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RESUMO

Plantas sdo organismos sésseis capazes de se adaptar a diversas condi¢cdes ambientais.
Entretanto, as mudancas climaticas tais como o0 aumento da temperatura, distribuicéo irregular
de chuvas, elevacdo do nivel do mar, tem influenciado na producéo de alimentos. Dentre essas
mudancas a mais severa para producdo € o déficit hidrico gerado pelas secas prolongadas.
Sendo o milho (Zea mays L) um cereal que sofre grandes perdas com o déficit hidrico no Brasil
e no mundo. Sua producao brasileira em 2022 atingiu 112,3 milhdes de toneladas, podendo
atingir quedas de até 100% devido a falta de 4gua nas diferentes etapas de desenvolvimento. E
um vegetal de importéncia para a alimentacdo de humanos e animais, além do seu apelo
econdbmico para biocombustivel. Buscando uma maneira de assegurar um bom
desenvolvimento da cultura mesmo sob estresse hidrico, utilizou-se as priming de poliaminas,
espermina e espermidina em sementes de milho. Foi utilizado o hibrido BRS 1030, sensivel a
seca. As sementes de milho foram submetidas ao priming com espermina ou espermidina,
transferidas para caixas do tipo gerbox contendo areia e manitol para mimetizar o efeito de
estresse hidrico (seca) e posteriormente cultivadas durante 15 dias em camara do tipo BOD com
temperatura de 30 °C e fotoperiodo de 12/12. Avaliou-se desenvolvimento da planta através de
sua emergéncia e crescimento, parametros de fluorescéncia da clorofila a parametros
bioquimicos como atividade enzimatica, acimulo de acgucares e influéncia das poliaminas na
divisdo celular das pontas de raiz. Com isso verificou-se que ndo ha diferenca na porcentagem
de germinagé&o, entretanto uso de poliaminas, afeta a velocidade de germinagdo. A espermina
favorece o desenvolvimento das raizes e portando os parametros relacionados a ela como
comprimento e volume radicular, aumento das concentracdes de acucares nas raizes. Enquanto
a espermidina age principalmente na parte aérea favorecendo o desenvolvimento e protegendo
o fotossistema. Ambas as poliaminas aumentam a atividade enzimatica antioxidativa.
Entretanto a acdo das poliaminas separadamente € mais efetiva quando a planta se encontra em
condicBes 6timas de hidratacdo. Conclui-se que a espermina e a espermidina usadas
isoladamente, nas concentracdes de 10 e 50 UM ndo sdo capazes de mitigar efetivamente os
efeitos do estresse hidrico, porém ¢é de interesse o estudo da combinacdo delas uma vez que
agem de forma distinta no desenvolvimento vegetal.

Palavras-chave: Fisiologia Vegetal; Espermina; Espermidina; Regulagdo Osmotica



ABSTRACT

Plants are sessile organisms capable of adapting to different environmental conditions.
However, climate changes such as temperature increase, irregular rainfall distribution, sea level
rise, have influenced food production. Among these changes, the most severe for production is
the water deficit generated by prolonged droughts. Corn (Zea mays L) is a cereal that suffers
great losses with water deficit in Brazil and in the world. Its Brazilian production in 2022
reached 112.3 million tons, and could reach drops of up to 100% due to the lack of water in the
different stages of development. It is an important vegetable for feeding humans and animals,
in addition to its economic appeal for biofuel. Seeking a way to ensure a good development of
the culture even under water stress, the priming of polyamines, spermine and spermidine were
used in corn seeds. The drought sensitive hybrid BRS 1030 was used. Corn seeds were priming
with spermine or spermidine, transferred to gerbox-type boxes containing sand and mannitol to
mimic the effect of water stress (drought) and then cultivated for 15 days in a BOD-type
chamber at 30 °C. and photoperiod of 12/12. Plant development was evaluated through its
emergence and growth, chlorophyll fluorescence parameters and biochemical parameters such
as enzymatic activity, sugar accumulation and influence of polyamines on cell division at root
tips. With this it was verified that there is no difference in the germination percentage, however
the use of polyamines affects the germination speed. Spermine favors the development of roots
and carrying parameters related to it, such as length and root volume, increases the
concentrations of sugars in the roots. While spermidine acts mainly on the shoot favoring
development and protecting the photosystem. Both polyamines enhance antioxidative enzyme
activity. However, the action of the polyamines separately is more effective when the plant is
in optimal hydration conditions. It is concluded that spermine and spermidine used alone, at
concentrations of 10 and 50 uM are not capable of effectively mitigating the effects of water
stress, but the study of their combination is of interest since they act differently on plant
development.

Keywords: Plant Physiology; Spermine; Spermidine; Osmotic Regulation.
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1 INTRODUCAO

Para que as plantas possam produzir de forma ideal, em quantidade e qualidade, séo
necessarias condi¢des adequadas de temperatura, luminosidade e umidade. Entretanto,
mediante as mudancas climéticas é esperado uma maior variabilidade das chuvas. Ou seja,
eventos de seca mais frequentes e chuvas intensas, o que pode ser devastador para todo o
agroecossistema (ABDALLAH; MASHAHEET; BURKEY, 2021; HUNT; CELESTINA;
KIRKEGAARD, 2020; ZHINA et al., 2019). Estudos que tem com finalidade entender os
efeitos de tais mudancas climéticas vém sendo evidenciados nos diversos paises do mundo,
sendo foco principal de diversas agéncias de pesquisa e financiamento, principalmente em
paises desenvolvidos.

O desafio enfrentado pelo setor agropecuario nos cenarios de mudangas climaticas, é
garantir alimentos em quantidade e qualidade para populacdo mundial crescente, protegendo o
meio ambiente e o funcionamento de seus ecossistemas (ROSENZWEIG et al., 2007).
Pesquisas demonstram que o aumento da temperatura e os padrdes incertos de chuva tém
impactos adversos nas fases de desenvolvimento, crescimento e rendimento das culturas, e esses
impactos ja sdo mais pronunciados em regides aridas e semiaridas (CHATTHA et al., 2021,
ULLAH et al., 2019; YASIN et al., 2022).

A seca é considerada uma restri¢do abiotica primaria, que afeta a producdo agricola em
todo 0 mundo. Com o clima esperado para se tornar cada vez mais seco e mais quente em
algumas regides do globo terrestre, a situacdo pode ser ainda mais exacerbada a medida que a
competicdo pela dgua se intensifica entre as pessoas e as culturas (RUXTON et al., 2014). A
mudanca climéatica global reduzira a produtividade das culturas mais valiosas e induzira
impacto negativo na aptidao ecoldgica causando perdas significativas nas grandes culturas
(FERGUSON, 2019).

Dentre essas culturas podemos destacar o milho que tem sido afetado negativamente
pelas mudangas climaticas e com previsdes futuras de interferir ainda mais nas proximas safras
(YASIN et al., 2022).

Por se tratar de um grdo amplamente utilizado no mundo para alimentagdo humana,
producdo de racdo e de biocombustivel, o milho é amplamente produzido no Brasil. Segundo
a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB), o milho alcangcou a producgdo de
115.602,1 mil toneladas de graos na safra de 2021/2022, ficando atras apenas da producdo de
soja (CONAB, 2022). Sendo assim, a produgdo do milho é de extrema importancia econdémica

e social. Mediante as eminentes mudancas climéticas que podem afetar sua producdo, faz-se



necessaria a busca por méetodos capazes de mitigar os efeitos dos estresses abidticos como por
exemplo o priming.

Com o intuito de conhecer melhores estratégias para mitigar os efeitos do déficit hidrico
em plantas, tem se buscado técnicas que sejam capazes de promover o crescimento e
desenvolvimento vegetal sob as mais variadas circunstancias. Entre elas destaca-se o priming,
que é a hidratacdo das sementes em &gua ou solugdo de baixo potencial osmético para iniciar 0
metabolismo germinativo sem protrusdo de radicula (HASANUZZAMAN; FOTOPOULOS,
2019).

O Priming € uma técnica de hidratacdo controlada de sementes que assegura
germinacdo aumentada e uniforme, reduz o tempo de embebicdo (BROCKLEHURST,;
DEARMAN, 1983), aumenta a ativacdo de enzimas pré-germinativas, aumenta a producéo de
metabolitos (HUSSAIN et al., 2016), regula a osmose, induz atividade antioxidante,
solubilizagdo de proteinas de armazenamento e minimiza a peroxidagdo lipidica (ISERI;
SAHIN; HABERAL, 2014). Além disso, essa técnica é capaz de aumentar significativamente
a quantidade de mitocondrias e melhorar a regulagdo de proteinas para a divisdo celular (a- €
B-tubulina). Para mais, o priming induz mudancas celulares nas sementes, como a sintese de
novo de &cidos nucléicos e proteinas; producdo de ATP (trifosfato de adenosina); ativacdo de
esterois e fosfolipidios; e reparar o DNA danificado durante a debulha (MARTHANDAN;
GEETHA; KUMUTHA, 2020).

Diversas substancias podem ser aplicadas na técnica do priming, como as poliaminas
(PAs), moléculas policatibnicas capazes de auxiliar no desenvolvimento vegetal visto sua
ligacdo com as membranas celulares, trazendo maior estabilidade para a mesma. Também tem
capacidade de interacdo com moléculas de RNA e auxiliam na sintese de proteinas. As
poliaminas sdo moléculas promissoras, que tem sido usadas para melhorar o crescimento das
plantas e o desempenho fisiol6gico em condicdes de estresse (HASSAN, 2020; NAHAR et al.,
2016) . Dentre as poliaminas as mais encontradas nos vegetais estdo: putrescina, espermina e
espermidina (ALCAZAR; TIBURCIO, 2018).

As poliaminas ainda tem a propriedade de eliminar radicais livres e alterar a expressao
génica. As poliaminas tém uma ampla gama de fung¢Ges no crescimento e desenvolvimento de
plantas, incluindo embriogénese, organogénese, germinacgédo de sementes, floracdo, reproducéo
sexual, senescéncia e desenvolvimento e amadurecimento de frutos (BIONDI et al., 2022;
HODGES, 2004).



Na busca por métodos para melhorar o crescimento e desenvolvimento de plantas de
milho, o presente trabalho analisa a influéncia do uso de priming de espermina e espermidina

no desenvolvimento inicial de plantas de milho sob estresse hidrico.



2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 MILHO

As plantas formam a base da alimentagcdo humana, a dieta € rica em frutas, verduras,
legumes e cereais. Dessa forma é necessaria grande producdo vegetal para suprir as
necessidades de uma populacgéo tdo grande que estima-se chegar a 9,7 bilhdes de pessoas em
2050 de acordo com as projecdes da ONU (Organizagdo da Nagbes Unidas) (ONU, 2019).
Dentre esses vegetais se destaca o milho (Zea mays L), cereal amplamente consumido
principalmente em paises em desenvolvimento. Podendo chegar a 56% das calorias da dieta
diaria de uma pessoa (PRASANNA, B. M. et al., 2001) e 70% da sua producdo é destinada a
producéo de racdo animal (SAEED et al., 2021).

O milho é um cereal produzido anualmente pertencente a familia Gramineae/ Poaceae.
De acordo com Hodges (2004), a forma mais antiga de milho surgiu através da hibridizacéo
natural de duas ou trés gramineas nativas do México e da Guatemala, sendo inicialmente
formado por grédos muito pequenos (Figura 1). Estudos moleculares realizados, comprovam que
o milho foi domesticado a partir do teosinto Z. mays Parviglumis (DIAZ; TABERNER;
VILAPLANA, 2020). Acredita-se que a espécie tem sido cultivada a mais de 6000 anos. A
primeira referéncia escrita data de 1502, com a vinda desses gréos da Africa ocidental trazidos

por comerciantes portugueses.

Figura 1 — Evolucdo do milho a partir do teosinto: mudangas estruturais na espiga do milho ao

longo do tempo.

Fonte: KISTLER et al., 2018 e PRESOTO, 2020
De acordo com a Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB) o milho alcangou
a producdo de 115.602,1 mil toneladas de gréos na safra de 2021/2022 ficando atras apenas da
producdo de soja (CONAB, 2022). Dessa forma verifica-se a importancia da cultura para o
agronegocio, onde ocupa 21.238,9 mil ha de areas plantadas.



O grao de milho é botanicamente chamado de cariopse e é um fruto monospermo, seco
e indeiscente, com o pericarpo delgado e soldado ao tegumento da semente, caracteristica
comum da familia Gramineae/ Poaceae. Em geral, os grdos de milho sdo brancos ou amarelos,
mas podem apresentar coloracao do preto ao vermelho. O peso do grao varia entre 250 e 3060
mg e apresenta cerca de 72% de amido, 9,5% de proteinas, e 9% de fibra e 4% de 6leo. (PAES,
2006).

Suas cariopses sdo formadas por quatro principais estruturas fisicas: endosperma,
gérmen, pericarpo (casca) e ponta (Figura 2), as quais diferem em composicdo quimica e

também na organizacao dentro do gréo.

Figura 2 — Estrutura do grao de milho
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Fonte: Adaptado de BRITANNICA (1996)

O endosperma € responsavel por cerca de 83% do peso seco do grdo, e é formado
principalmente por amido (88%), organizado na forma de granulos. No endosperma estéo
também presentes as proteinas de reserva (8%) do tipo prolaminas, chamadas zeinas.

As zeinas ou prolaminas sdo responséveis pela formacdo dos corpos proteicos que
compdem a matriz que envolve os granulos de amido dentro das células no endosperma. E dessa
forma, atraves das diferentes distribuicdes dos granulos de amido e da matriz proteica, 0

endosperma pode ser classificado em farinaceo ou vitreo (PAES, 2006).



Essa denominacao tem relacdo com o aspecto do endosperma quando em relacao a luz.
No endosperma farindceo, os granulos de amido sdo arredondados e estdo dispersos, ndo
havendo matriz proteica circundando essas estruturas, o resultado disso € que apds a secagem
do grdo surgem espacos vagos onde antes havia agua para o desenvolvimento do gréo e
consequentemente a luz pode passar por esses espacos vazios (PAES, 2006).

J& para o endosperma vitreo a matriz proteica é densa, com corpos proteicos
estruturados, que circundam os granulos de amido de formato poligonal, ndo permitindo
espacos entre estas estruturas. Resultando na auséncia de espacos entre os granulos de amido e
a matriz proteica e promovendo a reflexdo da luz, resultando em aspecto vitreo ao endosperma
(PAES, 2006).

Esses grdos de milho apresentam germinacdo do tipo hipdgea (Figura 3), que é a
germinacdo na qual os cotilédones ou uma estrutura semelhante, como o escutelo, permanecem
no solo ou na superficie do mesmo e dentro da semente. O eixo é elevado acima do nivel do
solo pelo o epicotilo.

Figura 3 — Germinacdo Hipdgea de Zea mays
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Fonte: Adaptado de BRASIL (2009)

Legenda: A — Semente com Embrido B — Plantula C — Desenvolvimento Posterior

1- Raiz Adventicia; 5- Endospermag; 9- Folha Primaria
2- Coleoptilo; 6- Pelo Radicular; 10- Raiz Primaria;
3- Cotilédone; 7-  Mesocotilo; 11- Radicula;

4- Embrido; 8- Plumula; 12- Escutelo



Seu desenvolvimento é dividido em estadio vegetativo e reprodutivo. Esses estadios
ainda sdo subdivididos. Nas subdivisdes dos estadios vegetativos esses sdo designados
numericamente como V1, V2, V3 até V(n); em que (n) representa a Ultima folha emitida antes
do pendoamento (Vt). O primeiro e o Ultimo estadios V séo representados, respectivamente,
por (VE, emergéncia) e (Vt, pendoamento). Para contar a folha deve-se observar a formacéo
visivel do colar na insercdo da bainha da folha com o colmo, dessa forma, a primeira folha de
cima para baixo, com o colar visivel, € considerada completamente desenvolvida e, assim, é
contada como tal (MAGALHAES; DURAES, 2006).

J& os estadios reprodutivos sdo subdivididos em R1, Embonecamento; R2, Bolha
d’agua; R3, Leitoso; R4, Pastoso; RS, Formacao de dente ¢ R6, Maturidade Fisiologica essas
subdivisdes se d&o em relacdo a textura do grédo de milho (MAGALHAES; DURAES, 2006).

As plantas apresentam sistema radicular complexo fasciculado que consiste em uma raiz
primaria que se desenvolve da radicula, raizes seminais (raizes adventicias que se ramificam a
partir do nd escutelar) e raizes coronais de origem pos-embrionéria. As raizes primarias e
seminais sdo altamente ramificadas. Ja as raizes coronais, também conhecidas como “raizes-
escora”, sdo adventicias derivadas dos nds inferiores do caule. Ao contrario das raizes primarias
e seminais as raizes coronais ndo sdo importantes nas plantulas, mas continuam a se formar, se
desenvolver e se ramificar durante o crescimento vegetativo. Assim, o sistema de raizes
coronais constitui a grande maioria do sistema de raizes nos individuos adultos do milho (TAIZ
etal., 2017).

Nutricionalmente falando o milho contém as vitaminas A, B, C e E, incluindo sais
minerais e oligoelementos essenciais como caroteno, tiamina, acido ascorbico e tocoferol.
Entretanto, a reducdo no acimulo de polissacarideos, principalmente amido, apds a colheita
leva ao aumento no teor de proteinas no endosperma (MISRA; MERTZ; GLOVER, 1975).

O milho é uma espécie dipldide ( 2n = 20) seu genoma apresenta 40.000 genes em 10
pares de cromossomos (NANNAS; KELLY DAWE, 2015). Por apresentar elevado nimero de
genes duplicados ou quadruplicados, as possibilidades de surgir variagcdes genéticas benéficas
aumentam e diminui o impacto de mutacédo prejudiciais, sendo assim, de grande interesse para
programas de melhoramento. O Instituto Agronémico de Campinas, por exemplo, iniciou seus
estudos sobre hibridizacdo em 1932 e em 1935 foi publicado o boletim técnico descrevendo a
autofecundac&o de 3 variedades comerciais (KRUG; VIEGAS; PAOLIERI, 1943). Até hoje s&o
realizados estudos de melhoramento genético da espécie.

Para que se tenha um bom programa de melhoramento é preciso ter grande variedade

de germoplasma, e para o milho é composto pelo germoplasma de ragas crioulas, populagdes



adaptadas e materiais exdticos introduzidos, sendo caracterizado pela ampla variabilidade
genética (PATERNIANI et al., 2019). Por mais que as populagdes crioulas, ragas locais ou
variedades sejam menos produtivas que as cultivares comerciais, estas populacdes sdo
Fontes de variabilidade genética que podem ser exploradas na busca por genes de tolerancia
aos fatores abidticos, pelo elevado potencial de adaptacdo que apresentam para condicBes
ambientais especificas (MIRANDA; MIRANDA, 1993). Sendo um dos empecilhos para o
cultivo da espécie a falta de agua que pode influenciar de forma negativa a producao, ha estudos
tanto de hibridos que sejam capazes de resistir ao estresse hidrico quanto moléculas que possam
minimizar os seus efeitos, entre outras caracteristicas de interesse.

O hibrido BRS 1030 por exemplo é um hibrido simples lancado pelo embrapa em 2004
que se destaca pela alta produtividade e a alta sanidade foliar. Apresenta excelente estabilidade
produtiva e resisténcia ao acamamento e quebramento do colmo, podendo ser cultivado tanto
em &reas acima e abaixo de 700 m de altitude. Se trata de um hibrido de porte baixo atingindo
ate 2,2 m de altura e caracteristicas que despertam o interesse do produtor e do mercado, como,
tipo de grdo semiduro e coloracdo de grdos laranja (PARENTONI et al., 2004). Entretanto, esse

hibrido ndo é tolerante ao estresse hidrico.

2.2 DEFICIT HIDRICO

A 4gua é o fator que inicia a germinacéo e esta envolvida direta e indiretamente em todas
as demais etapas do metabolismo germinativo. Sua participacdo € decisiva nas reacdes
enzimaticas, na solubilizacdo e transporte de metabolitos, como reagente na digestdo hidrolitica
de tecidos de reserva da semente (BOTELHO; PEREZ, 2001). Dessa forma, potenciais
osmoticos muito negativos do solo, tendem a atrasar e diminuir a porcentagem de germinag&o.
O grau minimo de umidade que deve ser atingido pela semente para que ocorra a germinacao,
depende de sua composicdo quimica e da permeabilidade do tegumento (BRADFORD, 1990).

As mudancas climéticas sdo consideradas um problema ambiental global, sendo a seca
um dos principais efeitos decorrentes dessas mudancas. Ela ocorre devido a escassez de dgua
disponivel, que depende de muitos fatores, como: chuva, capacidade de retencdo, escassez de
umidade do solo, quantidade e distribuicdo de agua durante o crescimento da cultura, o que
pode restringir o potencial de rendimento da cultura (GHORBANI; IZADPANAH, 2018;
RAPPARINI; PENUELAS, 2014; TAHAEI et al., 2022). Com isso, afeta negativamente a

agricultura, resultando em baixa produtividade das culturas, 0 que aumenta a ocorréncia de



problemas de escassez de alimentos. Portanto, estudar métodos para aumentar a toleréncia das
plantas a seca é uma das prioridades dos cientistas de plantas (MAJEED et al., 2020).

A diminuicdo de agua disponivel no solo é chamada de déficit hidrico, que pode ocorrer
em consequéncia da falta de &gua ou do potencial matricial do solo e levar a efeitos negativos,
cuja reversibilidade vai depender do gendtipo, da duracdo, da severidade e do estadio de
desenvolvimento da planta. Com a falta de agua, existe conflito entre a conservacdo da dgua
pela planta e a taxa de assimilagdo de CO: para producdo de carboidratos, uma vez que ao abrir
0s estdbmatos para a assimilacdo do gas carb6nico aumenta a taxa de transpiracdo (TAIZ et al.,
2017).

O estresse osmatico acarretado pela seca diminui principalmente a absorcdo de agua
pelas plantas; desencadeia desequilibrios fisioldgicos e bioquimicos, levando a reducdo de
turgor e de crescimento, fechamento estomatico, diminuicdo da fotossintese e transpiragéo,
diminuicdo da capacidade celular e aumento do estresse oxidativo (AHMAD et al., 2021;
JANDA et al., 2007; RAMACHANDRA; VISWANATHA, 2004; XIA et al., 2020; ZHOU et
al., 2020).

A toleréncia a seca em plantas pode ser alcancada através de mudancas biogquimicas
(AHLUWALIA; SINGH; BHATIA, 2021). O acumulo de osmdlitos, por exemplo, € uma das
alteracOes bioquimicas comuns em células vegetais submetidas a seca (SOUSA et al., 2022).
Ja a homeostase equilibrada dos ions é muito importante para que as células vegetais controlem
a perda de agua das células por meio do estresse hidrico. Tal capacidade € verificada em plantas
com alta tolerancia a seca (PATEL; FATNANI; KUMAR, 2021).

Outra alteracdo causada por estresses ambientais é a formacao de Espécies Reativas de
Oxigénio (EROs). E para evitar os possiveis danos causados por essas EROs ocorre 0 aumento
da atividade de enzimas antioxidantes (CHALLABATHULA et al., 2022).

Entre essas enzimas, existe a superoxido dismutase (SOD) que € uma enzima que
simultaneamente oxida e reduz o anion superdxido para produzir perdxido de hidrogénio e
oxigénio, seguindo a equagdo: Oz *— + 2 H+ — O + H20.. A ascorbato- -peroxidase (APX) que
catalisa a destruicdo de perdxido de hidrogénio, usando acido ascorbico como agente redutor
na seguinte reagdo: 2 L-ascorbato + H20: + 2 H+ — 2 monodehidroascorbato + 2 H.O. A
catalase (CAT) catalisa a destoxificagdo de perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio, nos
peroxissomos, de acordo com a reagdo: 2 H.O2 — 2 H20O + O.. Por fim, a glutationa peroxidase
catalisa a destoxificagdo de perdxido de hidrogénio, usando glutationa reduzida (GSH) como
agente redutor: H.0: + 2 GSH — GSSG + 2 H20 (TAIZ et al., 2017)



Neste ciclo, que leva a reducéo de H20> a H20, a glutationa oxidada (GSSG) é formada
e reciclada de volta para GSH pela agéo da glutationa redutase (GR), usando NADPH como
redutor. As atividades de GR aprimoradas em resposta ao estresse hidrico servem para manter
a proporcao de glutationa reduzida para oxidada e, assim, o potencial redox da glutationa, cuja
ocorréncia é relatada em vérias espécies de plantas, incluindo o milho (AHMAD et al., 2016).

Para a cultura do milho a seca € um dos fatores que pode acarretar grandes prejuizos no
desenvolvimento da planta levando a reducdo da produtividade de grdos de até 100%
(PATERNIANI et al., 2019). Barker et al. (2005), atribuem uma perda média anual de 15% na
produtividade de milho causada pela seca em regides temperadas e 17% em regibes tropicais.
E essa influéncia do estresse hidrico € ainda mais agravada quando o milho é semeado durante
a segunda safra, pois fica sujeito a maior instabilidade climatica, ja que a safrinha abrange o
final do periodo chuvoso.

Para mitigar os efeitos do estresse hidrico, a planta recorre a mecanismos fisiol6gicos
tais como o0 ajustamento osmdtico, mecanismo onde ocorre o acimulo de solutos
osmoticamente ativos (por exemplo, cidos organicos, acucares, ions) na célula, o que gera um
gradiente no potencial hidrico da célula que aumenta o turgor celular na presenca de agua
disponivel (BARKER et al., 2005; TRINDADE; MEAGZ, 2019).

Através do ajuste osmotico a atividade meristematica e a expansdo da area foliar séo
mantidas enquanto retarda a senescéncia foliar, e permite a manutencéo da abertura estomatica,
do crescimento e da fotossintese (CHAVES, 1991; PATAKAS et al., 2002; VIEIRA JUNIOR
et al., 2007). Essas alteracdes podem entdo ter observadas a niveis celulares de divisao.

S&o encontrados diversos trabalhos na literatura buscando melhor entendimento e
formas de mitigar os efeitos do estresse hidrico (AVRAMOVA et al., 2016; BADR et al., 2020;
CHLOUPEK et al., 2010; HALL et al., 1982; HERRERO; JOHNSON, 1981; LECOEUR;
SINCLAIR, 1996; LIU et al., 2015; MESSMER et al., 2009; PATAKAS et al., 2002;
RUXTON et al., 2014; VIEIRA JUNIOR et al., 2007; WEBBER et al., 2018). Para isso,
buscam-se moléculas que sejam capazes de auxiliar no desenvolvimento das plantas mesmo

sob condicdes de seca como reguladores de crescimento, aminoécidos, poliaminas entre outras.

2.3 POLIAMINAS

Poliaminas (PAs) sdo compostos pequenos, policatibnicos, alifaticos presentes em

plantas. Esses compostos sdo responsaveis pela modulagdo de importantes processos bioldgicos



e acredita-se desempenharem papeis importantes para o crescimento e desenvolvimento vegetal
(ABDALLAH; MASHAHEET; BURKEY, 2021; BIONDI et al., 2022; HASSAN, 2020; LIJIE
Ll etal., 2018).

A influéncia no desenvolvimento das plantas através da estimulacdo com poliaminas,
foi observada em diversos sistemas bioldgicos e pode ser atribuido a sua ligacdo idnica com
acidos nucléicos, estabelecida com base na cristalografia de raios X (SMITH, 1985). Tal ligagéo
pode ser explicada pelo fato de que as poliaminas sdo totalmente protonadas sob condicgdes
fisioldgicas, podendo assim interagir com acidos nucleicos, participando assim da regulacédo de
muitos processos metabolicos, incluindo sintese de proteinas, transcri¢do, modificagdo de RNA
e modulagdo da atividade enzimética (BIONDI et al., 2022; MIYAMOTO et al., 1993;
TAKAHASHI; KAKEHI, 2010; WATANABE et al., 1991).

Dentre as poliaminas, as que mais se destacam no reino vegetal sdo a putrescina (Put)
espermina (Spm) e a espermidina (Spd). A Figura 4 abaixo mostra a sintese das poliaminas
onde a putrescina € sintetizada diretamente a partir da ornitina pela ornitina descarboxilase
(ODC), arginina ou S-adenosil metionina sendo essa transformacéo dependente da enzima S-
adenosilmetionina descarboxilase (SAMDC). Essas duas enzimas, ODC e SAMDC, sdo
limitantes da biossintese de poliaminas. A espermidina é sintetizada a partir da putrescina e a
espermina a partir da espermidina, por transferéncia da porcdo aminopropila da S-
adenosilmetionina descarboxilada. As enzimas que catalisam essas reagdes séo a espermidina
sintase (SPDS) e a espermina (SPMS) sintase (BIONDI et al., 2022; TAKAHASHI; KAKEHI,
2010).



Figura 4 - Vias biosintéticas de poliaminas em plantas
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Por se tratarem de compostos nitrogenados, a sintese das poliaminas em plantas esta
relacionada aos aminoacidos basicos arginina e ornitina e, consequentemente, ao &cido
glutdmico, um componente intermedidrio no metabolismo do nitrogénio. Sendo assim, em
alguns sistemas biologicos, as poliaminas parecem servir como Fontes de nitrogénio. Devido
ao seu acumulo em quantidades relativamente grandes, até milimolar, a concentracdo de
poliaminas pode afetar o equilibrio de nitrogénio soluvel total nas células; e agindo dessa forma
ora como compostos de armazenamento ora liberando o nitrogénio armazenado (ALCAZAR;
TIBURCIO, 2018; BOTELHO; PEREZ, 2001).

As poliaminas ainda tem a propriedade de interagir com membranas celulares, eliminar
radicais livres e alterar a expressao génica. As poliaminas tém uma ampla gama de funcées no
crescimento e desenvolvimento de plantas, incluindo embriogénese, organogénese, germinacgao
de sementes, floracdo, reproducdo sexual, senescéncia e desenvolvimento e amadurecimento
de frutos. (BIONDI et al., 2022; HODGES, 2004). O conteldo e a concentra¢do de poliaminas,
em sementes maduras, varia de acordo com a espécie, havendo distribuicdo entre os érgdos de
reserva (cotilédones e endosperma) e eixo embrionario; evidéncias indicam que o contetdo de
poliaminas aumenta durante os estagios iniciais de germinacdo (MATILLA, 1996).

No caso do amadurecimento dos grdos de milho Cao et al. (2010) observaram que as
concentracfes de Putrescina diminuem em comparacdo a aumentos continuos das
concentragdes de espermidina e espermina. Eles atribuem essa variacao a probabilidade de que
a putrescina seja transformada pela espermidina e espermina sintase durante esse periodo. Isso
leva a crer que posteriormente para o0 sucesso de germinacdo e crescimento das plantas de milho
seja importante essa maior concentracdo de espermina e espermidina (CAO et al., 2010).

H& estudos que sugerem que pelo fato de as poliaminas interagirem com grupos
aniénicos nas membranas, elas sejam capazes de prevenir vazamentos e levar a uma
estabilizacdo em condicdes de estresse. Assim, garantem protecdo contra estresses ambientais
como salinidade, resfriamento, exposicao ao 0zonio e deficiéncia de potassio (BOU CHEREAU
etal., 1999, Gao et al., 2009 ).

Para testar esse efeito de protecdo das poliaminas sobre estresses ambientais pode-se
entdo fazer usos de técnicas de aplicacdo dessas moléculas tais como: o priming, aplicacdo
direta no solo ou substrato de cultivo, aplicacdo por aspersédo nas folhas, cultivo em hidroponia

entre outros, buscando um desenvolvimento normal das plantas mediante tais intemperes.
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2.4 PRIMING

Posterior ao plantio, as sementes permanecem no solo por um determinado periodo para
absorver agua e alguns nutrientes essenciais para o seu crescimento. O Priming de sementes é
uma técnica que visa reduzir esse tempo tornando a germinacao mais rapida e uniforme. Além
de reduzir a sensibilidade da semente a fatores ambientais externos (AFZAL et al., 2016). A
técnica de priming apresenta baixo custo e consiste em submeter sementes a uma hidratacdo
controlada com o intuito de desencadear o processo metabdlico de germinacdo, evitando o
surgimento de radicais livres no interior das celulas, que pode ser prejudicial ao seu
desenvolvimento. As sementes funcionam bem em condic¢es normais e estressantes (AHMED;
EL-MAHDY, 2022). Entretanto, o tratamento de priming deve ser interrompido antes que
ocorra a perda da tolerancia a dessecacao ou seja a protuséo da radicula (PAPARELLA et al.,
2015).

Tal técnica é aplicada com o propoésito principal de melhorar a germinacdo e o
desenvolvimento inicial das plantas. Entre os beneficios atrelados ao uso do priming pode-se
destacar a emergéncia sincrona e rapida, a reducédo da foto e termo dorméncias, uma maior faixa
de temperaturas de germinacdo além de uma melhor capacidade de competir com plantas
daninhas e patégenos (ELLIS; BUTCHER, 1988; HILL et al., 2007).

Além do mais, o priming de sementes assegura uma germinacdo aumentada e uniforme,
reduz o tempo de embebicdo (BROCKLEHURST; DEARMAN, 1983), aumenta a ativacao de
enzimas pré-germinativas, aumenta a producao de metabolitos (HUSSAIN et al., 2016), repara
0 DNA danificado (FAROOQ et al., 2009), regula a osmose, induz atividade antioxidante e
solubilizagdo de proteinas de armazenamento e minimiza a peroxidagdo lipidica (ISERI;
SAHIN; HABERAL, 2014). Além disso, essa técnica é capaz de aumentar significativamente
a quantidade de mitocondrias e melhorar a regulagdo de proteinas para a divisdo celular (a- €
B-tubulina). Para mais, o priming induz mudancas celulares nas sementes, como a sintese de
novo de &cidos nucléicos e proteinas; producdo de ATP (trifosfato de adenosina); ativagédo de
esterdis e fosfolipidios; e reparar o DNA danificado durante a debulha (MARTHANDAN;
GEETHA; KUMUTHA, 2020).

Segundo Evenari (1984) o uso de priming para melhorar a germinagao e o crescimento
das sementes datam os antigos gregos. Historicamente falando ha relatos de que Teofrasto (371-
287 a.C.), observou que sementes de pepino quando embebidas em agua resultavam em
germinacdo mais rapida e uniforme em comparacdo com sementes ndo preparadas

(Theophrastus, Inquiry into Plants, Book VI, 1.6). Também o naturalista romano Gaius Plinius



Secundus (23-79 d.C.) relatou em sua Enciclopédia os efeitos positivos da pré-embebicdo de
sementes de pepino em mel e agua para germinacdo de sementes. Posteriormente, em 1539-
1619, o botanico francés Oliver de Serres relatou sobre a semente embebida em agua de esterco
por 2 dias e depois seca antes da semeadura como uma forma eficaz de tratamento de sementes
para melhor crescimento das culturas, entre outros.

Existem diferentes tipos de priming que podem ser aplicados em sementes (MICKKY,
2022). O mais comum € o priming quimico, eficiente em melhorar a tolerancia ao estresse da
cultura por meio de varios métodos, como hidrocondicionamento, halopriming, osmopriming,
hormopriming, redox priming, nutripriming, nanopriming e outros (BHANUPRAKASH;
YOGEESHA, 2016). O priming fisico também é eficaz, e 0 método mais comum é o
thermopriming (IQBAL; ASHRAF, 2010). O terceiro tipo € o priming biol6gico que
compreende o fitopriming onde as sementes sdo preparadas em um extrato vegetal (FAROOQ
et al., 2018) e biopriming onde microrganismos promotores de crescimento de plantas séo o
agente de iniciacdo (KHAN; BANO; BABAR, 2019).

A germinacdo das sementes ocorre em trés estdgios: embebicdo, germinagdo e
crescimento. Durante a primeira fase, a embebicdo, ocorre a captacdo de agua e a promocéo da
sintese de proteinas e atividades respiratdrias através do &cido ribonucleico mensageiro
(MRNA) (PAPARELLA et al., 2015). A segunda fase, a germinacéo, esta relacionada ao inicio
de diferentes atividades fisioldgicas ligadas a germinacgdo, como sintese de proteinas, sintese de
mitocondrias e alteracdo de acucares solveis (VARIER; VARI; DADLANI, 2010).

O fator critico durante o priming das sementes é a absor¢do controlada de dgua durante
0 segundo estagio, pois a germinacdo € muito mais sensivel aos fatores ambientais do que o
terceiro estagio (COME; THEVENOT, 1982). Portanto, as sementes que passam pelo priming
podem germinar em condi¢Ges ambientais mais variadas em comparacdo com sementes nao
tratadas (CORBINEAU; COME, 2006). Desta maneira, a tecnologia de priming tem sido
adotada como uma nova técnica para obter uma colheita uniforme em espera de varias empresas
agricolas e de sementes (PAPARELLA et al., 2015).

Um dos indicadores para maior produtividade de uma cultura € a germinacdo. Dessa
forma o principal foco para o aumentar da produtividade do milho é promover a germinacao
do milho (AHMED; EL-MAHDY, 2022). Uma das consequéncias da duragédo prolongada da
germinacdo é, consequentemente, a emergéncia tardia das plantulas como resultado da
interacdo direta com bactérias patogénicas do solo (MARON et al., 2013). O priming, portanto,

seria uma alternativa para evitar danos a producao.



Ao tratar sementes de trigo com extrato de milho verde e poliaminas, Alharby et al.
(2021) observaram aumento da tolerdncia ao estresse hidrico através do aumento da eficiéncia
fotossintética, da estabilidade da membrana, do teor relativo de agua e o acumulo de
antioxidantes, osmoprotetores, trans - e cis -zeatina, poliaminas e suas expressdes génicas,
além da diminuicdo dos niveis de superoxido (O 2" ) e perdxido de hidrogénio (H203), a
peroxidacdo lipidica e o vazamento de eletrélitos foram diminuidos.

Ha relatos de trabalho que obtiveram sucesso ao utilizar priming com poliaminas para
aumentar a tolerancia de plantas ao estresse ambiental como por exemplo Paul e Roychoudhury
(2016), que submeteram sementes de arroz ao condicionamento com espermina e,
consequentemente, obtiveram maior tolerancia ao estresse salino. Os danos oxidativos foram
minimizados, houve a modulacdo de antioxidantes, osmdlitos e sistemas de fotossintese;
aumento da ativacdo de enzimas antioxidantes; e reducdo dos niveis de H20O. e MDA.

Li et al. (2014) conseguiram aumentar a resisténcia ao estresse hidrico em trevo branco
fazendo um priming com espermidina aumentando a atividade de enzimas antioxidantes, o ciclo
ascorbato-glutationa e a eliminacdo de EROs e diminuindo os niveis de peroxidacéo lipidica,
além de melhorar a estabilidade da membrana celular e 0 metabolismo do amido.

Dessa forma, é possivel notar que os estudos utilizando poliaminas como mitigadoras

dos efeitos causados por estresses ambientais se mostram eficientes em diversas culturas.



3 JUSTIFICATIVA

A seca é considerada um dos estresses abidticos mais destrutivos em todo o mundo,
levando a uma queda acentuada na producdo agricola. Como resultado do aquecimento global,
a escassez de agua se agravou nos Ultimos anos, representando uma séria ameaca a producao
de alimentos e a sustentabilidade da agricultura, bem como a seguranca alimentar global
(AHMAD et al., 2022).

O estresse hidrico costuma ser o principal fator de perdas para a cultura do milho
(WEBBER et al., 2018). De acordo com FAO (2021), mesmo que um grande numero de culturas
seja cultivado e colhido em todo o mundo, apenas quatro culturas individuais representaram
metade da producéo global de culturas priméarias em 2019: cana-de-acUcar (21% do total, com 1,9
bilhdo de toneladas), milho (12%, com 1,1 bilhdo de toneladas), arroz (8%, com 0,8 bilhdo de
toneladas) e trigo (8%, com 0,8 bilhdo de toneladas). Tornando o milho a segunda maior cultura
mundial.

A manutencdo da produtividade das culturas para as geracgdes futuras pode ser alcangada
através do desenvolvimento de variedades de culturas tolerantes a seca e ao calor a partir de
recursos genéticos de plantas (FERGUSON, 2019) ou tratamentos com moléculas capazes de
mitigar os efeitos desses estresses abidticos, como € o caso das poliaminas.

Em estudo sobre concentracfes de poliaminas durante a germinacdo de sementes,
Villanueva e Huang (1993) relataram que durante o processo de quebra de dorméncia de
sementes e no inicio do processo de embebicdo, as concentracdes de poliaminas aumentam e
ficam semelhantes as de RNA, DNA e proteinas, sugerindo que as poliaminas estejam
envolvidas nos estadios iniciais da germinacgdo e sejam essenciais a0 processo.

Aliado a essa essencialidade das poliaminas, Cao et al. (2010) observaram um aumento
de espermidina e espermina no amadurecimento das sementes de milho, levando a crer na
importancia de altas concentracfes de espermina e espermidina para o desenvolvimento do
milho. Dessa forma a espermina e espermidina se tornam uma excelente alternativa para teste
de melhora na eficiéncia de germinagdo e desenvolvimento de plantas de milho, espécie de
grande importancia econémica. Assim, surge a oportunidade de aplicacdo dessas moléculas em
sementes, via priming, visando mitigar os efeitos da seca sobre a germinacéo e o crescimento

inicial em um hibrido de milho sensivel a seca.



4 OBJETIVOS

O objetivo deste estudo foi verificar se as poliaminas exercem influéncia sobre a
germinagdo e o desenvolvimento inicial de plantas de milho sensivel a seca mesmo estando sob

estresse hidrico.



5 MATERIAIS E METODOS

5.1 MATERIAL VEGETAL

Os experimentos foram realizados utilizando sementes de milho hibrido BRS 1030,
sensivel aos efeitos de seca. As sementes foram lavadas e passaram por desinfestacdo em
hipoclorito de sédio 2,5% durante 5 minutos. Posteriormente, passaram por um priming de 20
horas. Foram utilizadas as poliaminas espermina (SPM) e espermidina (SPD).

Testes preliminares foram realizados utilizando as concentracdes de 10, 50 e 100 uM
de ambas poliaminas e diferentes pressées osméticas ( 0; -1,0; -1,5 e -2,0 MPa). Mediante estes
resultados foram escolhidas as condigOes experimentais.

Os testes foram conduzidos com as concentracdes de 10 e 50 uM de espermina e
espermidina e a auséncia de poliaminas foi utilizada como controle. O processo de priming foi
realizado com imersdo das sementes em agua ou solucdo contendo as poliaminas durante 20
horas antes se serem colocadas para germinar em areia.

Foram utilizadas caixas do tipo gerbox contendo areia umedecida a 60% da capacidade
de campo (CC) com &gua, ou solugdo de manitol 73,597g.L™, resultando em um potencial
osmotico de -1MPa de acordo com Avila et al. (2007). Foram utilizadas 4 repetices e cada
repeticdo composta por uma gerbox contendo 12 sementes de milho. O cultivo foi realizado
em estufa incubadora do tipo BOD (Biochemical Oxygen Demand) durante 15 dias com
temperatura de 30°C.

Foi realizado um experimento para cada uma das poliaminas isoladamente.

1) Experimento espermina:
a) Controle positivo, composto por areia umedecida com agua e sementes submetidas
priming com agua (Controle agua);
b) Controle negativo, composto por areia umedecida com manitol e sementes submetidas
priming com agua (Controle manitol);
c) Sementes tratadas com espermina 10 pM germinadas em areia umedecida com agua

(Agua + [10umol SPMY));

d) Sementes tratadas com espermina 10 uM germinadas em areia umedecida com manitol

(Manitol + [L0umol SPMY]);

e) Sementes tratadas com espermina 50 pM germinadas em areia umedecida com agua

(Agua + [50umol SPM]);



f) Sementes tratadas com espermina 50 UM germinadas em areia umedecida com manitol
(Manitol + [5S0umol SPM]).

2) Experimento espermidina:

a) Controle positivo, composto por areia umedecida com agua e sementes submetidas
priming com agua (Controle agua);

b) Controle negativo, composto por areia umedecida com manitol e sementes submetidas
priming com agua (Controle manitol);

c) Sementes tratadas com espermidina 10 UM germinadas em areia umedecida com agua
(Agua + [10umol SPD]);

d) Sementes tratadas com espermidina 10 uM germinadas em areia umedecida com
manitol (Manitol + [10umol SPD]);

e) Sementes tratadas com espermidina 50 UM germinadas em areia umedecida com agua
(Agua + [50pumol SPDY));

f) Sementes tratadas com espermidina 50 pM germinadas em areia umedecida com
manitol (Manitol + [50umol SPM]).

A plotagem do experimento esta representada no esquema 1 abaixo.

Esquema 1 — Metodologia aplicada para influéncia de priming com poliaminas sobre o
desenvolvimento inicial de milho.

Plantio
Milho BRS 1030 e

SPM ou SPD P . BOD 30°C 15 dias
SPM ou SPD '
Areia umedecida 60%

CC com agua

Areia umedecida a 60% CC
com Manitol [-1MPa]

Fonte: ESTEVES, G. (2022)



5.2 ANALISE DE CRESCIMENTO E DESENVOLVIMENTO

Foram tomadas medidas das plantas de milho quanto a altura da parte aérea e o
comprimento de raiz com auxilio de uma régua, assim como suas respectivas massas frescas
em balanca analitica. Foi analisada também o didmetro do colmo do milho com o auxilio de

um paquimetro digital e o volume das raizes através do deslocamento de &gua em uma proveta.

5.3 ANALISE FLUORESCENCIA DA CLOROFILA a

Para anélise da fluorescéncia da clorofila a foi utilizado o aparelho Fluorcam 800MF da
Photon Systems Instruments. As folhas do milho passaram por 30 minutos de adaptacdo ao
escuro, e em seguida foram medidos os parametros de fluorescéncia minima (FO) fluorescéncia
maxima (Fm) eficiéncia maxima do fotossistema -PSIl (Fv/Fm), a extin¢do fotoquimica (gP),
extingdo ndo fotoquimica (NPQ) a taxa de transporte de elétrons (RFD e o rendimento

fotoquimico efetivo (Qy) .

5.4 ANALISE DE ACUCARES TOTAIS E REDUTORES

Para a determinacgdo de agUcares totais e redutores, 200mg de material vegetal foram
pulverizados com auxilio de almofariz e pistilo e acrescentou-se metanol, cloroférmio e dgua
na proporcdo 12:4:3. Posteriormente, o material foi deixado em repouso durante 24h seguido
de centrifugacédo. O sobrenadante foi retirado e misturado com cloroférmio e 4gua na proporcao
3:1 e mantido mais 24 horas em repouso. Por fim, a fracdo orgéanica foi utilizada para analise
de acucares totais e redutores.

Para acgucares redutores foi utilizado o método de Miller (1959) em uma reacdo com
acido 3,5 dinitrosalicilico na presenca do tartarato de sodio e potassio (sal de Rochelle) em meio
alcalino. A leitura foi realizada em espectrofotdmetro a 540 nm. Para os agUcares totais foi
utilizado o método de antrona baseia na acdo hidrolitica e desidratante do acido sulfurico
concentrado sobre os carboidratos. Ambas as curvas de calibragdo foram preparadas com

glicose.



5.5 ANALISE DE GLUTATIONA REDUZIDA E OXIDADA

Foram pulverizados 250mg de material vegetal e adicionado acido fosforoso a 25%
(m/V) e tampéo fosfato de sédio 100mM pH 8,0. Posteriormente foi feita a centrifugacéo e o
sobrenadante utilizado para a anélise de glutationa reduzida e oxidada.

Para a glutationa reduzida foi feita a reacdo com oftaldeido e para a oxidada
primeiramente foi utilizado hidréxido de sodio e oftaldeido. Ambos foram analisados em
equipamento do tipo fluorimetro dando a amostra excitada em 350nm e a leitura em 420nm

seguindo o0 método de Hissin e Hilf (1976).

5.6 ANALISE ENZIMATICA

Para analise de enzimas seguiu-se 0 método de Garcia-limones (2002), onde utilizou-se
350mg de material vegetal pulverizado em tampéo fosfato de potéssio pH 7,5 EDTA 1mM e
PMSF 1mM além de ascorbato 5mM. Apo6s a centrifugacdo o sobrenadante foi utilizado para a
estimativa da atividade das enzimas Ascorbato peroxidase (APX), Catalase (CAT), Guaiacol
Peroxidase (GPOX) e Superdxido Dismutase (SOD).

a) Atividade da APX

Utilizou-se tampéo fosfato de potassio a 50mM com pH 7,0, peréxido de hidrogénio
(H202) como substrato da enzima e ascorbato de sédio 25mM como cofator cuja queda de
concentragéo foi avaliada durante 2 minutos e meio sob leitura em espectrofotometro em 290
nm (¢ = 2,8 mMZcm™?). Onde 1 unidade de APX é capaz de oxidar 1pmol por minuto de

ascorbato.

b) Atividade da CAT

Foi utilizado tampao fosfato de potassio a 50mM com pH 7,0 e como substrato utilizou-
se 20 mM de peroxido de hidrogénio (H20>), cuja reducdo da concentragéo foi observada com
a leitura da absorbancia em espectrofotdmetro durante 3 minutos a 240nm (e = 36 mM~cm™).
Sendo necessaria 1 unidade de CAT para decompor lumol por minuto de perdéxido de

hidrogénio.



c) Atividade da GPOX

O ensaio de cinética foi realizado com tampao fosfato de potassio 100 mM pH 6,5,
guaiacol a 15mM e 0,05% de peroxido de hidrogénio (v/v). A oxidacdo do guaiacol foi
observada pelo decaimento da leitura de absorbancia durante 3 minutos em espectrofotdmetro
a 470nm (e = 26,6 mM™cm™). Definindo-se, para essas condigdes, que para a producdo de

1umol de guaiacol oxidado por minuto € necessaria uma unidade de GPOX.

d) Analise da SOD

Para a andlise da cinética da SOD foi utilizado tampao fosfato de potassio a 50mM pH
7,8, EDTA a 0,1mM, metionina a 13 mM NBT (nitrobluetetrazolium). As amostras foram
incubadas durante 12 minutos sob luz continua. A leitura da absorbancia se deu na faixa de
560nm onde 1 unidade de 50 inibe a redugdo de NBT em 50%.

Para o calculo da atividade enzimatica foi utilizado o método de Bradford para
quantificar as proteinas totais das amostras. Foi dissolvido 100mg de Coomassie blue G250
em 50 mL de 95% etanol. A solu¢do foi misturada a 100 ml de acido fosforico a 85% e em
seguida o volume foi completado para 1 litro. Ap6s 24 horas de agitacdo foi realizada a

filtragem e o filtrado foi utilizado para a quantificacdo de proteinas (KRUGER, 1994).

5.7 ANALISE DE CITOGENETICA

As sementes que haviam passado pelo priming de 20 horas com poliaminas ou nao
foram germinadas em papel germiteste umedecido, com trés vezes o peso do papel, com manitol
a pressdo osmatica de -1MPa ou agua destilada. As radiculas foram coletadas a cada 24horas e
fixadas em Carnoy (1:3 — acido acético: alcool).

As radiculas fixadas em Carnoy foram lavadas com agua destilada durante 5 minutos
por 3 vezes. Posteriormente foi adicionado acido cloridrico a 45% (v/v) e foram incubadas a
60°C durante 8 minutos. Repetiu-se o ciclo de lavagem e foi adicionado o Shiff para a
coloragdo. Permaneceram 45 minutos em contato com o corante e entdo as pontas das raizes
foram utilizadas para preparacdo das laminas através de esmagamento e espalhamento das

células.



Para a contagem das células foi utilizado microscépio e um contador de células. Foram
analisados 15 campos contendo 100 células cada um para definir a porcentagem das células em
divisdo celular (GUERRA; SOUZA, 2002).

5.8 ANALISE DOS DADOS
Todo o experimento foi realizado seguindo um delineamento inteiramente casualizado

(DIC) e passou por analise de variancia do tipo ANOVA pelo teste de comparacédo de medias

scott-knott a 5% de significancia. Utilizando o programa de analise estatistica R.



6 RESULTADOS E DISCUSSAO

Com os testes preliminares, observou-se que os resultados obtidos com 50 e 100uM
eram iguais, optou-se entdo por testar apenas as concentragdes de 10 e 50 uM. J& em relacdo ao
potencial osmético verificou-se que a partir de -1,5 MPa as plantas ndo se desenvolviam
adequadamente, impossibilitando as analises subsequentes, pois as folhas apresentavam
enrolamento (Foto 1a) além de em alguns casos ocorrer a translocacdo do manitol para a parte
aérea (Foto 1b). justificando as concentracg@es utilizadas para a realizacdo dos experimentos.

Foto 1 — plantas de milho BRS1030 apo6s 15 dias de cultivo em cdmara do tipo BOD a 30°C.

Fonte: ESTEVES, G. (2022)
Legenda: a) Plantas de milho cultivadas sob pressdes osméticas 0;-1,0;-1,5 e -2,0 MPa.

b) Foco na folha de milho que apresenta translocacéo de manitol.

Para a analise de emergéncia pode-se observar pela Pranchal que a porcentagem de
emergéncia (1la e 1b) ndo houve variagdo significativa entre os tratamentos, o que € esperado
uma vez que a porcentagem de emergéncia € um parametro pouco sensivel ao estresse imposto.
O fato de todas as sementes terem sido submetida ao processo de pré hidratagdo garantiu que
as sementes tivessem agua suficiente para finalizar o processo de germinagéo.

Ja para o Indice de Velocidade de Emergéncia (1c e 1d) houve uma interferéncia
significativa quando se tratavam das sementes expostas ao estresse hidrico, ocorrendo uma
reducdo desse parametro para todos os tratamentos que foram estressados e as poliaminas néo
foram capazes de reverter essa situacdo. Sendo importante ressaltar que todos os tratamentos

sob estresse ndo apresentaram variacao entre eles. Com isso 0s tratamentos com as poliaminas



ndo causaram modificacbes nos processos germinativos em condi¢cdes normais € nem em

condigdes de estresse.

Prancha 1 — Porcentagem de emergéncia e Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) de
plantas de milho BRS 1030 cultivadas em areia e umedecida com agua ou manitol
[-1,0MPa] tendo passado por priming de 20 horas com agua, ou espermina, ou
espermidina [10 e 50uM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)

Legenda: a) Porcentagem de emergéncia em plantas de milho tratadas com espermina.
b) Porcentagem de emergéncia em plantas de milho tratadas com espermidina.
¢) indice de Velocidade de Emergéncia de plantas tratadas com espermina.

d) indice de Velocidade de Emergéncia de plantas tratadas com espermidina.

Observa-se assim que ndo ha variacdo na quantidade de plantas emergidas, mas sim na

velocidade que elas emergem. Demonstrando a maior influéncia do estresse hidrico no atraso



da germinacdo das sementes (LIU et al., 2015). De acordo com Heydecker (1977), ao ser
submetido ao estresse ambiental primeiramente ocorre um decréscimo na velocidade de
germinacdo e sO posteriormente a porcentagem de germinacao das sementes é afetada. Assim
como os dados acima apontam.

Isso ocorre pois o inicio da germinacdo depende quase que exclusivamente da entrada
de &gua na semente para que possam iniciar as rea¢cdes quimicas, atividade enzimaéticas para
aproveitamento do endosperma como fonte de nutriente para o desenvolvimento do embri&o.

Para a avaliacdo do crescimento, na Prancha 2 verificamos que a altura da parte aérea
(2a) ndo ¢é influenciada pela espermina quando submetida ao estresse hidrico, uma vez que as
maiores plantas foram do controle positivo com uma média de 30cm de altura. Entretanto sua
presenca parece diminuir o desenvolvimento da parte aérea ja que mesmo hidratada as plantas
permanecem menores. Para o caso de estarem sobre o efeito do estresse hidrico tanto o controle
negativo quando com a presenca de espermina ndo ocorre um bom desenvolvimento da parte
aerea.

A espermidina (2b) induziu o crescimento da parte aérea das plantas quando utilizada
sem estar sob estresse atingindo uma média de 33,49 cm, superando o controle positivo.
Quando colocada sob estresse hidrico, com manitol, a espermidina é capaz de agir, superando
significativamente a altura de suas plantas com as do controle negativo, demonstrando
potencial para auxiliar no desenvolvimento vegetal em condicdes adversas.

Para o comprimento da raiz verifica-se que ao contrario do que ocorre na parte aérea, a
espermina (2¢) age aumentando o comprimento quando usada com agua, atingindo 41,31 e
34,03 cm de comprimento para 10 e 50 UM de espermina respectivamente, superando e muito
o controle positivo (30,12 cm) e negativo (8,03cm), porém ndo tem efeito sob estresse.

A espermidina (2d) ndo apresenta um bom desempenho, ndo sendo capaz de auxiliar no
crescimento da raiz quando se encontra sob estresse e inclusive tornando o comprimento

inferior ao controle positivo.



Prancha 2 — Altura da Parte Aérea e comprimento de Raiz plantas de milho BRS 1030 cultivadas
em areia e umedecida com agua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado por priming
de 20 horas com 4gua, ou espermina, ou espermidina [10 e 50uM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)

Legenda: a) Altura da Parte aérea em plantas milho tratadas com espermina.
b) Altura da Parte aérea em plantas de milho tratadas com espermidina.
¢) Comprimento da raiz de plantas de milho tratadas com espermina.

d) Comprimento da raiz de plantas de milho tratadas com espermidina.

O comportamento contrario observado entre as poliaminas sugere que elas tém acfes
diferentes durante o desenvolvimento. Os baixos valores obtidos para a altura da parte aérea e
comprimento de raiz podem ser explicados uma vez que o crescimento das plantas ocorre
através da divisdo celular meristematica seguida pelo alongamento celular. Ao ser submetida
ao estresse hidrico e consequentemente ocorrer a interrup¢do do fornecimento de agua as
células meristematicas, o alongamento celular é severamente inibido, reduzindo a divisdo

celular e, portanto, o crescimento das plantas (ZIA et al., 2021).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cell-elongation

independentemente do tratamento (3a e 3b) verifica-se a ndo influéncia dos tratamentos. Ja o
volume de raizes (3c e 3d) é maior nas plantas hidratadas, independente da presenca ou néo de

poliaminas. Novamente nao sendo capazes de auxilia no desenvolvimento quando imposto o

O diametro do colmo Prancha 3

permanece sem alteragcbes significativas

estresse hidrico, situacdo observada por ndo diferir estatisticamente do controle negativo.

Prancha 3 — Didmetro do colmo (mm) e volume das Raizes (cm®) de plantas de milho BRS 1030
cultivadas em areia e umedecida com agua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado por
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)
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Legenda: a) Didmetro do caule em plantas milho tratadas com espermina.

b) Didmetro do caule em plantas de milho tratadas com espermidina.

c) Volume da raiz de plantas de milho tratadas com espermina.

d) Volume da raiz de plantas de milho tratadas com espermidina.



Geralmente, em plantas submetidas ao déficit hidrico o crescimento da raiz é favorecido
em relacdo ao crescimento da parte aérea (KIM et al., 2020). Esta é uma das estratégias de
sobrevivéncia, onde a planta investe em raizes para aumentar o contato com o solo e
consequentemente a absorcdo de agua. Por se tratar de um hibrido sensivel a seca, nédo
verificamos esse comportamento no controle negativo.

Para os parametros de massa fresca (Prancha 4) observa-se que a espermina (4a e 4c)
leva a um aumento de massa expressivo em comparacdo com o controle quando usada sem o
estresse hidrico tanto da parte aérea quanto da raiz. Ja sob estresse ela ndo é capaz de auxiliar
no aumento de massa, igualando significativamente ao controle negativo.

A espermidina(4b e 4d) por outro lado ndo foi capaz de superar, mas se igualou,
significativamente falando, com o desenvolvimento das plantas controle quando hidratadas, e
se nao favorecendo o valore de massa quando submetida ao estresse se igualando ao controle

negativo. Tais observacgdes valem tanto para parte aérea quanto raiz.



Prancha 4 — Massa fresca da Parte Aérea (g) e Raizes (g) de plantas de milho BRS 1030
cultivadas em areia e umedecida com &gua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado
por priming de 20 horas com agua, ou espermina, ou espermidina [10 e 50uM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)
Legenda: a) Massa fresca da parte aérea de plantas milho tratadas com espermina.

b) Massa fresca da parte aérea plantas de milho tratadas com espermidina.
¢) Massa fresca da raiz de plantas de milho tratadas com espermina.

d) Massa fresca da raiz de plantas de milho tratadas com espermidina.

Em geral o milho € capaz de tolerar um nivel elevado de estresse e manter o crescimento
das suas raizes e partes aéreas a niveis de estresse que séo inibitdrios para plantas C3, como o
trigo (Triticum aestivum) (NAYYAR, 2003; SIDDIQUE; HAMID; ISLAM, 1999). Entretanto
para o crescimento inicial nessas condi¢des de estresse aplicadas houve uma reducdo na massa
e nem mesmo o uso de poliaminas foi capaz de reverter tal situagdo. Mas a espermina aumenta

a massa fresca do milho quando utilizada na auséncia do déficit hidrico.



Para os cereais, 0 bom desempenho do crescimento das plantas é associado com
sistemas radiculares bem desenvolvidos, bem como caracteristicas de plantulas precoces 0s
quais podem ajudar a melhorar a tolerancia ao estresse (AHMED et al., 2019; AVRAMOVA
et al., 2016; CHLOUPEK et al., 2010). As raizes sdo um importante 6rgdo de absorcao das
plantas, o nivel desenvolvido das raizes € um dos principais indices de resisténcia a seca. Do
ponto de vista fisiolégico, uma 6tima relacdo raiz-parte aérea é benéfica para aliviar o estresse
hidrico (LIU et al., 2015). Porém nas concentracdes e condicdes testadas as poliaminas nao
atribuiram essa caracteristica.

Uma vez que cada uma das poliaminas age influenciado a parte aérea (espermidina) e a
outra no desenvolvimento de raiz (espermina), a combinacdo das duas poderia ser um
tratamento capaz de minimizar os danos causados pelo déficit hidrico.

Para os parametros de fluorescéncia da clorofila (Prancha 5), podemos observar que a
eficiéncia méxima do fotossistema (Fv/Fm) foi afetada, ficando entre 0,66 e 0,71 para
espermina (5A) e 0,70 e 0,74 para espermidina(5B). Tais valores ndo eram esperados para o
tratamento controle, uma vez que de acordo com Bolhar-Nordenkampf et al. (1989) quando a
planta esta com seu aparelho fotossintético intacto, a razao Fv/Fm deve variar entre 0,75 e 0,85
enquanto queda nesta razdo indicaria a presenca de dano fotoinibitério nos centros de reacao
do PSII. Tal relagédo baixa pode estar relacionada ao fato de as plantas terem cerca de 15 dias
ou até mesmo pelo fato de terem sido cultivadas em camara do tipo BOD.



Prancha 5 — Eficiéncia m&xima do fotossistema (Fv/Fm) e rendimento fotoquimico efetivo (Qy)
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de plantas de milho BRS1030 cultivadas em areia e umedecida com dgua ou manitol
[-1,0MPa] tendo passado por priming de 20 horas com &gua, ou espermina, ou
espermidina [10 e 50uM] mensurados na FluorCam 800MF da Photon Systems

Instruments.
ESPERMINA ESPERMIDINA
a) b)
0,9 0,9
a b a a a a a a a a a b
0,6 0,6
E
<
e
0,3 0,3
0,0 0,0
c) d)
0,9 0,9
a
T b b
0.6 0.6 ¢ T ¢
&g
a
03 T 5 I - 0.3
il ? 1
0 - = & & 0.0 = X
.@J & ‘f‘ 3 = 651' er & éﬂ é-:} I&Q
SIS ST
& & & L& £ 8 o ¢« £ L £ F5
£ & §F & F o & o F & §F &
S & & £ ¢ £ S & & £ & £
g v & v F g v & ¥ F
¢ & & G & &

Fonte: ESTEVES, G. (2022)

Legenda: a) Eficiéncia maxima do fotossistema de plantas milho tratadas com espermina.

b) Eficiéncia maxima do fotossistema de plantas milho tratadas com espermidina.
c¢) Rendimento fotoquimico efetivo de plantas de milho tratadas com espermina.

d) Rendimento fotoquimico efetivo de plantas de milho tratadas com espermidina.

Os resultados sobre a relagdo Fv/Fm obtidos sob a reducdo do potencial hidrico sdo

contraditérias em literatura. Lichtenthaler e Miehé (1997) afirmam que, em geral, as plantas

apresentam sintomas caracteristicos em seu aparato fotossintético, tal como rapido decréscimo

na relagcdo Fv /Fm sempre que o solo seca, como em milho (CRUZ, 2006). Em contrapartida,

Ghannoum et al. (2003) ndo encontraram alteracGes significativas na relagcdo Fv/Fm em quatro

espécie

s de gramineas de ciclo C4, indicando que a capacidade de transporte de elétrons ndo

foi alterada em fung&o do estresse hidrico. Ha4 também relatos que a fluorescéncia maxima da



clorofila a é afetada apenas ap6s longo tempo de exposicdo ao estresse hidrico (SHIN et al.,
2021); o que explicaria a similaridade dos resultados dos tratamentos com o controle.

Para o rendimento quantico efetivo, as plantas tratadas com espermina (5¢) sob o
estresse hidrico, a poliamina ndo é capaz de influenciar neste parametro mantendo os valores
estatisticamente iguais aos do controle, tanto positivo quanto negativo. J& para espermidina (5d)
aparentemente traz um leve decréscimo quando aplicada em plantas bem hidratadas e quando
sob estresse ndo diferencia estatisticamente do controle negativo.

O rendimento da fluorescéncia da clorofilaa € uma técnica que mensura o nivel de
excitacdo da energia no sistema de pigmentos que dirigem a fotossintese e fornece
subsidios para estimar a inibicdo ou o dano no processo de transferéncia de elétrons no
fotossistema Il (PSI1l) (BOLHAR-NORDENKAMPEF et al., 1989). Geralmente, condi¢ctes de
estresse ambiental podem afetar os eventos nos tilacoides, interferindo assim na eficiéncia
da fotossintese, comprometendo o transporte de elétrons, e limitando a producdo de ATP e
NADPH; (KRAUSE, 1991; TATAGIBA; PEZZOPANE; REIS, 2015).

Os valores encontrados para o coeficiente de extincdo fotoquimica (gP) na Prancha 6
para a espermina (6a) demonstram que ndo ha acao da espermina sobre esse parametro com 0s
valores se mantendo iguais aos dos controles. J& o tratamento com espermidina (6b) parece
afetar negativamente ocorrendo reducdo desse parametro quando usada em plantas bem
hidratadas uma vez que os valores sdo inferiores ao controle positivo e ndo exercendo acdo sob

estresse, se igualando ao controle negativo.



Prancha 6 — Extin¢do fotoquimica (qP), Extingdo ndo fotoquimica (NQP) e Taxa de
transferéncia de elétrons (RFD) de plantas de milho BRS1030 cultivadas em
areia e umedecida com agua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado por priming
de 20 horas com &gua, ou espermina, ou espermidina [10 e 50uM] mensurados
na Fluorcam 800MF da Photon Systems Instruments.
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)

Legenda: a) Extingdo fotoquimica de plantas milho tratadas com espermina.
b) Extincao fotoquimica de plantas de milho tratadas com espermidina.
c) Extincdo ndo fotoquimica de plantas de milho tratadas com espermina.
d) Extin¢do ndo fotoquimica de plantas de milho tratadas com espermidina.
e) Taxa de transporte de elétrons de plantas milho tratadas com espermina.

f) Taxa de transporte de elétrons de plantas milho tratadas com espermidina.



A espermina (6c¢) apresenta valores de NQP mais baixos que os controles positivo e
negativo. Ja a espermidina (6d) as plantas hidratadas se igualaram ao controle positivo.

Para a taxa de transporte de elétrons (RFD) quando tratadas com espermina (6e) e
submetidas ao estresse as plantas apresentam valores mais baixos até mesmo que o controle
negativo. Espermidina (6f) todos os valores sdo superiores ao controle negativo.

O quenching fotoquimico (gP) representa a dissipacdo da fluorescéncia da clorofila
associada as reacOes fotoquimicas, relacionado com a quantificacdo da energia de excitacao
capturada pelos centros de reacao abertos (Quinona a oxidada), a fragdo “aberta” do PSII em
relacdo a fragdo total desse fotossistema.

A extincdo ndo fotoquimica (NQP) é a quantidade de energia que é perdida na forma
principalmente de calor, o que ndo é bom para as plantas que deveriam aproveitar ao maximo
a energia que atinge os centros de reacdo. Avaliando os resultados observa-se que a
espermidina foi mais eficiente para evitar danos ao fotossistema, pois apresentou valores mais
altos de gP e mais baixos de NQP demonstrando um bom funcionamento do fotossistema. 1sso
corrobora com os dados de biometria onde a espermidina influencia mais no desenvolvimento
da parte aérea.

Os acUcares totais e redutores (Prancha 7) se apresentam em maior concentragdo na parte
a érea das plantas estressadas e independentemente da poliamina utilizada, espermina (7a e 7¢)
ou espermidina (7b e 7d) a média € significativamente igual ao controle negativo.Com relagéo
a concentracdo desses agucares na raiz verificamos gque os valores sdo maiores que o controle
negativo quando se tem o uso de espermina, superando inclusive o controle negativo. Em geral
é esperado pois 0 aumento dos teores de agucares sdo um mecanismo de defesa das plantas ao
estresse hidrico, tais resultados evidenciam a acdo observada nos pardmetros biométricos de

influéncia da espermina na raiz do milho.



Prancha 7 — Acucares totais e redutores (ug) de plantas de milho BRS 1030 cultivadas em areia
e umedecida com &4gua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado por priming de 20 horas
com &gua, ou espermina, ou espermidina [10 e 50uM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)
Legenda: a) Concentracdo de agUcares totais da parte aérea e raiz de plantas milho tratadas com
espermina.
b) Concentracdo de agUcares totais da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas com
espermidina.
c) Concentracdo de acucares redutores da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas
com espermina.
d) Concentragdo de aclcares redutores da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas

com espermidina.



Esse alta concentracdo de agucares esta relacionada a compensacdo osmotica onde a
planta busca aumentar o potencial na folha atraves de agucares. Isso ocorre para que mesmo
com o potencial hidrico da rizosfera (o microambiente que envolve a raiz) mais baixo devido
ao déficit hidrico, as plantas continuem a absorver agua desde que o potencial da planta seja
mais baixo (mais negativo) do que na agua do solo. Ou seja, 0 ajuste osmotico é a capacidade
das células vegetais de acumular solutos e usé-los para baixar o potencial da durante periodos
de estresse (TAIZ et al., 2017). Isso demonstra que as plantas reagiram ao fator estressante do
déficit hidrico.

Além dessa funcdo de agente osmotico, acredita-se que sob estresse hidrico os aglcares
sollveis possam funcionar como osmoprotetores (BOHNERT; NELSON; JENSEN, 1995;
INGRAM; BARTELS, 1996; TAN et al., 2006). Dessa maneira sdo capazes de estabilizar
proteinas e membranas, provavelmente substituindo a agua na formacdo de ligacGes de
hidrogénio por residuos polipeptidicos polares e grupos fosfolipidios fosfato (CROWE;
HOEKSTRA; CROWE, 1992; STRAUSS; HAUSER, 1986; TAN et al., 2006).

Avaliando as formas de combate as espécies reativas de oxigénio que sdo formadas pelo
estresse hidrico, as concentracdes de glutationa oxidada (Prancha 8) sdo maiores nos
tratamentos estressados e tratados com 50uM de ambas poliaminas ( 8A e 8B) tanto na parte
aérea quanto nas raizes. Ja a glutationa reduzida (8C e 8D), ndo houve diferenca significativa

entre os tratamentos.



Prancha 8 — Concentracdo de Glutationa oxidada e reduzida (uM) de plantas de milho BRS
1030 cultivadas em areia e umedecida com &gua ou manitol [-1,0MPa] tendo
passado por priming de 20 horas com &gua, ou espermina, ou espermidina [10 e
50puM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)
Legenda: a) Concentragdo de glutationa oxidada da parte aérea e raiz de plantas milho tratadas com
espermina.
b) Concentracdo de glutationa oxidada da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas
com espermidina.
c) Concentracdo de glutationa reduzida da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas
com espermina.
d) Concentracdo de glutationa reduzida da parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas

com espermidina.

Para a manuteng@o do ambiente redutor intracelular a razdo entre glutationa reduzida e
oxidada (GSH/GSSG) é mantida em niveis muito altos (SIES; MOSS, 1978). No caso do milho



tratado com as poliaminas isso ndo ocorreu uma vez que os valores de glutationa oxidada séo
maiores.

A glutationa e suas enzimas metabdlicas interagem com os reguladores de crescimento
das plantas, que séo considerados vitais para o estabelecimento da planta (HASANUZZAMAN
et al., 2017). A elevacédo do nivel de Glutationa reduzida endégeno aumenta a diviséo celular
na regido meristematica da raiz e esse alongamento € uma importante adaptacdo morfologica
aseca (VERNOUX et al., 2000; ZIA et al., 2021 ).

Estudos confirmaram que niveis elevados de glutationa reduzida endégenos podem
conferir tolerancia ao estresse hidrico e melhorar os danos induzidos por EROs. Glutationa e
seus antioxidantes relacionados foram observados para reduzir o estresse osmético em milho e
em plantas de trigo. Onde 0 aumento da atividade da glutationa redutase € proporcional ao
aumento de estresse hidrico (KOCSY; SZALAI; GALIBA, 2002).

Ainda Koffler et al. (2014) demonstraram os papéis de sinalizacdo da glutationa
reduzida em Arabidopsis thaliana sob estresse hidrico. Os autores concluiram que a glutationa
reduzida foi usada para indicar o estresse hidrico percebido pelas raizes as folhas em momentos
iniciais.

Analisando os resultados percebe-se que as concentracdes enzimaticas (Prancha 9) séo
superiores nas raizes para todas as enzimas. Isso era esperado uma vez que essas enzimas
funcionam como mecanismo para diminuir danos causado pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs).

Para a espermina e espermidina todas as concentra¢fes enzimaticas se mostram mais
altas nas raizes de plantas que germinaram de sementes tratadas com 10 ou 50uM e areia

umedecida com agua sendo superiores ou iguais ao controle.



Prancha 9 - Concentrag¢fes enzimaticas de Catalase (CAT), Ascorbato peroxidase (APX),
Guaiacol Peroxidase (GPOX) e Superdéxido Dismutase (SOD) de plantas de milho
BRS 1030 cultivadas em areia e umedecida com &gua ou manitol [-1,0MPa] tendo
passado por priming de 20 horas com &gua, ou espermina, ou espermidina [10 e
50puM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)



Legenda: a) Atividade enzimatica da catalase na parte aérea e raiz de plantas milho tratadas com

espermina.

b) Atividade enzimatica da catalase na parte aérea e raiz de plantas de milho tratadas
com espermidina.

c) Atividade enzimética da ascorbato peroxidase na parte aérea € raiz de plantas milho
tratadas com espermina.

d) Atividade enzimética da ascorbato peroxidase na parte aérea e raiz de plantas de milho
tratadas com espermidina.

e) Atividade enzimética da guaiacol peroxidase na parte aérea e raiz de plantas milho
tratadas com espermina.

f) Atividade enzimatica da guaiacol peroxidase na parte aérea e raiz de plantas de milho
tratadas com espermidina.

g) Atividade enzimatica da superoxido dismutase na parte aérea e raiz de plantas milho
tratadas com espermina.

h) Atividade enzimatica da superdxido dismutase na parte aérea e raiz de plantas de milho

tratadas com espermidina.

O déficit hidrico afeta a condutancia estomatica, taxa de transporte de elétrons na
membrana, difusdo de CO:, eficiéncia de carboxilacdo e fotossintese isso leva a geracao de
EROs (HASANUZZAMAN et al., 2017). Essas EROs sdo altamente reativas a lipidios de
membrana, proteinas e DNA , dessa forma se tornam responsaveis por lesdes e danos celulares.
Para combater essas moléculas as planta recorre a enzimas como Superédxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), peroxidase (POD) que sdo indicadores comuns e importantes de avaliacdo da
resisténcia a seca, onde o aumento da atividade dessas enzimas indicam maior resisténcia a
seca (AHMAD et al., 2021; HASANUZZAMAN et al., 2017; JOHNSON; PUTHUR, 2021;
NAHAR et al., 2016).

As EROs se acumulam nas células quando sofrem algum tipo de estresse ambiental.
Essas células sdo entdo detoxificadas por enzimas especializadas e antioxidantes, um processo
referido como inativagdo de EROs. Os antioxidantes biologicos sdo compostos organicos
pequenos ou peptideos pequenos que podem aceitar elétrons de EROs como superdxido ou
H20> e neutraliza-los (TAIZ et al., 2017).

De acordo com Li et al. (2014) o priming de sementes de trevo branco (Trifolium repens)
com espermidina (SPD) induziu tolerancia ao estresse hidrico, aumentando a atividade de
enzimas antioxidantes, o ciclo ascorbato-glutationa e a elimina¢do de EROs e diminuindo os

niveis de peroxidagdo lipidica, além de melhorar a estabilidade da membrana celular e o



metabolismo do amido. O mesmo é relatado por Paul e Roychoudhury (2016) que observaram
a diminuicdo os danos oxidativos; modulacdo de antioxidantes, osmolitos e sistemas de
fotossintese; aumentando a ativacéo de enzimas antioxidantes; e reducdo dos niveis de H20z e
MDA em plantas de arroz que foram tratadas com priming de espermina.(PAUL;
ROYCHOUDHURY, 2016)

A espermidina aparentemente influenciou negativamente na diviséo celular (Prancha

10) do milho enquanto que a espermina ndo apresentou nenhuma interferéncia.

Prancha 10 — Porcentagem de células em divisdo de plantas de milho BRS 1030 cultivadas em
areia e umedecida com agua ou manitol [-1,0MPa] tendo passado por priming de
20 horas com &gua, ou espermina, ou espermidina [10 e 50uM].
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Fonte: ESTEVES, G. (2022)

O que néo era esperado, uma vez que as poliaminas estdo ligadas a estabilidade da
membrana celular e consequentemente a divisdo celular. Anteriormente foi visto que a
espermina levou ao aumento do comprimento de raiz esperava-se um aumento na divisdo
celular.

Mesmo com essa diminui¢do das taxas de divisdo causada pelo uso da espermidina
foram encontradas células normais em divisao (Foto 2), em todos os tratamentos, sem uma taxa
expressiva de anormalidades nos tratamentos avaliados, 0 que nos mostra que os tratamentos
ndo causam danos os cromossomos. Diante de tal resultado pode-se considerar que o aumento
do comprimento da raiz observado como uso de espermina possa ter sido consequéncia de

células maiores e mais turgidas ao invés de uma maior quantidade de células.



Foto 2 — Etapas do ciclo de divisao celular de células de ponta de raiz de milho.
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Legenda: a) Interfase d) Anéfase
b) Profase e) Teldfase
c¢) Metéfase Barra = 10um

O estresse por seca causa crescimento e desenvolvimento anormais das plantas, inibindo
a proliferacdo e expansdo celular (AHMAD et al., 2022). O fato dessas anormalidades ndo
terem sido encontradas mostra que os tratamentos foram capazes de influenciar positivamente
mantendo a normalidade celular.

O fato de as sementes terem passado pelo processo de hidratacdo controlada de 20 horas
antes da plotagem do experimento, favoreceu a fase de embebicdo, que leva a alocagéo
acelerada de nutrientes para o meristema o0 que torna possivel que a semente autotréfica se
torne uma plantula heterotréfica (BAHRABADI et al., 2022; SOLTANI; GHOLIPOOR;
ZEINALLI, 2006) e ndo interferindo a protusdo da radicula. Tal resultado corrobora com 0s

dados obtidos sobre a porcentagem de germinacéo que ndo apresentou queda devido a seca.



7 CONCLUSAO

Conclui-se que a espermina e a espermidina usadas isoladamente, nas concentragdes de
10 e 50 uM ndo sdo capazes de mitigar efetivamente os efeitos do estresse hidrico, porém
podem auxiliar em alguns parametros de desenvolvimento do milho sem estresse.

A espermina favorece o desenvolvimento das raizes e portando os parametros
relacionados a ela como comprimento e volume radicular, aumento das concentragcfes de
agucares nas raizes. Enquanto a espermidina age principalmente na parte aérea favorecendo o
desenvolvimento e protegendo o fotossistema. Ambas as poliaminas aumentam a atividade
enzimatica antioxidativa. Entretanto a acdo das poliaminas separadamente é mais efetiva
quando a planta se encontra em condicdes 6timas de hidratacéo.

Pelo fato de ndo apresentarem 0 mesmo comportamento, auxiliando no
desenvolvimento vegetal cada uma a sua maneira € interessante que se estude a combinacgéo

delas em busca de uma acdo mais efetiva de mitigacdo dos efeitos causados pela seca.
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