in the stress
situation, and in relation to the seedlings originated of HV seeds under saline stress; Associated
biochemical components are inorganic phosphorus and total soluble sugar.

Keywords: Zea mays L., Proteins, Carbohydrates, Phosphorus, Physiological performance.

5.1 INTRODUCAO

O milho é uma cultura de grande importancia econémica em diversas atividades
agropecuarias e até mesmo no consumo da populacao (YIN et al., 2020; CESCONETTO et al.,
2021), além de ser matéria-prima para a producdo de biocombustivel (YIN et al., 2020;
CONDON; KLEMICK; WOLVERTON, 2015). Dentre os cereais, 0 milho é destaque pelo seu
potencial de rendimento significativamente expressivo e possibilidade de uso em diferentes
produtos (SHAH; PRASAD; KUMAR, 2016).

O milho é uma cultura que apresenta algumas peculiaridades que limitam sua
estabilidade produtiva, sendo estas a baixa prolificidade e alta competicdo interespecifica
(ARGENTA; SILVA; SANGOI, 2001), nesse sentido, o processo de estabelecimento de
plantula é muito importante para garantir rendimentos promissores.

O processo de germinacéo e formacdo de plantula é importante para o desenvolvimento
e perpetuacéo das espécies vegetais, além disso, essas fases sdo determinantes para rendimentos
satisfatorios das espécies cultivadas (FINCH-SAVAGE; BASSEL, 2016; DWIVEDI et al.,
2021), contudo a formacao de plantula é um periodo sensivel, tendo em vista que é uma fase
suscetivel a estresses bidticos e abidticos (TAIZ et al., 2017). Para minimizar os impactos

negativos dos fatores bidticos, existe defensivos agricolas com performance muito promissora,
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do contrério, os fatores abioticos sdo de dificil controle, tendo como a principal estratégia
estudos de adaptacdo, selecdo de genotipos tolerantes e uso de microorganismos (GOND et al.,
2015).

A salinidade é um estresse abiotico que afeta os vegetais de duas formas, em um
primeiro momento através da deficiéncia hidrica, devido a reducdo do potencial osmotico dos
vegetais e em um segundo momento através da perturbacdo idnica devido ao acréscimo de
solutos inorganicos nas células vegetais, principalmente Na e Cl que ocasionam danos em
membranas celulares, desnaturacdo enzimatica dentre outros (SZYPULSKA; JANKOWSKI;
WEIDNER, 2017; SHARIF et al., 2019; TIDKE et al., 2019; MIRANSARI; SMITH, 2019). A
salinidade impede varias funcbes metabolicas da planta relacionadas ao crescimento,
desenvolvimento e producdo (PIRASTEH-ANOSHEH et al., 2021).

A salinizacdo do solo é um processo gque ocorre de forma natural, principalmente em
regides aridas e semiaridas em especial pela baixa precipitacdo e a alta evapotranspiracdo
(SANTOS et al., 2015), podendo variar de acordo com as condi¢Ges climaticas, tipo de solo,
manejo de irrigacdo e fertirrigacdo, preparo do solo dentre outros (SATIR; BERBEROGLU,
2016). Desse modo, a tolerancia a estresses bioticos e abidticos aliada a maiores rendimentos
sdo de extrema importancia para possibilitar o atendimento das necessidades populacional de
forma sustentavel em relacéo a cultura do milho (YADAV et al., 2015).

A tolerancia ao estresse salino é dependente de varios fatores, dentre estes destaca-se 0s
componentes morfolégicos e fisioldgicos (KAKAR et al., 2019). O vigor das sementes é um
atributo fisioldgico que confere um diferencial metabolico no processo de germinacéo,
formacéo de plantula, estabelecimento de estande e tolerancia a fatores ambientais (ADDANKI
et al., 2019; DWIVEDI et al., 2021), envolvendo parametros, fisiolgicos e bioquimicos
responsaveis por eventos metabdlicos do processo de germinacdo e formacdo de plantulas
(SAHOO et al., 2020). Nesse sentido, entender a influéncia do vigor das sementes na tolerancia
a situacOes de estresse salino, e indicar as alteragdes bioquimicas durante o processo de estresse
ainda é um desafio.

No decorrer do processo de germinacdo, 0os componentes de reserva séo hidrolisados
para suportar o crescimento e desenvolvimento da plantula (NADEEM et al., 2014; FINCH-
SAVAGE; BASSEL, 2016). A maior fracdo de compostos estocados na semente do milho esta
restrita ao endosperma, o qual comporta principalmente o amido e proteinas, e escutelo, o qual
armazena principalmente lipideos (FEENSTRA et al.,, 2017; DWIVEDI 2021), e fitato
(HIDVEGI; LASZTITYA, 2002; NADEEM et al., 2011). Aliado a esses componentes, as

hidrolases, enzimas que hidrolisam os componentes de reserva possivelmente associam-se a um
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répida e uniforme germinac&o e desenvolvimento de planta, bem como formando plantula mais
vigorosa (ALl et al., 2018).

Estudos desenvolvidos com a cultura do milho com énfase para o vigor das sementes,
constataram a associacdo dos componentes bioguimicos com a expressao do vigor
(PRAZERES; COELHO; ARRUDA, 2021; ANDRADE; COELHO; UARROTA, 2020;
NERLING; COELHO; BRUMMER, 2018), no entanto, entender o vigor aliado a superagio
de estresse abidtico durante a germinacdo e formacdo de plantula, sob estresse salino sao
necessarios, além de identificar quais parametros bioquimicos estdo associados a expressao do
vigor sob essas condigdes.

Dessa forma, tem-se como hipdteses que: 1) sementes de alto vigor proporcionam uma
maior superacdo do estresse salino, promovendo um percentual de germinacdo superior,
formando plantulas mais vigorosas; 11) sementes de maior vigor possuem maior hidrélise e
mobilizacdo de compostos de reserva devido a uma maior acdo de enzimas hidroliticas,
proporcionando um maior suprimento de compostos soltveis de menor peso molecular para o
metabolismo, propiciando um crescimento das plantulas superior e mais vigorosas.

Nesse contexto, o objetivo do trabalho foi verificar se o vigor das sementes é
determinante para o processo de germinacao e formacao de plantulas sob condi¢des de estresse

salino, e indicar os componentes bioquimicos associados com a expressao do vigor.

5.2 MATERIAL E METODOS

O trabalho foi efetuado no Laboratorio de Pesquisa de Analise de Sementes (LAS) da
Universidade do Estado de Santa Catarina (UDESC), no Centro de Ciéncias Agroveterinarias
(CAV), localizado no municipio de Lages, no estado de Santa Catarina, Brasil.

O experimento foi conduzido sob esquema fatorial 2 x 2 x 5, sendo o primeiro fator
composto por um lote de alto vigor (AV), e um de baixo vigor (BV), o segundo por uma situagédo
controle (H20), e por uma situacdo de estresse salino ocasionada por uma solucgéo de 100 mmol.
L de NaCl, e o terceiro fator sendo uma regresséo do processo de germinacéo e formagéo de
plantula, composto por 0, 2, 4, 6 e 8 dias apds a semeadura (DAS), combinados em quatro
repeticBes para as analises fisiologicas e trés repetices para as analises bioquimicas.

O material vegetal utilizado foi o hibrido simples comercial 30F53VYH, produzido
durante a safra agricola 2019/2020. Apos a aquisicdo, as sementes foram armazenadas em
camara seca com temperatura de 10 £ 3 °C e umidade relativa do ar de 45 + 5%, até sua
utilizacdo. Para a obtencdo do lote de baixo vigor, uma fragdo das sementes foi submetida a
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reducdo artificial do vigor com base em alta temperatura e umidade através da camera de

envelhecimento acelerado.

5.2.1 Reducdo do vigor:

Em caixas plasticas do tipo “Gerbox”, depositou-se 40 mL de &gua destilada e 100
sementes foram distribuidas uniformemente sobre telas de aco inoxidavel acomodadas e
mantidas em camara de envelhecimento acelerado sob temperatura de 45 £ 1°C por 72 horas
(AOSA, 1983; BITTENCOURT; VIEIRA, 2006). Apds esse periodo, as sementes foram
retiradas das caixas plasticas e mantidas em camera de circulacdo de ar por 24 horas sob
temperatura de 30 + 2°C para a reducdo da umidade.

Ao fim desse processo se obteve um lote de semente de baixo vigor (sementes que foram
submetidas ao processo de reducdo artificial do vigor através de alta temperatura e umidade), e
um lote de alto vigor (sementes que ndo foram submetidas ao processo de reducéo de vigor,
mantendo Sseu vigor de origem).

O lote de AV demostrando caracteristicas originais das sementes recebidas e
armazenadas, possuia um peso de mil sementes e grau de umidade de 286,87 gramas e 10,2%

de umidade e o lote de BV 285,27 gramas e 10,3% de umidade respectivamente.

5.2.2 Obtenc¢do da amostra de trabalho

A amostra de trabalho foi obtida através da homogeneizacdo e reducdo, conforme
indicado nas Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009). Apos esse procedimento, as
amostras de trabalho foram divididas em quatro partes, onde cada uma originou uma repeticéo
(COELHO et al., 2010), para as analises fisioldgicas, e para as analises bioquimicas a quarta

fracdo (que originou a quarta repeticdo das fisiologicas), ndo foi utilizada.

5.2.3 Caracterizacdo dos lotes de sementes e determinacdo do percentual de germinacéo e
desempenho de plantulas sob estresse salino
Os lotes de sementes foram caracterizados quanto & germinacao, e determinagdo do
vigor através da primeira contagem da germinagdo (PCG) e teste de frio (TF).

Determinacdo do percentual de germinacéo (G): Para a determinacdo do percentual de

germinacdo, foram utilizadas 200 sementes de cada lote, sendo trabalhado com quatro
repeticdes de 50 sementes. O substrato utilizado foi folhas de papel “Germitest” umedecidas
com 2,5 vezes o peso do papel seco, de acordo com as Regras para Analise de Sementes

(BRASIL, 2009), com agua destilada para a caracterizagéo, para a determinacdo da germinacéo
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em situacdo controle e estresse, foi realizado o procedimento da mesma forma, alterando apenas
a situacdo de estresse, onde utilizou se uma solucéo de 100 mmol. L™ de NaCl para ocasionar
0 estresse salino. Apés a confeccdo dos rolos, esses foram inseridos em sacolas plasticas
transparentes e acomodados em germinadores tipo Mangelsdorf, na posicdo vertical sob
temperatura de 25 * 2°C e fotoperiodo de 12 horas de luz. Realizaram-se duas leituras, aos
quatro e aos sete dias apds o inicio do teste (BRASIL, 2009).

Primeira contagem da germinacdo: A primeira contagem da germinacdo foi realizada

conjuntamente ao teste de germinacdo. Seu percentual é de acordo com o primeiro dia de
mensuracgdo da germinacdo. A primeira avaliagdo da cultura do milho foi realizada aos 4 dias
apos a semeadura e/ou implantacdo do teste, sendo seu resultado expresso em percentual.

Vigor pelo teste de frio: Foram utilizadas 200 sementes de cada lote, sendo trabalhado

com quatro repeticdes de 50 sementes. O substrato utilizado foi folhas de papel “Germitest”
umedecidas com 2,5 vezes 0 peso do papel seco com agua destilada. Ap6s a semeadura e
confecc¢do dos rolos, os mesmos foram inseridos em sacolas plasticas transparentes e mantidos
em camera BOD no escuro sob temperatura de 5 + 1°C por um periodo de 7 dias. Apds esse
periodo, os rolos foram acomodados em germinador do tipo Mangelsdorf, sob um fotoperiodo
de 12 horas de luz e temperatura de 25 £ 2°C. A avaliacdo e mensuragdo dos resultados foi
realizada aos 4 e 7 dias apds a insercdo em germinador e os resultados expressos em percentuais
sendo considerado apenas a taxa de plantulas normais.

Desempenho fisioldgico durante o processo de germinacdo e formacdo de plantula:

Foram distribuidas 20 sementes na porcao superior do papel “Germitest”, umedecido 2,5 vezes
0 Seu peso seco, com as respectivas solucdes de agua e 100 mmol. L de NaCl. Esses rolos
foram acondicionados em sacolas plasticas transparentes para evitar a perda de umidade, e
mantidos em germinadores (Mangelsdorf) com temperatura controlada de 25 + 2 °C e
fotoperiodo de 12 horas de luz. As mensuracdes foram realizadas aos 0, 2, 4, 6 e 8 dias apds a
semeadura com o intuito de avaliar o processo de germinacéo e formacdo de plantulas.

Foi realizado a determinagdo de parametros associados ao desempenho de plantulas,
sendo estes: comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento de parte aérea (CPA),
comprimento total da plantula (CTP) com o auxilio de um paquimetro digital e massa seca do
sistema radicular (MSSR), massa seca da parte aérea (MSPA), e massa seca total da plantula
(MSTP) atraves do método de secagem em estufa por 24 horas a 80 °C, de 15 plantulas normais

por unidade experimental (repeti¢éo).

5.2.4 Determinacdo dos componentes bioquimicos
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Extracdo e quantificacdo do teor de agucar solUveis totais: A extracdo e quantificacéo

do teor de agUcar sollveis totais foi determinado conforme a metodologia descrita por Clegg
(1956) modificada. O eixo embrionario e o endosperma + escutelo das sementes de cada
combinacédo de tratamento foram separados, moidos com nitrogénio liquido e posteriormente
secos em estufa a temperatura de 60°C por 48 horas. Apos esse processo, 100 mg de material
seco e moido foi adicionado 200 pl, de etanol 80% sendo agitado por 5-10 segundos em Vortex,
em seguida se adicionou 2,5 mL de agua destilada e 2,5 ml de etanol 80% agitado novamente
em Vortex e em seguida adicionado 10 mL de etanol 80% e mantido em banho-maria a 65 °C,
por 20 minutos, sendo em seguida centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante
foi armazenado e o precipitado homogeneizado com 5 mL de etanol a 80% e agitado em Vortex,
em seguida foi adicionado 10 mL de etanol 80% e manter em banho-maria a 65 °C, por 20
minutos, sendo em seguida centrifugado por 5 minutos a 10.000 rpm novamente. Os
sobrenadantes foram misturados e 100 pl da aliquota foi misturada a 900 ul de &gua destilada
e 5 mL de antrona e acido sulfarico, em seguida foram agitadas em Vortex por 5 segundos. As
amostras permaneceram em banho-maria por 7,5 minutos a uma temperatura de 95°C, ap0s esse
periodo foi paralisado a reacdo em banho de gelo. A quantificacdo foi realizada atraves do
espectrofotdbmetro a um comprimento de onda de 630 nm.

Extracdo e quantificacdo de amido: A mensuragdo do amido foi realizada conforme

metodologia descrita por McCready, Guggolz, Silveira e Owens (1950), com modificagdes.
Para a extracdo do amido foi realizada com o residuo remanescente do agucar soltvel total, o
qual foi re-suspenso em 2,5 mL de agua destilada e 3,25 mL de &cido perclérico 52%, sendo
agitadas por 20 minutos e posteriormente a esse periodo adicionado 7,5 mL de &gua destilada
e centrifugada por 20 minutos. Apds esse periodo se armazena os sobrenadantes e re-suspender
os precipitados adicionando 2,5 mL de agua destilada e 3,25 mL de acido perclérico 52%,
agitadas por 30 minutos e posteriormente a esse periodo adicionado 7,5 mL de agua destilada
e centrifugada por 20 minutos novamente. Os sobrenadantes foram misturados e
homogeneizados.

Para a quantificagdo 1 mL da aliquota do sobrenadante foi utilizada, sendo adicionado
3 mL de antrona e 4cido sulfarico, em seguida agitou-se por 5 segundos em Vortex. Apds esse
procedimento levou-se para banho-maria a 95 °C por 7,5 minutos e a paraliza¢do da reacéo foi
realizada com banho de gelo. A leitura das amostras foi realizada em espectrofotdmetro em
comprimento de onda de 630 nm. A curva padrdo foi determinada utilizando a solugéo
concentracdes de glicose de 10, 20, 30, 40, 50 pg mL™?. Os resultados obtidos foram

multiplicados por 0,9, fator de converséo da glicose em amido.
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Extracdo e quantificacdo de &cido fitico (fitato): A extracdo de &cido fitico foi

determinado de acordo com o0 método descrito por Latta e Eskin (1980). Uma amostra de 0,5 ¢
de endosperma e escutelo seca e moida foi inserida em tubo falcon de 15 mL, onde adicionou-
se 10 mL de HCL (2,4%). As amostras foram submetidas a agitacdo constante por 3 horas para
extracdo e solubilizacdo do &cido fitico. Apos esse periodo, as amostras foram centrifugadas
(2000g) por 20 minutos a 20°C. O sobrenadante (2 mL) foi transferido para tubo falcon de 15
mL contendo 8 mL de 4gua e 3 mL de resina tratada onde foi agitado por 1 hora e posteriormente
centrifugados a 6000 rpm por 10 minutos. Ao residuo foi adicionado 8 mL de NaCl 0,07M
sendo mantido sob agitacdo por 10 minutos para retirada de impurezas. A solucdo foi
centrifugada a 6000 rpm por 10 minutos. O residuo foi novamente re-suspendido em 8 mL de
NaCl 0,7M e mantido em agitacdo por 1 hora. Apos esse periodo, foi centrifugado a 3000 rpm
por 10 min. Em uma aliquota de 3 mL do sobrenadante foi adicionado 2 mL do reagente de
Wade, centrifugado a 6000 rpm por 10 minutos. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro
(Marte Cientifica - Spectro 800S) em absorbancia de 500 nm. A curva padrdo para o &cido fitico
foi obtida através de uma solucdo estoque de 300 ppm de fitato de sédio diluido para obter as
concentracdes de: 0 ppm; 35 ppm; 70 ppm; 105 ppm; 140 ppm; 175 ppm e 210 ppm.

Extracdo e guantificacdo de fosforo inorgénico: O contetdo de fosforo inorgénico foi

determinado utilizando 100 mg da estrutura seca e moida a qual foi seca a 60°C por 48 horas.
As amostras foram extraidas duas vezes, por dois minutos, com 8 mL de 12 % acido
tricloroacético (p/v) em 0,025 M MgCl>. As extracdes foram centrifugadas por 20 min.

Para a quantificacdo, extratos foram previamente diluidos e o fésforo inorganico
determinado pelo método colorimétrico, de acordo com o método descrito por Chen et al.
(1956), sendo utilizado 500 ul da amostra previamente diluida e 500 pl de reagente de Chen,
os quais foram homogeneizados e incubados a 37°C por um periodo de 1 hora e 30 minutos. A
curva padréo para o fosforo inorgénico foi obtida atraves de uma solugéo estoque de 80 ppm de
fosforo preparada com um padrdo (KH2POs - Tritisol - Merck) diluido para obter as
concentracdes de: 0 ppm; 0,5 ppm; 1 ppm; 1,5 ppm; 2 ppm; 2,5 ppm e 3 ppm de fosforo e a
leitura realizada em espectrofotbmetro a 820nm.

Determinacdo da Proteina Total: Foi determinada a partir do teor de nitrogénio total da

amostra, utilizando 200 mg de amostra moida e seca em estufa a uma temperatura de 50°C por
48 horas, a qual foi adicionado 1 mL de perdxido de hidrogénio (H202) 30%, 2 mL de acido
sulfarico (H2S04) concentrado, e 0,7 g do catalisador (90% de sulfato de sddio, 9% de sulfato
de cobre e 1% de selénio). Os tubos foram colocados em bloco digestor com temperatura inicial

entre 160-180°C e posteriormente elevada gradativamente até 360°C, de acordo com 0 método
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descrito por Kjeldahl (AOAC, 1995). Ao final da digestéo foi completado o volume da aliquota
para 50 mL.

Para determinacao do nitrogénio, as aliquotas foram destiladas, adicionado hidréxido de
sodio, coletando-se o destilado em indicador &cido borico e titulando com acido sulfurico (0,025
M) (TEDESCO et al., 1995). O teor de proteina total da amostra foi obtido pela formula: %
Proteina = conteudo de N x 6,25. A porcentagem de proteina foi convertida e apresentada em

mg. g de massa seca.

Determinacdo da Proteina soluvel: Para a extracdo da proteina soltvel, 500 mg de
farinha fresca previamente moida em nitrogénio liquido do endosperma e escutelo foram
homogeneizados em um almofariz com 8 mL de acetato de sodio + Triton X-100 (0,005% epH
5,4 — 5,5) contendo 240 mmol L de acetato de sddio e 5 mmol L CaCl,, sendo mantido sob
agitacdo por uma hora na presenca de gelo e em seguida centrifugados por 5 min a uma
temperatura de 6 °C.

Para quantificacdo, utilizou-se 20 uL. da amostra diluida (100 uL. da amostra mais 900
pL de 4gua destilada), 780 puL de 4gua destilada e 200 puL de reagente Bradford. A quantificacao
foi realizada em espectrofotémetro em comprimento de onda de 595 nm, conforme descrito por
Bradford (1976), Os resultados foram expressos em mg. g* de massa fresca (MF), onde
posteriormente foram corrigidos para massa seca. A curva padrao foi determinada através de
uma solugdo padrdo de 1 mg. mL* de soro albumina bovina (BSA).

Determinacdo da atividade enzimatica de o amilase:

A atividade da alfa-amilase foi determinada pelo método do acido 3,5-dinitrosalicilico
(DNS) descrito por Miller (1959). Através do procedimento descrito por Sun e Henson (1991)
com modificacBes. Para a obtencdo do extrato enzimatico, 500 mg de farinha fresca
previamente moida em nitrogénio liquido do endosperma e escutelo foram homogeneizados em
um almofariz com 8 mL de acetato de sddio + Triton X-100 (0,005%) (pH 5,4 — 5,5) contendo
240 mmol. L de acetato de sddio e 5 mmol. L CaCl,, sendo mantido sob agitacdo por uma
hora na presenca de gelo e em seguida centrifugados por 5 min a uma temperatura de 6 °C.

O extrato enzimatico foi incubado em banho-maria por 15 min a 70 °C. A quantificacéo
foi realizada com 500 puL de extrato enzimatico, 500 uL de solucdo tampao de acetato de sodio
(100 mmol. L) contendo 5 mmol. L de cloreto de calcio (pH 5,0) e 500 uL de solucdo de
amido contendo 2,5% (p / v). As amostras permaneceram em banho-maria por 25 min a 40 °C.
A reacdo foi interrompida com a adicdo de 1000 pL. de solucdo DNS e as amostras foram
posteriormente mantidas em banho-maria por 6 min a 95 °C. Ao final desse processo foi

adicionado 7,5 mL de agua destilada seguido de homogeneizacdo. A leitura foi realizada em
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espectrofotdbmetro com absorbancia de 540 nm e os resultados foram expressos em unidade de
enzima por miligrama de proteina (U. mg™ de proteina). Uma unidade de enzima foi definida
como a quantidade de enzima para produzir 1 umol de glicose por minuto nas condig¢des
avaliadas. A curva padréo foi determinada através de uma solucdo de concentracées de 0,2 mg.
ml?; 0,4 mg. mIt; 0,8 mg. mIL; 1,2 mg. mlI%; 1,6 mg. mlt e 2,0 mg. mit de glicose.
Determinacéo da atividade da fitase: Para a determinada da atividade da enzima fitase,

foi seguido o método descrito por Ou et al. (2011), com modificacdes. Para a obtencdo do
extrato enzimatico, 500 mg de farinha fresca previamente moida em nitrogénio liquido do
endosperma e escutelo foram homogeneizados em um almofariz com 8 mL de acetato de sodio
+ Triton X-100 (0,005% epH 5,4 — 5,5) contendo 240 mmol. L™ de acetato de sodio e 5 mmol.
L 1 CaCl,, sendo mantido sob agitacdo por uma hora na presenca de gelo e em seguida
centrifugados por 5 min a uma temperatura de 6 °C.

Para a quantificacdo da atividade da fitase, foi utilizado 1,5 mL de extrato enzimatico,
0,5 mL de fitato de sddio (7,5 mmol. L), seguido de incubagio a 40 °C por 80 minutos em
banho-maria. Em seguida, 2 mL da solu¢do de vanadato (molibdato de anonio 0,0080 M +
vanadato de amonio 0,080 M + HNO3z 5 M) foi adicionada para paralisar e finalizar a reagéo,
sendo agitado em Vortex para homogeneizagdo. Aguardou-se aproximadamente 15 minutos
para findar a reacdo e realizou a centrifugacdo por 10 min e a absorbancia do sobrenadante foi
mensurada a 415 nm. A curva padrdo para a atividade da fitase foi obtida através de uma solugédo
estoque de fosforo preparada com um padrdo (KH2POg - Tritisol - Merck) diluido em tampdo
de acetato (0,22 M; pH 5,5) para obter as concentra¢es de: 0; 1,6; 3,3; 5; 6,6; 8,3 e 50 ug.mL"
! de fosforo. Uma unidade de atividade (1U) foi definida como a quantidade de enzima que ird

liberar 1 umol de fosfato a partir de acido fitico por minuto a 37°C em pH 5,5.

5.2.5 Andlise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade através do teste de Shapiro-Wilk,
e a Analise de Variancia (ANOVA). Apds, as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro, através do programa estatistico Sisvar®. Foi realizado a analise
de regressé@o a fim de caracterizar o comportamento em relacdo ao processo de germinacao

(DAS), sob condicéo controle e estresse ocasionados por NaCl.

5.3 RESULTADOS E DISCUSSAO
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A reducéo artificial do vigor foi efetiva, uma vez que os resultados pelos dois testes
utilizados para segregar o vigor, primeira contagem de germinacao e testes de frio (PCG e TF),

diferiram entre si (Tabela 7).

Tabela 7 - Segregacdo do nivel do vigor através da primeira contagem da germinacdo (PCG),
e teste de frio (TF).

Vigor Varidveis
PCG TF
AV 9% a 96 a
BV 69 b 58 b
Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade

de erro.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O lote de alto vigor (AV), apresentou percentual de PCG e TF de 95 e 96%
respectivamente, sendo superior ao lote de BV, o qual apresentou percentuais de 69 e 58%
respectivamente (Tabela 7). A PCG parte da premissa que lotes com vigor superior apresentam
percentual de plantulas normais ao quarto dia ap6s a implantacéo e/ ou semeadura superior ao
lote de BV (SANTOS et al., 2016).

O teste de frio é amplamente utilizado principalmente para a cultura do milho,
especialmente para locais onde a semeadura ocorre em climas temperados, onde os solos na
primavera apresentam-se com alto teor de agua e baixas temperaturas, sendo assim, esse teste
procura mimetizar uma situacdo desfavoravel que acomete a cultura, no intuito de identificar o
vigor dos lotes de sementes, partindo da premissa que lotes de semente que ap6s a submissdo
ao estresse apresentarem um percentual de plantulas em maior quantidade, obtém vigor superior
(CICERO; VIEIRA, 2020).

Avaliando o comportamento da PCG em situacdo de estresse e controle, a mesma foi
afetada negativamente pelo estresse salino, independente do vigor da semente, contudo, o lote
de BV apresentou percentual inferior tanto em condicdo de estresse quanto em situacao
controle, resultado este atrelado a qualidade fisiolégica inferior do lote de baixo vigor. Em
estudos conduzidos por Santos et al. (2015), com a cultura do milho, foi observado
comportamento similar com relagdo a PCG em situagéo controle e sob estresse. De acordo com
Ucarli (2020), a salinidade causa significativo retardo no processo e germinacao, constatacao
estd observada no presente estudo. Além disso, o autor salienta a importancia da rapida
germinacdo e formacdo de plantula para compor o estande, que séo fatores importantes para

garantir bons rendimentos sob condicdes salinas.
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A germinacdo (G), por sua vez, ndo foi influenciada pela condicéo de estresse, a Unica
diferenca encontrada foi entre os lotes, onde o lote de AV apresentou germinagado superior em
ambas as condicGes ambientais (Tabela 8). Resultados divergentes foram encontrados por
Santos et al. (2015), onde observou reducdo do percentual de germinacdo em condigdes
elevadas de estresse salino (100 mmol. L™ de NaCl). A reducéo de percentual de germinagéo
entre o lote de AV e o de BV se justifica pelo processo de deterioracdo, o qual consiste em uma
série de modificacdes que culminam com a morte da semente, como alteracfes na sintese e
atividade mitocondrial, reducdo das reservas, desnaturacdo de proteinas, aumento dos acidos
graxos livres, reducdo da atividade enzimatica, reducdo dos niveis de agucares, diminuicao da
sintese proteica, reducdo da sintese de RNA, processos estes ocasionados pela peroxidagdo das
membranas celulares reduzindo em um primeiro momento o vigor e posteriormente vindo
ocorrer a morte da semente (MARCOS-FILHO, 2015a).

Tabela 8 - Primeira contagem da germinacgdo (PCG), e germinagéo (G) em ambiente controle
(H20), e sob estresse salino (NaCl).

Variavel Vigor H20 NaCl
AV 95 Aa 79 Ab
0,
PCG (%) BV 69 Ba 32 Bb
AV 98 Aa 98 Aa
0
G (%) BV 85 Ba 81 Ba

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. A comparagdo das médias letra minasculas na coluna e maidsculas na linha.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

De forma geral, a salinidade afeta negativamente a germinacdo alterando a fase |
principalmente através do desequilibrio osmético e a fase Il através da perpetuacdo idnica,
retardando a germinagéo, e consequentemente o desempenho das plantulas (UCARLI, 2020).
Em relacéo as fases, a fase | é marcada pela alta absorcéo de agua, tendo na sequéncia uma fase
de preparagdo para a germinacdo (ALI et al., 2019), a fase Il é vista como uma fase ativa do
metabolismo, isso se deve ao inicio da hidrolise e mobilizagdo das reservas da semente,
processo esse que sera de fato intensificado durante a fase Il ou P6s-germinativa, a qual é
marcada pela protruséo da radicula (HAN et al., 2013).

Do ponto de vista de tecnologia de semente, a germinag&o esta associada a formacéo de
uma plantula com potencial de producdo ao final de seu ciclo, pois, ao final do processo de
germinacao espera-se a formacéo de plantulas vigorosas. O desempenho das plantulas oriundas
de lote de baixo e alto vigor (Figura 8), diferiram para todas as variaveis mensuradas (CPA,

CSR e CTP), sendo superior no lote de AV, sob estresse salino e na situagdo controle.
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O decréscimo das médias encontradas nas varidveis de crescimento em relacdo as
situacdes de controle e estresse foram significativas, demonstrando a severidade do estresse
salino para o desenvolvimento inicial da cultura do milho. Resultados de reducdo de
comprimento das estruturas de parte aérea e sistema radicular foram observados por Shanko et
al. (2016), em diferentes gendtipos de plantulas de milho durante a germinacdo e formacao de
plantula sob diferentes niveis de estresse salino.

De acordo com Sabagh et al. (2021), as fases iniciais de desenvolvimento da cultura do
milho se configuram como as mais sensiveis em relacdo a estresses salinos. Em relacdo ao
comportamento da regressdo, todas as variaveis mensuradas, nos dois lotes de vigor
contrastantes na condicao controle e estresse apresentaram comportamento de desenvolvimento
quadratico, exceto para o0 CSR de ambos os lotes que apresentaram comportamento de
crescimento linear sob condicdes de estresse salino (Figura 8 d).

O comprimento do sistema radicular € um dos parametros mais importantes em relacao
ao estresse salino, uma vez, que essa estrutura ficard em contato direto com os ions, além de ser
a estrutura responsavel por absorver moléculas de dgua para serem translocadas para as outras
estruturas da plantula (SHANKO et al., 2016). O sistema radicular foi a variavel fisioldgica
mais sensivel a situacdo de estresse, repercutindo em uma maior reducdo do desenvolvimento
se comparado com a situacdo controle. Sensibilidade observada por Kakar et al. (2019),
trabalhando com a selecdo de geno6tipos de arroz resistente a salinidade, o qual constatou que a

variavel mais responsiva para segregar a tolerancia a salinidade é o sistema radicular.
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Figura 8 - Desempenho fisiologico de plantulas originadas de sementes de alto vigor (AV) e
baixo vigor (BV) sob situagdo controle e estresse salino.
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Legenda: a) CPA: comprimento da parte aérea em situacéo controle; b) CPA: comprimento da parte aérea sob
estresse salino; ¢) CSR: comprimento do sistema radicular em situacdo controle; d) CSR: comprimento do
sistema radicular sob estresse salino; €) CTP: comprimento total da plantula em situacdo controle; €) CTP:

comprimento total da plantula sob estresse salino. Coluna de gréaficos da esquerda em situacéo controle (H20),

coluna de grafico da direita em situacdo de estresse salino (NaCl). * diferenca significativa pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro, em relagdo ao lote de AV e BV.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Para massa seca observou-se comportamento similar as variaveis fisioldgicas de
crescimento. A MSPA, MSSR, MSTP a partir dos dois dias ap0s a semeadura, foram superiores

nas plantulas obtidas do lote de semente de alto vigor na situagdo controle e sob condicdes de
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estresse salino (Figura 9). Todas as variaveis de massa apresentaram comportamento quadréatico
crescente independente do vigor, estresse ou varidvel, exceto para 0 CSR de ambos os lotes na
situacdo de estresse que demonstrou comportamento linear crescente conforme demonstrado na
Figura 9 d. Essa reducdo do desenvolvimento das estruturas dos vegetais é consequente do
acumulo de ions de sodio e cloro em volta da rizosfera, reduzindo a habilidade do vegetal em
absorver moléculas de agua, limitando dessa forma a taxa de crescimento das estruturas da
plantula em formacdo (SEHRAWAT et al., 2019; TIDKE et al., 2019; YADAV et al., 2019).
Essa limitacdo do crescimento é consequéncia da reducdo da divisdo e expansdo celular,

repercutindo em alterac@es fisioldgicas (POLASH et al., 2019).
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Figura 9 - Desempenho fisiologico de plantulas oriundas de lote de semente de alto vigor

(AV) e baixo vigor (BV) sob situacédo controle e estresse salino.

Controle (H,0) Estresse salino (NaCl)
a) 60 7 o AV ¥=2.2386x2-2.4474x + 1,09 R* 0,992 b) 60 7 @ AV y=2.825x-8,125x+7.096 R* 0.999
50 { ©BV y=2.1093x"-6,1607x + 5,892 R* 0.997 50 4 ©BV y=1.6936x2-6.1404x = 6,694 R* 0.997
2 ¢ 2 40
30
~ =
wn w2 20 A
= = &
10 A
0 B
¢) 80 7 @AV y=1.5479x ~3.4779x - 5,196 R*0.976 d) 80 7 @AV y=4851x-4485 R= 0,975
OBV y=1904x-0,378 R* 0.960

OBV yV=1.68x*-3212x+2,946 R* 0.989
60 - §

MSSR (mg)
5
MSSR (mg)
=

0 T 0
0 2 4 6 8
DAS
e) 1907 @Ay y=3783x+10423x-412 R=0984  f) 150 1 @AV y=1775%-4725x+ 6886 R= 0.997
OBV ¥=3.7886x2- 9.3694x + 8.838 R% 0,994 OBV y=33036x- 6,1464x - 5,968 R%: 0,999
s . e
%0 100 - gJ 100 A
= =
=3 =
«v 50 4 v 50 A
= p=
0 T 0 .
0 2 4 6 8 0 2 4 6 8
DAS DAS

Legenda: a) MSPA: massa seca da parte aérea em situacdo controle; b) MSPA: massa seca da parte aérea sob
estresse salino; ¢) MSSR: massa seca do sistema radicular em situagdo controle; d) MSSR: massa seca do
sistema radicular sob estresse salino; e) MSTP: massa seca total da plantula em situag¢do controle; €) MSTP:
massa seca total da plantula sob estresse salino. Coluna de gréficos da esquerda em situacdo controle (H20),
coluna de grafico da direita em situacdo de estresse salino (NaCl). * diferenca significativa pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade de erro, em relagdo ao lote de AV e BV.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

De forma geral, através das analises fisioldgicas observou-se uma performance superior
das sementes de AV em relacédo as de BV, formando plantulas com maiores estruturas, e com
maiores massas tanto em condi¢fes sem estresse, quanto em condigdes de estresse salino a

partir dos dois dias ap0s a semeadura. Esse resultado deve-se ao fato de que sementes de alto
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vigor possuem uma maior taxa de reducdo das reservas e mobilizagéo das reservas da semente,
fornecendo dessa forma componentes de menor peso molecular para o metabolismo da plantula
em formacdo, sendo utilizado como estrutura carbdnica, na biossintese de compostos ou como
energia para o metabolismo vegetal (ANDRADE; COELHO; PADILHA, 2019), possibilitando
uma maior superacao da condicdo de estresse.

A salinidade em um primeiro momento afeta osmoticamente a célula vegetal
(BUTCHER et al., 2016), processo esse que limita principalmente a multiplicacdo e
diferenciacéo celular devido a reducéo do turgor das células. O crescimento sendo alterado,
afeta também consequentemente a massa seca das estruturas conforme comportamento
observado nas analises fisiologicas de massa (Figura 9).

Em um segundo momento, a salinidade promove um desequilibrio idnico, alterando o
metabolismo e acarretando em acumulo de espécies reativas de oxigénio que causam danos a
moléculas organicas, como por exemplo, peroxidacdo de lipideos de membrana, oxidacao e
proteinas e acidos nucléicos, impedindo o crescimento e desenvolvimento do vegetal com
potencial de causar morte celular e consequentemente de tecidos (SHARIF et al., 2019;
NOUNJAN; KUMON-AS; THEERAKULPISUT, 2021; BUTCHER et al., 2016; KATARIA;
VERMA, 2018).

O desequilibrio idnico esta intimamente associado ao acréscimo de Na* e CI- dentro das
células vegetais (SHARIF et al., 2019; KATARIA; VERMA, 2018). A elevacdo de Na*" nos
tecidos altera a relacdo K*/ Na*, isso ocorre porque na forma hidratada os dois elementos sdo
semelhantes, dificultando a seletividade, fazendo com que o Na* entre na planta através das
vias de absorcdo do K* (KEISHAM; MUKHERJEE; BHATLA, 2018). Esse desequilibrio
desencadeia uma série de perturbagbes bioguimicas, metabdlicas com consequéncias
fisiologicas, pois o ion potéssio esta envolvido na modulacéo de varias enzimas no metabolismo
vegetal (ANNUNZIATA et al., 2017; SHARIF et al., 2019).

Uma resposta de maior tolerancia muitas vezes esta associada a um crescimento maior
de seus oOrgdos, principalmente do sistema radicular, uma vez que possibilita diluir a
concentracdo de Na* nas células e tecidos (KAKAR et al., 2019), o lote de AV promoveu maior
crescimento, possibilitando tolerancia superior para o estabelecimento de plantulas sob
condigdes de estresse salino.

Outro ponto que deve ser salientado que corrobora com a explicagdo dos resultados
inferiores da PCG (Tabela 8), conjuntamente com os resultados de desempenho fisioldgico
inferiores no lote de BV é devido a sua maior debilidade estrutural e metabdlica, necessitando

dessa forma um maior tempo para reparar suas estruturas e metabolismos, retardando o processo
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de germinacéo repercutindo em um atraso na PCG e nas fases consecutivas do desempenho de
plantula, esse retardamento se mantem, sendo observado em plantulas menos vigorosas no
mesmo espaco de tempo, observacédo esta realizada por Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2016),
com a cultura do feijéo.

As reservas da semente sdo de fundamental importancia durante o processo germinativo
e de formacdo de plantula (TAIZ et al., 2017). As estruturas da plantula sdo constituidas dos
componentes de reserva que sao hidrolisados, nesse sentido, quanto maior for a reducao das
reservas da semente, maior sera a estrutura da plantula, tanto em dimensfes quanto em massa
(PADILHA; COELHO; EHRHARDT-BROCARDO, 2021). Resultado este observado no
presente estudo, onde os componentes de reserva foram reduzidos ao longo do processo de
germinacao e formacdo de plantulas (Figura 10 a, Figura 10 b, Figura 11 a, figura 11 b, Figura
12 a e Figura 12 b), e as plantulas se desenvolveram tanto em dimensdes, quanto em massa
(Figura 8 a, figura 8 b, Figura 8 c e Figura 8 d, Figura 8 e, Figura 8 f, Figura 9 a, figura 9 b,
Figura 9 c e Figura 9 d, Figura 9 e, Figura 9 f), independente da condigé&o.

Os componentes de reserva e enzimas hidrolicas sdo compostos bioquimicos que
modulam o sistema e sdo importantes durante o0 processo germinativo. A proteina total, foi
reduzida demonstrando um comportamento linear tanto no lote de AV quanto no de BV sob as
duas condicdes (estresse e testemunha), ao longo da germinacéo e formacao de plantulas. O
lote de alto vigor apresentou contetdo de proteina total maior na semente seca, demonstrando
que durante o processo de reducdo do vigor as reservas de proteinas foram reduzidas em 11%.
De acordo com Wen et al. (2018), o contedo de proteina inicial da semente € um parametro
determinante que predispde o vigor das sementes de milho, sendo que sementes de AV possuem
maiores quantidades.

Durante o processo de germinagdo e formacdo de plantulas, a proteina de reserva é
reduzida, sendo hidrolisada em aminoécidos para constituir novas proteinas com acédo
enzimatica ou estrutural, como fonte de esqueletos carbonicos e como fonte de energia
metabolica (HAN et al., 2013; FEENSTRA et al., 2017). O lote de AV apresentou uma maior
reducdo das PT, a partir do quarto dia ap6s a semeadura (Figura 10 a; Figura 10 b). Esse
resultado pode estar associado a uma maior atividade de proteases, fornecendo compostos de
carbono para o metabolismo e pontos de crescimento do vegetal. Ali et al. (2018), estudando a
superacdo a limitacdo hidrica de feijdo Mungo no processo de germinacdo e formacao de
plantula, observou que as maiores atividades das proteases proporcionaram um melhor
desempenho das plantulas, estando associadas a tolerancia a condicao desfavoravel e superacdo

de estresse. Essa maior atividade de proteases pode estar atrelada a formacdo de osmolitos
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orgénicos de aminodcidos como prolina, e/ou compostos que possuem nitrogénio em sua
estrutura como glicina betaina e poliaminas por exemplo, moléculas estas que desempenham
um papel primordial na tolerancia ao estresse salino (SHARIF et al., 2019).

De forma geral, de acordo com Annunziata et al. (2017), o suprimento de nitrogénio
para as inumeras funcdes vitais do vegetal estd associado a superacgdo do estresse salino. Nesse
sentido, durante a germinacdo e formacdo de plantula fase esta heterotrofica, o nitrogénio
disponivel é oriundo da proteina de reserva estocado na semente, explicando a melhor
performance das sementes e AV, pois além de um primeiro momento ter mais reserva de
proteina total, durante o processo de formacdo de plantula reduziu esse componente em maior
quantidade, fornecendo compostos nitrogenados para o metabolismo da plantula em formacéo.

Observou-se também um incremento significativo ap6s o quarto dia do processo
germinativo e de formacao de plantulas de proteina soltvel (PS) em ambas as condi¢des, fracao
bioquimica que engloba proteinas com acdo enziméticas, metabolicamente ativa nas rotas
bioguimicas das células vegetais, sendo um exemplo enzimas do sistema antioxidante. HipGtese
levantada por Oliveira et al. (2018), que atribuiu um maior contetdo de proteina soltuvel a
enzimas relacionadas ao sequestro de espécies reativas de oxigénio para impedir os danos
oxidativos sob condicbes salinas em plantulas de sorgo, pois esta macromolécula foi
correlacionada com o aumento das enzimas antioxidantes, principalmente a ascorbato
peroxidase e a catalase. Neste sentido, sugere se que sementes de AV possuem um sistema
antioxidante enzimatico mais eficiente no endosperma e escutelo, possuindo maior contetdo de
PS, mantendo dessa forma o processo de hidrélise e suprimento de energia em maior
disponibilidade nas sementes de AV, promovendo a formacéo plantulas mais vigorosas (Figura
8).

Outra possivel explicacdo atrelada a PS no endosperma e escutelo pode estar associada
a maior atividade de enzimas transportadoras, auxiliando na translocagdo dos compostos
hidrolisados suprindo as necessidades metabolicas das células ja existentes e tecidos, além de
fornecer esses compostos para 0s pontos de crescimento onde a atividade mitética esta elevada
necessitando de esqueletos carbbnicos e elementos minerais para a constituicdo dos novos
tecidos da plantula em formacdo. Em estudo conduzido por Lépez-Coria et al., (2019),
avaliando a expresséo de diferentes transportadores de carboidratos para a nutricdo do embriéo
de milho durante a germinacdo, constatou uma dindmica de aumento de transportadores
SWEET durante a germinacdo conjuntamente com transportadores ativos de agucares regulam

a nutri¢do do eixo embrionario durante a germinacao.



82

Figura 10 - Teor de proteina total (PT), e soltvel (PS) em lotes de alto e baixo vigor sob
situacdo controle e estresse salino.
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Legenda: a) PT: proteina total em situacdo controle; b) PT: proteina total sob estresse salino; ¢) PS: proteina
soltvel em situacdo controle; d) PS: proteina soltvel sob estresse salino. Coluna de graficos da esquerda em
situacdo controle (H-0), coluna de gréafico da direita em situacdo de estresse salino (NaCl). * diferenca
significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro, em relagdo ao lote de AV e BV.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O contetdo de PS no eixo embrionario (Figura 10 e; Figura 10f), apresentou
comportamento quadratico decrescente. No AV em situagdo controle, esse contetido decai em
maior quantidade, demonstrando maior utilizagdo para a constituicdo de novos tecidos e
componentes orgénicos. Na condicdo de estresse salino, esse comportamento ndo foi

observado, uma vez que os resultados obtidos foram relativamente proximos ndo fornecendo
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consisténcia para atribuir ao uso da proteina soltvel como uma forma de superacéo da condi¢éo
de estresse salino.

O fosforo € um elemento de importancia para a formacdo estrutural e para o
metabolismo vegetal. Nas sementes, o fosforo é estocado na forma de acido fitico ou fitato em
maior quantidade (HIDVEGI; LASZTITYA, 2002). Nas sementes de milho, cerca de 86% do
fésforo estocado esta localizado no escutelo e 14% no endosperma (NADEEM et al., 2011). A
fitase € a responsavel por hidrolisar o fitato e fornecer fosforo inorganico e outros elementos o0s
quais se encontram complexados com a molécula de fitina para o crescimento da plantula
(NADEEM et al., 2011; TAIZ et al., 2017). Durante o processo de germinacdo e formacéo de
plantulas, foi constatado reducéo no contedo de fitato do endosperma e escutelo. Nas duas
situacOes, tanto controle quanto sob estresse salino, o comportamento observado foi linear
decrescente (Figura 11 a; Figura 11 b).

Durante o decréscimo do contetdo de fitato, s6 foi identificado diferenca entre as
sementes de AV e BV ao segundo dia ap6s a semeadura em ambas as situagdes, contudo na
situacdo controle, o BV reduziu mais contetdo de fitato (Figura 11 a), e sob estresse salino, o
AV reduziu maior contetdo de fitato (Figura 11 b).

Paralelamente a esse decréscimo do conteudo de fitato, a fitase, aumentou a atividade a
partir de dois dias da semeadura até oito dias de desenvolvimento (Figura 11 c; Figura 11 d),
visto que neste tempo j& foi observado plantulas com estruturas completamente formadas.
Resultados estes que vem de encontro com os de Nadeem et al. (2011), o qual encontrou
atividade significativa da fitase sobre o fitato a partir do primeiro dia apds a semeadura,
repercutindo em uma queda acentuada de fitato do segundo até o sétimo dia apds a semeadura,
corroborando com resultados observados de reducdo acentuada do fitato. O fitato é uma
molécula complexada com outros minerais, nesse sentido, a sua hidrélise ndo disponibiliza
apenas fosforo. Nesse processo, o suprimento de minerais de forma geral, principalmente os
essenciais, evita distarbios fisiologicos e metabodlicos da planta (TAIZ et al., 2017).

Na situacao de estresse, a semente de AV possui maior atividade apenas 2 dias apos a
semeadura (Figura 11 d), podendo dessa forma ser um periodo especifico na determinagdo do
vigor visto que perante 0 processo de germinacao, esse é o ponto mais proximo avaliado em
relacdo ao inicio da fase P6s-germinacao (Fase I11). Juntamente com esse resultado, observa-se
maior reducdo no teor de fitato (Figura 11 b).

A partir do sexto dia na situacédo de estresse, foi observado maior atividade da fitase no
lote de BV (Figura 11 b), sinalizando maior necessidade de fosforo inorgénico para superar a

circunstancia desfavoravel, contudo, mesmo assim sendo ineficiente pois o contetdo de fosforo
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inorgéanico quantificado no endosperma néo diferiu entre os niveis de vigor (Figura 11 f), dessa
forma constata-se maior eficiéncia da fitase nas sementes de AV por mais que possuam menor
atividade de fitase, disponibilizam o mesmo contetdo de fosforo inorganico, além de formarem
plantulas mais vigorosas.

O fosforo inorganico no endosperma e escutelo demonstrou comportamento quadratico
ascendente em ambas as condigOes e lotes, diferindo apenas na situagdo controle a partir do
quarto dia apds a semeadura (Figura 11 e; Figura 11 f). Na situacdo controle, o Pi se acumula
no endosperma, ficando disponivel para a planta quando a mesma necessitar (NADEEM et al.,
2011). Do contrario, sugere-se que na situacdo de estresse (Figura 11 f), o fosforo esta sendo
disponibilizado e rapidamente translocado para a plantula, local este onde de fato vai atuar e
constituir nos novos tecidos em formacao. Uma boa disponibilidade de fésforo para as plantulas
é de fundamental importancia uma vez que na falta deste composta, a principal alteracédo
fisiologica é a reducdo do crescimento do vegetal (TAIZ et al., 2017). Neste aspecto de
disponibilidade, ao observar-se o desempenho fisioldgico das plantulas advindas das sementes
de AV as quais foram mais vigorosas, esclarecendo o comportamento observado.

De forma geral, foi observado um acréscimo significativo de Pi nas plantulas originada
de semente de BV, apenas sendo maior no de AV no segundo dia apds a semeadura tanto em
situacdo controle quanto em estresse (Figura 11g; Figura 11 h). O maior teor de Pi no segundo
dia apds a semeadura no AV pode estar relacionado a proximidade do processo de protrusdo
radicular, o qual pode tem uma grande demanda para as reagdes metabdlicas. 1sso esta associado
a importancia do fésforo no metabolismo da plantula em formacéo pois 0 mesmo € utilizado no
metabolismo energético da plantula como ATP, é um componente de nucleotideo compondo
RNA e DNA das células, além de ser um componente integral de compostos das células como
acucares fosfato, intermediarios da respiragdo e fosfolipidios que compdem as membranas
celulares (TAIZ et al., 2017). O maior contedo de Pi na plantula a partir do quarto dia apos a
semeadura na situacdo controle e sexto dia na situacgao de estresse para o lote de BV (Figura 11
g; Figura 11 h), estd associada a utilizagdo do Pi, uma vez que esse elemento também é

estrutural.
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Figura 11 - Teor de Fitato, fosforo inorgénico (Pi) e atividade de fitase em lotes de alto e
baixo vigor sob situacdo controle e estresse salino.
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Legenda: a) Fitato no endosperma e escutelo em situacdo controle; b) Fitato no endosperma e escutelo sob
estresse salino; ¢) Pi: fésforo inorganico endosperma e escutelo em situacdo controle; d) Pi: fésforo inorganico
no endosperma e escutelo sob estresse salino; e) Fitase em situacdo controle; f) Fitase sob estresse salino; g) Pi:

fésforo inorganico endosperma e escutelo em situagdo controle; h) Pi: fosforo inorganico no endosperma e

escutelo sob estresse salino. Coluna de graficos da esquerda em situacao controle (H,0), coluna de gréafico da
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direita em situaco de estresse salino (NaCl). * diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro, em relacdo ao lote de AV e BV.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Em sementes de milho, a maior fragdo constituinte das reservas é compreendida pelo
amido, composto responsavel pelo fornecimento de carboidrato na forma de agucares soluveis
para 0s pontos de crescimento do eixo embrionario (HAN et al., 2017; UCARLI, 2020). A
reducdo de amido durante o processo de germinacdo se deu de forma linear decrescente nas
duas situagdes independente do vigor (Figura 12 a; Figura 12 b). Na condig&o controle, a partir
dos dois dias apds a semeadura, o lote de AV reduziu maior quantidade de amido, concomitante
ao decréscimo, foi observado um aumento no conteddo de agucares sollveis totais (AST), nos
tecidos de reserva (Figura 12 €), e no eixo embrionario (Figura 12 g).

O AST presente no eixo embrionario originados das sementes de AV na situacdo
controle (Figura 12g), aumenta com o passar dos dias até aproximadamente o quarto dia e
depois decresce, isso se deve ao custo metabolico, pois a estrutura de plantula foi maior e
também devido a sua utilizacdo nos pontos de crescimento da plantula em formacdo que se
encontram com atividade metabdlica mais expressiva.

Na situacdo de estresse, houve redugdo do amido, contudo de forma similar entre 0 AV
e BV. O AST na situagdo de estresse nos tecidos de reserva foi maior no lote de AV (Figura 12
f), e paralelamente a esse resultado, no eixo embrionario, no segundo e quarto dia apds a
semeadura, foi verificado acimulo de acucares sollveis nessas estruturas (Figura 12 h), esse
resultado demonstra a alterag@o do estresse em relacdo a0 metabolismo vegetal, sugerindo que
conjuntamente a hidrélise do amido em situacdo de estresse, 0 acimulo de AST pode estar
atrelado a outra rota alternativa como por exemplo rotas gliconeogénicas, aumentando o
contetdo de AST no AV no eixo embrionario nos primeiros dias do processo de formacéo de
plantula (dois e quatro). De acordo com Ldpez-Coria et al. (2019), o conteudo de lipideos é
acumulado no escutelo das sementes do milho, e durante o processo de germinagéo, esses
lipideos sdo hidrolisados e através do ciclo do glioxilado contribuem para a biossintese de
sacarose.

No sexto e oitavo dia ndo ha diferenca no contetido de AST sob estresse, demonstrando
uma maior eficiéncia do AV para a utilizacdo dos recursos disponiveis por estar formando
plantulas mais vigorosas. Além disso, ao sexto e oitavo dia, conforme ja observado na situagdo
controle, as pléntulas originadas de sementes de AV consomem o AST disponivel explicando

o conteddo similar de AST nesses dois periodos na situacdo de estresse.
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O maior acimulo de AST no endosperma e escutelo das sementes de AV a partir do
quarto dia ap6s a semeadura em situacdo de estresse podem explicar a melhor performance
fisioldgica das sementes de AV para formarem plantulas mais vigorosas, pois 0s agucares
sollveis contribuem com a reducdo do potencial hidrico favorecendo a absorcao de agua (TAIZ
et al., 2017), auxiliando no processo de hidrélise e mobilizacdo das reservas da semente, tendo
em vista a importancia da agua para esses processos. Além disso, de acordo com Han et al.
(2017), um dos aspectos preponderante para a germinacdo e formacdo de plantulas esta
associado principalmente com a glicélise e fornecimento de energia.

Paralelamente a esse resultado, avaliando a atividade da o amilase, uma das principais
enzimas responsaveis pela hidrolise do amido (YAN et al., 2014; HAN et al., 2017,
FEENSTRA et al., 2017), na situacdo controle, aos dois DAS, foi significativamente superior
no lote de AV (Figura 12 ¢). A o amilase ¢ uma enzima relacionada ao alto vigor,
principalmente durante a fase inicial do processo de germinacdo fornecendo energia para o
metabolismo (SANTOS et al., 2015). Em estudos conduzidos por Huang et al. (2017), avaliando
a expressao do vigor na cultura do arroz, constatou que maior atividade de amilases contribui
significativamente para a formacdo de plantulas mais vigorosas estando associado ao vigor das
sementes.

A expressdao da atividade de a amilase na situacdo controle de ambos os lotes foi
quadrético, diferindo entre os lotes apenas aos dois e oito DAS sendo superior no lote de AV
(Figura 12 c). Sob condicdes de estresse salino, o comportamento do AV foi quadréatico e do
BV linear, sendo superior nos seis e oito dias apds a semeadura para o lote de BV (Figura 12
d). Esse resultado pode estar associado a maior atividade de a amilase pela semente de baixo
vigor, na tentativa de superar a situagdo de estresse, contudo, ndo repercutindo em um maior

suprimento de AST nas fases mais tardias.
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Figura 12 - Teor de amido, agucares sollveis totais (AST) e atividade da o amilase em lotes

de sementes de milho de alto e baixo vigor sob situagao controle e estresse salino.
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embrionario e/ ou plantula em situacédo controle; h) AST: acUcar sollvel total eixo embrionario e/ ou plantula sob
estresse salino. Coluna de graficos da esquerda em situagdo controle (H20), coluna de gréafico da direita em
situacdo de estresse salino (NaCl). * diferenca significativa pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro,
em relacdo ao lote de AV e BV.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O AST no eixo embrionario e/ ou plantula demonstra uma queda significativa aos 2 dias
apos a semeadura independente do lote e do estresse, contudo a queda do AST no lote de BV é
alta tanto na agua, quanto no sal. Esse resultado pode estar associado ao processo que se tem
até a protrusao radicular durante a germinagdo. Durante as primeiras fases, ocorre uma rapida
absorcéo de agua, seguida de um aumento substancial da respiracdo, ativacdo de enzimas, e
sintese de enzimas com base no RNA mensageiro estocado pela planta méde durante a maturagédo
nas sementes, mas as primeiras atividades associadas a embebicdo estdo envolvidas no reparo
de membranas, organelas e de material genético (MARCOS-FILHO, 2015b).

A fase Il por sua vez, se caracteriza por um platé na absorcdo de &gua e respiracao,
sendo uma fase preparatdria para os processos bioquimicos como por exemplo sintese “de
novo” de enzimas, hidrolise e mobilizagao das reservas para o crescimento do embrido, mas
também continua sendo uma fase de reparo, processos esses que requerem uma série de ajustes,
0s quais necessitam de fonte de energia (MARCOS-FILHO, 2015a) reduzindo dessa forma o
conteddo de AST até o ponto de 2 dias ap6s a semeadura.

A partir do quarto dia, o conteudo de AST aumenta de forma quadratica ascendente para
todos os lotes em ambas as situacdes, exceto para as plantulas originadas de sementes de AV
em &gua. Esse comportamento pode ser pelo fato das plantulas serem significativamente
maiores, requerendo dessa forma um custo metabolico de manutencao para 0s processos basais
das células como por exemplo respiracdo, consumindo dessa fora 0 AST disponivel (NADEEM
et al., 2014). Nadeem et al. (2011), observou um acumulo de carbono em plantulas de milho
(sem estresse) a partir do segundo dia para o sistema radicular e terceiro dia apds a semeadura
para a parte aérea, havendo um incremento desse contetdo de carbono significativo até o sétimo
dia de semeadura, onde 0 mesmo se estabiliza devido ao consumo das reservas advindas do
endosperma e escutelo.

O contetido de AST nas plantulas sob estresse salino se diferiu no segundo e quarto dia
apos a semeadura, sendo superior nas sementes de AV. Esse resultado sugere uma maior
disponibilidade de energia para os pontos de crescimento e uma regulagdo osmatica para manter
as funcdes vitais das células e o crescimento do vegetal. Além disso, os agUcares atuam também
como osmoprotetores e estabilizadores de membrana, principalmente sob condicdes de estresse

(SAMI et al., 2016). Annunziata et al. (2017), estudando o desempenho de plantulas de trigo



90

sob estresse salino, observou que a sacarose foi determinante para a superacdo do estresse
demonstrando melhor performance fisioldgica das plantulas. Miransari e Smith, (2019), atribui
a tolerancia da cultura do trigo a salinidade a producéo de agUcares no citosol das células para
0 ajuste do potencial osmotico. Outra indicacgéo realizada por Wang et al., (2020), sugerem que
plantulas de Lycium ruthenicum, superam condic¢des de salinidade devido ao acumulo de
acucares solUveis para reduzir o custo metabdlico com outros osmoprotetores. Onde o acimulo
de acucares solluveis nas células possui um custo metabdlico inferior para o metabolismo dos
vegetais (KATARIA; VERMA, 2018).

Outra estratégia que as plantas desenvolveram para tolerar a perturbagdo ibnica esta
relacionada a compartimentalizacdo de s6dio no vacuolo celular, reduzindo a concentragdo
toxica no citosol (KEISHAM; MUKHERJEE; BHATLA, 2018). Oliveira et al. (2018),
estudando o estabelecimento de plantula de dois gendtipos de sorgo, observou acumulo
significativo de sodio na parte aérea, sistema radicular e semente, estando atrelado a regulacéo
osmatica. Na generalidade, a superacdo do estresse salino esta associada principalmente a dois
parametros, a regulacdo do potencial osmético das células e o controle dos niveis de espécies
reativas de oxigénio, os quais sdo proporcionados pela restricdo hidrica e desequilibrio i6nico
(MIRANSARI; SMITH, 2019).

Durante o processo de germinacao e formacdo de plantula, de modo geral, constata-se
que no segundo dia, foi um periodo determinante. Essa observacdo pode estar associada ao
periodo de avaliagdo mais proximo da fase 111 do processo de germinacdo. Com base nisso, para
identificar quais 0os componentes bioquimicos nesse periodo em especifico, estdo associados a
expressdo do vigor, foi realizado uma analise de componentes principais para 0s componentes
relacionado as estruturas de reserva (Figura 13), e para 0s componentes bioquimicos e
fisiolégicos relacionados com o eixo embrionario e/ou plantula (Figura 14).

Na Figura 13 a variancia total explicada pelos dois primeiros componentes foi de
89,43%, sendo 63,42% no primeiro componente (PC1) e 26,01% no segundo componente
(PC2). As amostras do componente PC1-/PC2+ foram agrupadas em funcéo do fitato, PT e Pi.
No componente PC1-/PC2- as amostras foram agrupadas em fungao do fitase, AST e o amilase.
No componente PC1-/PC2- as amostras foram agrupadas em funcéo da PS. E no componente

PC1+/PC2- as amostras foram agrupadas em funcdo do amido.
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Figura 13 - Diagrama de ordenacdo por Anélise de Componentes Principais (PCA) das

respostas bioquimicas observadas no endosperma e escutelo.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

De acordo com a Figura 13, observa-se que o fitato, PT e Pi estdo associados com as
sementes de AV na situacdo controle. Dessa forma, pode se atribuir que no segundo dia ap6s a
semeadura, as sementes de AV na situacdo controle mantem em maior quantidade os estoques
de fitato, maior contetdo de Pi e de PT. As variaveis fitase, AST, e a amilase se associaram
com lote de AV em situacao de estresse.

Em relagdo as sementes de BV em ambiente controle, foi observado associagdo com o0
amido, ja na situacdo de estresse, 0 BV teve associacdo com a PS, fracdo que engloba as
proteinas hidroliticas e de sistema antioxidante, contudo, ndo sendo eficiente pois as plantulas
originadas da semente de BV sdo menos vigorosas.

Na Figura 14, a variancia total explicada pelos dois primeiros componentes foi de
98,83%, sendo 91,62% no primeiro componente (PC1) e 7,21% no segundo componente (PC2).
A analise possibilitou uma melhor visualizacdo da resposta fisioldgica das plantulas mediante
estresse conforme o vigor da semente. As amostras do componente PC1-/PC2+ foram
agrupadas em fungdo da MSSR e MSTP. No componente PC1-/PC2- as amostras foram
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agrupadas em funcéo do CTP, MSPA, CPA, Pi e AST. No componente PC1+/PC2- as amostras
foram agrupadas em funcgéo da PS.

Os componentes fisioldgicos e bioquimicos da plantula que estdo associados a sementes
de AV na situacdo controle foram a MSSR e MSTP. O CSR teve associacdo com a semente de

AV, contudo ndo se associando com a situacao de estresse e nem controle.

Figura 14 - Diagrama de ordenacéo por Analise de Componentes Principais (PCA) das

respostas fisioldgicas e bioquimicas da plantula.
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Legenda: AV - H;O: sementes de alto vigor em situagdo controle, AV - NaCl: sementes de alto vigor em
situacdo de estresse salino; BV - H,O: sementes de baixo vigor em situacdo controle, BV - NaCl: sementes de
baixo vigor em situacdo de estresse salino; CPA: comprimento da parte aérea, CSR: comprimento do sistema
radicular, CTP: comprimento total plantula, MSPA: massa seca da parte aérea, MSSR: massa seca do sistema
radicular, MSTP: massa seca total plantula, PS: proteina solGvel, Pi: fésforo inorgénico e AST: agucar solavel

total
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

O CTP, MSPA, CPA, Pi e AST se gruparam no quadrante de AV sob condicdo de
estresse, componentes importantes que estdo associados a superacdo da condicao estressora. A
PS por sua vez, teve associagdo com as plantulas originadas de sementes de BV na situacdo
controle.

De modo geral, observa se uma performance promissora das sementes de AV, estando

associado a componentes bioquimicos modulando rotas metabdlicas proporcionando a
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superacao das condicdes desfavordveis impostas pelo estresse salino durante o processo de
germinacdo e formacgéo de plantulas.

5.4 CONCLUSAO

Sementes de alto vigor proporcionam desempenho de plantulas superior resultando na
formacéo de plantulas vigorosas sob condicdes de estresse salino.

Os componentes bioquimicos fitato, proteina total e fésforo inorgéanico esto associados
com a semente de AV na situacdo controle ao segundo dia apds a semeadura. A fitase agucar
soluvel total e a amilase estdo associados com a semente de AV na situacdo de estresse.

Em relacdo a plantula os componentes bioguimicos associados as sementes de AV na

situacdo de estresse sdo o fosforo inorganico e o agucar soltvel total.



94

6 CONSIDERACOES FINAIS E PERSPECTIVAS

Com os resultados obtidos em relacdo a campo, pode se afirmar que o vigor das
sementes é um atributo de relevante importancia em relacdo ao desempenho das plantulas sob
situagBes ambientais adversas, estando associado a uma emergéncia rapida e uniforme, além de
estar associados a parametros fisioldgicos que possibilitam a formacéo de plantulas vigorosas.

Com base no que foi desenvolvido durante a dissertacdo, se comprova a importancia do
vigor em ambito de superacdo ao estresse salino no que diz respeito a formacéo de plantulas,
isso independentemente do nivel de NaCl e/ou nivel de estresse salino, as plantulas originadas
de sementes de maior vigor possuem um desempenho fisiologicos superior, tanto de dimensdes
de crescimento quanto de massa.

Em relacdo ao processo de germinacdo e formacdo de plantulas, observa-se uma
performance superior nas plantulas originadas de semente de alto vigor. Também foi possivel
observar comportamento de hidrélise e mobilizacdo de forma diferente nas situagdes de estresse
e controle, bem como a influéncia do vigor nesses parametros. Consegue-se afirmar que as
plantulas originadas de sementes de alto vigor sdo mais eficientes no uso dos recursos
disponiveis formando dessa forma plantulas mais vigorosas. Além disso, sementes de AV
possuem maior hidrélise de proteina total, um acumulo crescente de proteina soltvel e agUcares
solUveis totais no escutelo e endosperma nas situacdes tanto de estresse quanto de controle.
Possuem também, uma maior atividade de fitase ao segundo dia ap6s a semeadura sob ambas
as situacoes.

O acucar soluvel total foi um componente em destaque que foi fornecido em maior
quantidade para a plantula que repercutiu em acimulo nos tecidos vegetais, o qual possui um
papel primordial em relagdo a superacdo de estresse salino, sendo também importante para a
constituicdo de novos tecidos e também como fonte de energia metabdlica através da glicolise.

Os componentes bioquimicos fitato, proteina total e fosforo inorganico estao associados
com a semente de AV na situacdo em uma situagdo sem estresse ao segundo dia apos a
semeadura. A fitase agucar soluvel total ¢ a amilase estdo associados com a semente de AV ha
sob situacdo de estresse salino. Em relacéo a plantula, os componentes bioquimicos associados
as sementes de AV sob estresse salino sdo o fosforo inorgénico e o agucar soluvel total
possibilitando dessa forma uma melhor performance fisioldgica.

Essas observacgdes, de forma geral, contribuem significativamente com a construcéo de
conhecimento cientifico na area de fisiologia de sementes em relacdo a expressao do vigor sob

situacOes de estresse abiotico com énfase para o estresse salino, servindo como base para
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pesquisas futuras perante essas temaéticas, como por exemplo a identificacdo da expressdo
génica a nivel de campo associada com a expressdo do vigor, a expressao genica em relacdo ao
vigor e a superacdo das condicGes de estresse salino, em ambito de metabolémica, cada
componente bioquimico abre um caminho a ser explorado cientificamente sendo estes nas

proteinas, no metabolismo do fosforo e no metabolismo de carboidratos.
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8 ANEXOS

8.1 ANEXOS CAPITULO I

Tabela 9 - Resumo do quadro de analise de variancia para a segregacdo do vigor. Resultados

entre o fator lotes (F1), para as variaveis: germinacédo (G), e indice de vigor (1V).

FV GL G v
Lote (F1) 7 * *
Erro 24
Total 31
CV. 1,89 2,55

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL), Coeficiente de variacdo (CV.).*,**diferenca
significativa pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 10 - Resumo do quadro de analise de variancia para desempenho fisiolégico de
plantulas aos trés dias ap6s a semeadura (ambiente laboratorial). Resultados entre o fator
vigor (F1), para as variaveis: comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema
radicular (CSR), comprimento total da plantula (CTP), massa seca da parte aérea (MSPA),

massa seca do sistema radicular (MSSR), e massa seca total da plantula (MSTP).

FVv GL CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP
Lote 1 * * * * * *
Erro 30
Total 31
CV. 5,99 22,16 11,07 18,59 7,39 5,04

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL), Coeficiente de variacdo (CV.).*,**diferenca
significativa pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
Tabela 11 - Desempenho fisioldgico de plantulas aos trés dias apds a semeadura (ambiente

laboratorial).

. CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP
Vigor
mm mg
AV 13,52 a 53,98 a 67,50 a 510a 11,24 a 16,34 a
BV 6,96 b 22,38b 29,34 b 2,59b 437b 6,96 b

Legenda: CPA: comprimento da parte aérea; CSR: comprimento do sistema radicular; CTP: comprimento total
da plantula; MSPA: massa seca parte aérea; MSSR: massa seca do sistema radicular; MSTP: massa seca total da
plantula. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 12 - Resumo do quadro de andlise de variancia em relacdo a emergéncia a campo perante 0s 21 dias ap06s a semeadura. Resultados entre o
fator vigor (F1).

FV GL Emergéncia a Campo (EC)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
Lote 1 ns ns ns ns * * * * * * * * * * * * * * * * *
Bloco 3 ns ns ns ns ns ns ns ns ns Ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns ns
Erro 27
Total 31
CV. 0 0 0 0 11,35 1540 987 892 852 827 7,75 756 739 725 725 725 725 725 725 725 711
Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL), Coeficiente de variacdo (CV.). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente ¢ “ns”: ndo
significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
Tabela 13 - Emergéncia a campo perante os 21 dias ap6s a semeadura.
Emergéncia a Campo (EC
Vigor g o (EC)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21
AV 0Oa Oa Oa Oa 83a 97a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a 98a
BV 0Oa 0Oa 0Oa Oa 1b 26b 55b 67b 73b 75b 76b 77b 77b 77b 77b 77b 77b 77b 77b 77b 77b

Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 14 - Resumo do quadro de andlise de variancia em relagdo ao desempenho de plantas a
campo aos 21 dias apds a semeadura. Resultados entre o fator vigor (F1), para as variaveis:

volume do sistema radicular (VSR), e diametro do colmo (DC).

FV GL VSR DC
Lote 1 * *
Bloco 3 Ns Ns

Erro 27
Total 31
CV.

6,89 8,38
Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL), Coeficiente de variacdo (CV.). *,**diferenca
significativa pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 15 - Desempenho fisioldgico de plantas a campo aos 21 dias apds a semeadura

(condigbes de campo).

Vigor VSR DC
cm® (mm)
AV 2,97 a 8,17 a
BV

2,19b 6,76 b
Legenda: VSR: volume do sistema radicular; DC: diametro do colmo. Médias seguidas da mesma letra nao

diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 16 - Resumo do quadro de analise de variancia em relacdo ao desempenho de plantas a
campo aos 21 dias apds a semeadura. Resultados entre o fator vigor (F1), para as variaveis:
comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento
total da planta (CTP), massa seca da parte aérea (MSPA), massa seca do sistema radicular

(MSSR), e massa seca total da planta (MSTP).

FV GL CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP
Lote 1 * ns * * * *
Bloco 3 ns ns Ns ns ns Ns
Erro 27
Total 31
CV. 9,15 16,94 10,02 15,29 1,97 15,52

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL), Coeficiente de variacdo (CV.). *,**diferenca
significativa pelo teste F a 1% e 5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
Tabela 17 - Desempenho fisiolégico de plantas a campo aos 21 dias ap6s a semeadura

(condigGes de campo).

. CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP
Vigor om g
AV 48,74 a 18,01 a 66,75 a 0,846 a 0,132 a 0,979 a
BV 36,95 b 16,27 a 53,22 b 0,493 b 0,096 b 0,589 b

Legenda: CPA: comprimento da parte aérea; CSR: comprimento do sistema radicular; CTP: comprimento total
da planta; MSPA: massa seca parte aérea; MSSR: massa seca do sistema radicular; MSTP: massa seca total da
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planta. Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

8.2 ANEXOS CAPITULO Il

Tabela 18 - Resumo do quadro de analise de variancia para a segregacdo do vigor e
agrupamento em lotes de AV (alto vigor), e BV (baixo vigor): Resultados entre o fator vigor

(F1), para as variaveis: primeira contagem germinacéo (PCG), envelhecimento acelerado

(EA).
FVv GL PCG EA
Lote (F1) 7 * *
Erro 24
Total 31
CV. 3,84 1,91

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). ns *,**diferenca significativa pelo teste Fa 1% e
5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 19 - Resumo do quadro de andlise de variancia: Resultados entre o fator vigor (F1) e
concentracdes e/ou niveis de estresse salino (F2) para as variaveis: Primeira contagem de
germinagdo (PCG), germinacéo (G), plantulas anormais (PA), comprimento da parte aérea
(CPA), comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento total da plantula (CTP), massa
seca da parte aérea (CPA), massa seca do sistema radicular (MSSR), massa seca total da

plantula (MSTP), nimero de raizes (NR), e taxa de mobilizagdo das reservas da semente

(TMRS).

FV GL PCG G PA- CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP NR TMRS

Fl 1 * * * * * * * * * * *

F2 4 * * * * * * * * * * *

FIxF2 4 * * ns wx * * * ns * ns *
Erro 150
Total 159
17,34
Cv. 27,75 9,14 36,06 813 653 547 6,83 7,52 5,27 goo ™7

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente e “ns’’: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 20 - Primeira contagem de germinacdo (PCG), germinacdo (G), plantulas anormais
(PA), comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR),
comprimento total da plantula (CTP), massa seca da parte aérea (CPA), massa seca do sistema
radicular (MSSR), massa seca total da plantula (MSTP), nimero de raizes (NR) e taxa de
mobilizacdo das reservas da semente (TMRS), de lotes de alto e baixo vigor sob diferentes
concentracdes de NaCl e/ou niveis de salinidade avaliados aos sete dias ap0s a semeadura ou

inicio do teste.

NaCL (mmol.L?)

var. Vigor 0 50 100 150 200
PCG AV TRV 8laA 51aB 15aC 2aD
%) BV 49b A 32bB 13bC 5bD 1aD
G AV 98a A 97a A 9%6aA 94aA 87aA
%) BV 72b A 77b A 76b A 68b A 49bB
AV 1bB 2bB 3bB 5bB 12bA
PA (%)
BV 13aBC 9aC 11aBC 19aB 33aA
cramm AV 10089aA  7135aB  4233aC 2545aD  14.85aF
BV 77.09 bA 5777bB  33.89 bC 2004bD  1215aF
R AV 20819aA 7957 aB 525aC 2094aD  34.22aF
BV 169.05bA  6659bB  43.95bC 3309bD 27,46 bD
crom AV 309.08aA  15002aB  9483aC 6639aD  49.07aF
BV 20614bA  12436bB  77.85bC 5313bD 39,82 bE
MSPA AV 33 24 aA 2050aB  1842aC 11,69 aD 6,85 aF
(mg) BV 2272 bA 1840bB  1013bC 7.35 bD 5,52 bE
MSSR AV 3542 aA 2381aB  2005aC  18.79aCD __ 16.85aD
(mg) BV 2323 bA 12,94 bB 9.81 bC 9,59 bC 10,41 bC
MSTP AV 63,66 aA 5331aB  3848aC 3048aD  23.70aE
(mg) BV 45,95 bA 3134bB 19,94 bC 16.94bD 15,94 bD
R AV 6.13 aAB 6.22 aA 6,31 aA 5,92 aAB 524 2B
BV 5.30 bA 516bA 484 bAB 4,49 bAB 4.05bB
s AV 2435 aA 1896aB  13.75aC 10,84 aD 8,47 aE
(%)
BV 16.67 bA 1135 bB 7.21bC 612bCD 583 bD

Legenda: Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade de erro. Minusculas na coluna e mailsculas na linha. Var: Varidveis; AV: Alvo vigor; BV: Baixo
vigor
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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8.3 ANEXOS CAPITULO 11l

Tabela 21 - Resumo do quadro de analise de variancia para a segregacao do vigor em lote de
AV (alto vigor), e BV (baixo vigor): Resultados entre o fator vigor (F1), para as variaveis:

primeira contagem germinacgéo (PCG), teste de frio (TF).

FV GL PCG TF
Lote (F1) 1 * *
Erro 6
Total 7
CV. 2,29 7,85

Legenda: Fonte de variagdo (FV), Graus de liberdade (GL). ns *,**diferenca significativa pelo teste F a 1%.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 22 - Resumo do quadro de analise de variancia: Resultados entre o fator vigor (F1) e

estresse (F2), para as varidveis: primeira contagem germinagédo (PCG), e germinagdo (G).

FV GL PCG G
Vigor (F1) 1 * *
Estresse (F2) 1 * ns
F1xF2 1 * ns
Erro 12
Total 15
CV. 3,03 1,61

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). ns *,**diferenca significativa pelo teste Fa 1% e
5%, respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 23 - Resumo do quadro de analise de variancia: Resultados entre o fator vigor (F1),

estresse (F2) e dias ap6s a semeadura (F3), para as variaveis fisioldgicas: Comprimento da

parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR), comprimento total da plantula

(CTP), massa seca da parte aérea (CPA), massa seca do sistema radicular (MSSR), e massa
seca total da plantula (MSTP).

FVv GL CPA CSR CTP MSPA MSSR MSTP
Fl 1 * * * * * *
F2 1 * *
F3 4 * *
F1xF2 1 * * * ns * *
F1xF3 4 * * * * * *
F2 xF3 4 * * * * * *
F1xF2xF3 4 * * * * * *
Erro 60
Total 79
CV. 2,76 4,05 3,14 3,53 3,46 2,77

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 24 - Resumo do quadro de analise de variancia: Resultados entre o fator vigor (F1),
estresse (F2) e dias apds a semeadura (F3), para as variaveis bioquimicas do endosperma e
escutelo: Proteina total (PT), proteina soltvel (PS), amido, aglcar soltvel total (AST), fitato,

fosforo inorgénico (Pi), o Amilase e fitase.

FV GL PT PS Amido AST Fitato  Pi o Amil.  Fitase

F1 1 ns * * * ns * * ok

F2 1 ns * * * * * * *

F3 4 * * * * * * * *

F1xF2 1 * ns * * *x * * *

F1xF3 4 * * * * ns * * *

F2 X F3 4 *k * * * *k * * *

Fl X F2 X FS 4 * *%* * * *% * * *
Erro 40
Total 59

CV. 092 4,552 2,12 396 18,70 1,81 3,06 6,59
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Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente e “ns”: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 25 - Resumo do quadro de andlise de variancia: Resultados entre o fator vigor (F1),
estresse e/ ou plantula (F2) e dias ap06s a semeadura (F3), para as variaveis bioguimicas do

eixo embrionario: Proteina soltvel (PS), acucar soltvel total (AST), e fosforo inorganico (Pi).

FVv GL PS AST Pi
F1 1 * * *
F2 1 * * ns
F3 4 * * *
F1xF2 1 * * kol
F1xF3 4 * * *
F2 xF3 4 * * *
F1xF2xF3 4 * wx *
Erro 40
Total 59
CV. 1,69 2,34 1,76

Legenda: Fonte de variacdo (FV), Graus de liberdade (GL). *,**diferenca significativa pelo teste F a 1% e 5%,
respectivamente e “ns”’: ndo significativo.
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 26 - Comprimento da parte aérea (CPA), comprimento do sistema radicular (CSR),
comprimento total da plantula (CTP), massa seca da parte aérea (CPA), massa seca do sistema
radicular (MSSR), massa seca total da plantula (MSTP), de lote de alto e baixo vigor sob
situacdo controle (H20), e estresse salino (NaCl), em relacéo a dias apds a semeadura (DAS).

H20 (Controle)

) DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
AV 2,81 akE 5,29 aD 37,96 aC 93,94 aB 126,72 aA
CPA (mm)
BV 2,91aD 3,80 bD 16,72 bC 54,77 bB 90,06 bA
AV 2,81 akE 20,71 aD 101,21 aC 205,76 aB 249,95 aA
CSR (mm)
BV 291aD 3,82bD 43,54 hC 126,98 bB 201,66 bA
AV 5,63 aE 25,99 ab 139,17 aC 299,69 aB 376,66 aA
CTP (mm)
BV 5,82 aD 7,62 bD 60,26 bC 181,75 bB 291,72 bA
MSPA AV 1,84 aE 3,31ab 13,63 aC 29,30 aB 43,76 aA
(mg) BV 2,09 aD 1,68 bD 5,88 bC 16,00 bB 27,40 bA
MSSR AV 1,84 aE 3,97 aD 19,05 aC 37,62 aB 48,83 aA
(mg) BV 2,09 aD 2,00 bD 8,09 bC 18,66 bB 28,10 bA
MSTP AV 3,67 aE 7,28 aD 32,68 aC 66,92 aB 92,60 aA
(mg) BV 4,17 ab 3,68 bD 13,97 bC 34,67 bB 55,50 bA
NaCl 100 mmol.L* (Estresse Salino)
] DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
AV 2,81 akE 4,81 aD 14,21 aC 42,42 aB 78,45 aA
CPA (mm)
BV 2,91aD 3,47 bD 7,60 bC 23,59 bB 55,36 bA
AV 2,81aD 12,16 aC 36,48 aB 45,35 aA 51,77 aA
CSR (mm)
BV 2,91aD 3,47 bD 20,96 bC 33,27 bB 40,67 bA
AV 5,63 aE 16,97 aD 50,69 aC 87,77 aB 130,21 aA
CTP (mm)
BV 5,82 aD 6,95 bD 28,56 bC 56,86 bB 96, 05 bA
MSPA AV 1,84 aD 2,23ab 7,63 aC 20,40 aB 36,88 aA
(mg) BV 2,09 aD 1,38 aE 3,85bC 8,57 bB 18,60 bA
MSSR AV 1,84 aE 3,43 ab 9,95aC 14,62 aB 20,50 aA
(mg) BV 2,09 aD 2,43 bD 5,52 bC 7,61 bB 9,02 bA
MSTP AV 3,67 aE 5,66 aD 17,58 aC 35,01 aB 57,38 aA
(mg) BV 4,17 aD 3,82bD 9,37bC 16,18 bB 27,62 bA

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. Minusculas na coluna e maidsculas na linha. Var: Variaveis; AV: Alvo vigor; BV: Baixo vigor
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.
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Tabela 27 - Proteina total (PT), proteina soltvel (PS), amido, agUcar soltvel total (AST),
fitato, fosforo inorganico (Pi), a Amilase e fitase, de lote de alto e baixo vigor sob situacao
controle (H20), e estresse salino (NaCl), em relacéo a dias apds a semeadura (DAS), no

endosperma e escutelo.

H20 (Controle)

DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
PT AV 96,16 aA 84,49 aB 77,93bC 73,55 bD 66,26 bE
(mg/g) BV 81,94 bA 80,85 bAB 80,85 aAB 80,85 aAB 77,93 aB
PS AV 3,42 bE 4,94 aC 4,41 ab 5,46 aB 6,50 aA
(mg/g
BV 3,93aC 5,24 aA 3,66 bC 3,86 bC 4,49 hB
MS)
) AV 674,00 aA 599,76 bB 554,92 bB 485,39 bC 381,89 bD
Amido
535,37 aB
(mg/g) BV 635,92 aA 652,76 aA 630,19 aA 615,05 aA
AST AV 25,00 aD 21,06 aD 79,16 aC 142,50 aB 261,84 aA
(mg/g) BV 22,22 aC 9,73bD 39,66 bB 66,44 bA 67,56 bA
Fi AV 5,43 aA 4,77 aAB 3,32aBC 2,22 aC 0,44 aD
itato
BV 5,98 aA 3,40 bB 3,61aB 2,14 aB 0,29aC
) AV 0,08 aE 0,18 ab 0,66 aC 1,38 aB 2,44 aA
Pi (9/KQ)
BV 0,11aD 0,13aD 0,55bC 1,11 bB 1,76 bA
AV 0,06 aC 0,53 aB 1,17 aA 1,18 aA 1,25 aA
o Amilase
BV 0,06 aB 0,08 bB 1,03 aA 1,14 aA 1,05 bA
Ei AV 0,20 aE 1,25 aD 3,36aC 5,42 aB 12,29 aA
itase
BV 0,12 aD 0,44 hD 3,96 aC 6,21 aB 8,92 bA
NaCl 100 mmol.L* (Estresse Salino)
DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
AV 96,16 aA 83,03 aB 76,47 bCD 76,84 bC 73,19 bD
PT (mg/g)
BV 81,94 bA 81,03 aA 80,66 aA 79,57 aAB 76,29 aB
PS (mg/g AV 3,42 bD 4,42 bC 5,03 aB 5,02 aB 5,71 aA
MS) BV 3,93 aB 5,35 aA 4,00 bB 3,13bC 3,34 bC
Amido AV 674,00 aA 656,44 aAB 624,38 aAB 606,30 aB 547,57 aC
(mg/g) BV 635,92 aA 636,95 aA 609,68 aAB 590,57 aAB 566,39 aB
AST AV 25,00 aD 25,32 aD 59,88 aC 100,73 aB 143,22 aA
(mg/g) BV 22,22 aD 21,37aD 40,66 bC 55,12 bB 86,34 bA
Ei AV 5,43 aA 3,33bB 3,63 aB 2,86 aB 1,34 aC
itato
BV 5,98 aA 4,70 aAB 3,63 aB 3,63 aB 1,73 aC
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Pi AV 0,08 aE 0,16 aD 0,40 aC 0,67 aB 1,13 aA
(9/Kg) BV 0,11 aD 0,12 aD 0,37 aC 0,66 aB 1,14 aA
AV 0,06 aD 0,56 aC 0,78 aB 0,87 bAB 1,02 bA
o Amilase

BV 0,06 aC 0,09 bC 0,87 aB 1,21 aA 1,25 aA
Fi AV 0,20 aE 1,02 aD 1,79aC 2,08 bB 3,21 bA

Itase
BV 0,12 aC 0,31bC 2,15 aB 5,89 aA 6,35 aA

Médias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. Minusculas na coluna e mailsculas na linha. Var: Variaveis; AV: Alvo vigor; BV: Baixo vigor
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 28 - Proteina soltvel (PS), acucar soltvel total (AST), fosforo inorgéanico (Pi), de lote

de alto e baixo vigor sob situacéo controle (H20), e estresse salino (NaCl), em relacéo a dias

apos a semeadura (DAS), no eixo embrionario e/ ou na plantula.

H20 (Controle)

DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
PS AV 176,44 aA 66,03 bB 16,91 bD 20,23 bC 17,93 bD
(mg/g MS) BV 129,49 bA 123,81 aA 65,54 aB 27,22 ab 31,32aC
AV 268,83 aB 230,90 aC 336,31 aA 329,02 aA 269,41 aB
AST (mg/g)
BV 253,83 aA 151,17 bB 249,30 bA 266,83 bA 247,55 bA
Pi AV 0,25 bD 4,19 aC 6,30 bA 4,58 bB 4,63 bB
(9/Kg) BV 0,47 ab 2,34 bC 6,91 aA 6,89 aA 5,50 aB
NaCl 100 mmol.L* (Estresse Salino)
] DAS
Var. Vigor
0 2 4 6 8
PS AV 176,44 aA 95,28 aB 44,66 aC 35,89 bD 24,56 aE
(mg/g MS) BV 129,49 bA 85,38 bB 45,09 aC 41,67 aC 20,44 bD
AV 268,83 aAB 186,00 aC 197,42 aC 242,60 aB 283,97 aA
AST (mg/g)
BV 253,83 aAB 123,57 bD 174,90 bC 234,19 aB 274,86 aA
Pi AV 0,25 bE 3,06 aD 6,48 aA 5,47 bB 5,06 bC
(9/Kg) BV 0,47 aC 1,72 bB 6,66 aA 6,39 aA 6,26 aA

Meédias seguidas da mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade
de erro. Minusculas na coluna e maitsculas na linha. Var: Variaveis; AV: Alvo vigor; BV: Baixo vigor
Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.



