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RESUMO GERAL

A seca é um dos fatores que mais limita o desenvolvimento da planta e a produtividade de gréos
de milho. Compreender as caracteristicas do déficit hidrico € fundamental para a identificacdo
e a selecdo de genotipos tolerantes a seca. Na selecdo de um gendtipo podem ser utilizadas
multiplas estratégias, dentre essas, os marcadores fenotipicos e moleculares. Assim, objetivou-
se avaliar a influéncia do déficit hidrico sobre algumas caracteristicas agronémicas e a
expressdo das enzimas do sistema antioxidante em folhas, raizes e sementes de plantas de
linhagens e hibridos de milho. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas
duas linhagens (L91 e L31) e dois hibridos de milho (31/91 e 91/31), contrastantes quanto a
tolerancia a seca, classificados em trabalhos anteriores. No primeiro experimento, foram
avaliados os caracteres agronémicos: altura de planta, tamanho de pendéo, o intervalo entre 0s
florescimentos feminino e masculino e nimero de sementes por planta. Foram observadas
diferencas estatisticas em todas as caracteristicas, exceto para nimero de sementes. Conclui-se
que caracteres agrondmicos relacionados ao florescimento de plantas de milho e comprimento
de pendao, podem estar associados a toleréncia ao déficit hidrico e podem ser utilizados como
caracteres para a escolha de novas cultivares tolerantes a seca. O segundo experimento foi
realizado com os mesmas linhagens e hibridos e foram avaliadas as expressfes das enzimas,
catalase (CAT), esterase (EST), peroxidase (POX), superéxido dismutase (SOD) e proteinas
totais, pela técnica de eletroforese e a quantificacdo das proteinas CAT, SOD, EST, ascorbato
peroxidase (APX) e proteinas totais, pela técnica de espectrofotometria de microplacas, em
folhas, raizes e sementes de milho submetidas a dois regimes hidricos (sem e com déficit
hidrico). Foram observadas variacGes das expressdes das enzimas catalase, esterase, peroxidase
e superoxido dismutase, avaliadas pela técnica de eletroforese, nas diferentes linhagens e
hibridos e nos tecidos avaliados, em funcéo do regime hidrico utilizado. Quanto a quantificacao,
pela técnica de espectrofotometria de microplacas, houve variacdes dos valores das proteinas,
em funcdo da linhagem e hibrido, tecido e regime hidrico. Para maioria dos gendtipos avaliados,
h& maior expressdo das proteinas sob condicdo de deficiéncia hidrica. A maior atividade das
enzimas SOD, CAT, POX, foram observados em folhas e raizes, de plantas submetidas ao
déficit hidrico e a maior atividade da enzima esterase foram observadas em folhas, raizes e
sementes, independentemente de o crescimento das raizes ocorrer sob deficiéncia hidrica ou
ndo. Assim, marcadores de proteinas e caracteristicas agronémicas podem estar associadas a
tolerancia & seca em milho.

Palavras-chave: Selecédo indireta. Enzimas antioxidantes. ROS. Tolerancia a seca.



GENERAL ABSTRACT

Drought is one of the factors that limits the most the development of plants and maize grain
yield. Understanding the characteristics of water deficit is fundamental for the identification
and selection of drought-tolerant genotypes. When selecting a genotype, many strategies can
be used, including phenotypic and molecular markers. Therefore, the objective was to evaluate
the influence of water deficit on agronomic characteristics and the expression of enzymes of
the antioxidant system in leaves, roots and seeds in inbred lines and hybrids of maize. The
experiment was carried out in a greenhouse at the Department of Agriculture of the
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Two inbred lines (L91 and L31) and two maize
hybrids (31/91 and 91/31) were used, contrasting in terms of drought tolerance, classified in
previous works. In the first experiment, the agronomic characters evaluated were: plant height,
tassel size, the interval between female and male flowering and number of seeds per plant.
Statistical differences were observed in all characteristics, except for number of seeds. It is
concluded that agronomic characteristics related to the flowering of maize plants and tassel
length may be associated with tolerance to water deficit and can be used as an indicator to select
new drought-tolerant cultivars. The second experiment was carried out with the same inbred
lines and hybrids and it was measure the expressions of the enzymes, catalase (CAT), esterase
(EST), peroxidase (POX), superoxide dismutase (SOD) and total proteins, by the
electrophoresis technique and the quantification of CAT, SOD, EST, ascorbate peroxidase
(APX) and total proteins, by the technique of the microplate spectrophotometry, in leaves, roots
and seeds of maize submitted to two water regimes (with and without water deficit). Variations
in the expressions of catalase, esterase, peroxidase and superoxide dismutase were observed,
evaluated by the electrophoresis technique, in the inbreds and hybrids and in the evaluated
tissues, depending on the water management used. As for quantification, by the microplate
spectrophotometry technique, there were variations in protein values, depending on the inbred
and hybrid, tissue and water regime. For most of the evaluated genotypes, there is greater
expression of proteins under water deficit condition. The highest activity of SOD, CAT, POX
enzymes were observed in leaves and roots of plants submitted to water deficit and the highest
activity of the esterase enzyme were observed in leaves, roots, and seeds, regardless of whether
the roots growth occurred under water deficit or not. Therefore, protein markers and agronomic
traits may be associated with drought tolerance in maize.

Keywords: Indirect selection. Antioxidant enzymes. ROS. Drought tolerance.
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1 INTRODUCAO GERAL

O milho é a maior cultura de grdos do mundo, sendo que na safra 2020/2021 foi
produzido cerca de 1,2 bilhdes de toneladas em nivel global (UNITED STATES
DEPARTMENT OF AGRICULTURE - USDA, 2022). Os trés maiores produtores mundiais
de milho s&o os EUA, China e Brasil, que juntos produzem mais de 60% de todo o milho
produzido no mundo anualmente (UNITED STATES DEPARTMENT OF AGRICULTURE -
USDA, 2022).

No Brasil, o milho é a segunda cultura mais cultivada, sendo que o cultivo na segunda
safra representa 70% da producdo (CONAB, 2021). Na segunda safra (safrinha) € comum
instabilidades do regime de chuvas, estiagens, temperaturas extremas, baixa umidade relativa

do ar e alta irradiacdo solar, o que pode comprometer a produtividade e a qualidade dos gréos.

Além disso, como o milho safrinha é plantado apds uma cultura de verdo, a sua data de
plantio depende da época do plantio dessa cultura antecessora e de seu ciclo. Assim, o
planejamento do milho safrinha inicia com a cultura de verdo, visando liberar a drea 0 mais
cedo possivel. Quanto mais tarde for o plantio, menor sera o potencial e maior o risco de perdas
por adversidades climaticas (seca e/ou geadas) (Fancelli & Dourado, 2001). Segundo Sawazaki
et al. (1998) isso a torna uma cultura de alto risco, uma vez que a esta¢cdo chuvosa se encontra
no fim, o que proporciona uma variabilidade espacial e temporal muito grande e, como

consequéncia, uma variabilidade de producao.

O relatorio Food and Agriculture Organization of the United Nations (SOLAW - 2021),
constata que a mudanca climatica € um dos fatores que mais interfere na producéo de alimentos
e, consequentemente, compromete a seguranca alimentar em varias regides do mundo. As
principais mudangas no ciclo da agua, particularmente os padrbes de chuva e periodos de

estiagem, demandam ajustes no sistema de producao de sequeiro e irrigado.

O déficit hidrico é considerado o principal fator que limita o desenvolvimento da planta
de milho. O milho € uma cultura que apresenta extrema sensibilidade a estresses hidricos,
principalmente durante a sua fase reprodutiva (BANZINGER et al., 2000). O déficit hidrico
interfere também em outras carateristicas relacionadas a morfologia, fisiologia e bioquimica da
planta (BERGAMASCHI et al., 2004).
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A seca pode afetar as plantas de milho em qualquer estadio de crescimento
(KONDWAKWENDA, et al., 2021), uma vez que a disponibilidade de agua interfere, de
maneira geral, no desenvolvimento e crescimento das plantas, germinacdo das sementes, nos
processos de fotossintese e respiracdo, translocacdo de fotoassimilados, nos processos de
macroesporogénese e microesporogénese, desenvolvimento de sementes e graos, maturacao de
sementes e graos (TAIZ; ZEIGER, 2013).

A primeira consequéncia do déficit hidrico é o fechamento estomatico que ocorre com
a diminuigdo do potencial hidrico nas folhas, que invariavelmente coincide com a reducéo da
fotossintese e da transpiracdo (ROCHA et al., 2021). A reducdo do crescimento da parte aérea
sob condi¢Bes de estresse € uma das importantes causas da baixa produtividade, reflexo da
reducdo fotossintética (LISAR et al., 2012). Assim que o déficit hidrico se intensifica, o
potencial de agua das folhas decresce, hé reducdo do volume celular, inibigdo das enzimas do
Ciclo de Calvin, o que impede o acréscimo da concentracdo de solutos estomaticos, e, por

conseguinte, ha a inibicdo da fotossintese (SUN et al., 2017).

Além das respostas fisioldgicas, ha modificacdes na anatomia de plantas em resposta ao
déficit hidrico. A alta producéo de actcares promove aumento da area do floema, ja que a alta
concentracdo de solutos eleva a pressao osmética a fim de diminuir o volume de dgua no xilema,
que seria destinado a transpiracdo (SEVANTO, 2018).

Segundo Clemente (2017), o déficit hidrico também compromete o desenvolvimento
vegetativo do milho, com reducdo da altura de plantas, da massa seca da parte aérea e das raizes.
Segundo o mesmo autor, a altura de plantas pode ser uma Otima caracteristica para a
identificacdo de gendtipos tolerantes a seca, porém a eficiéncia da utilizagdo desta, como

indicativo de tolerancia, vai depender do nivel de estresse e do nimero de gendtipos estudados.

Como j4 abordado sob condigdes de deficiéncia hidrica, tem sido observado menor
desenvolvimento do sistema radicular das plantas. Além de sustentar fisicamente a planta, o
sistema radicular do milho absorve significativas quantidades de agua e nutrientes e, portanto,
tem influéncia na produtividade da cultura e uma estreita relagdo com a tolerancia a seca
(YAMAGUCHI; SHARP, 2010). A tolerancia da raiz ao déficit hidrico depende de sua

capacidade de manter o potencial osmotico simplastico adequado, a composicao proteica da
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parede celular, o metabolismo de carboidratos e as vias metabdlicas envolvidas em resposta ao
estresse oxidativo (AVRAMOVA et al., 2016).

Segundo Tardieu, Simonneau e Muller (2018) e Rocha et al. (2021), além do estresse
hidrico poder retardar ou até mesmo paralisar o crescimento vegetativo, ele também pode
retardar o desenvolvimento reprodutivo das plantas. O periodo de mais sensibilidade a
deficiéncia hidrica é durante as duas semanas que antecedem a floracdo, pois, a seca nesse
periodo diminui o vingamento de espigas e grdos, e induz a senescéncia precoce das folhas
durante o enchimento de grdos (BANZINGER et al., 2000). Outro periodo critico desta cultura
é o da pré-floracdo ao inicio do enchimento de grdos (MORIZET; TOGOLA, 1984). A seca
durante esse periodo pode inibir o florescimento, provocar falhas na fertilizacéo e aborto dos

embrides, o que resulta na queda da producdo (WESTGATE, 1994).

O déficit hidrico causa o retardamento no florescimento feminino e, consequentemente,
aumenta o comprimento do intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF). O
assincronismo entre florescimentos masculino (FM) e feminino (FF) tem sido associado com
um decréscimo no rendimento de gréos sob seca (BASSETTI; WESTGATE, 1993; BETRAN
et al., 2003; BOLANOS et al., 1993; DURAES et al., 2004). Assim, o intervalo entre 0s
florescimentos masculino e feminino (IFMF) é uma das caracteristicas mais importantes a ser
avaliada visando o desenvolvimento de cultivares tolerantes ao déficit hidrico (AGRAMA,;
MOUSSA, 1996; BANZINGER et al., 2000; BOLANOS; EDMEADES, 1996; XIAO, 2004).

InformacBes sobre as correlacdes destes caracteres a deficiéncia hidrica, sdo de
fundamental importancia para a selecdo de gendtipos de milho com tolerancia a seca
(OYEKUNLE et al., 2015). Um caractere ideal deve ser geneticamente associado com a
producdo de grdos sob estresse, ter variabilidade, ter avaliacdo répida e barata, e ser estavel
durante o periodo de avaliacdo (EDMEADES et al., 2008).

Diferentes genotipos reagem a deficiéncia hidrica por meio de diferentes mecanismos e
intensidades, 0 que permite sele¢Oes aos melhoristas (KONDWAKWENDA et al., 2021). Nos
programas de melhoramento, cada vez mais tem-se visado genotipos que toleram, em diferentes
estadios de desenvolvimento, a deficiéncia hidrica. O desenvolvimento de cultivares de milho
tolerantes ao déficit hidrico representa uma das principais prioridades para aumentar a

produtividade e diminuir os riscos de producdo em diferentes regides e de plantio.
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Os mecanismos envolvidos na tolerancia a seca sdo complexos e a caracterizacdo
precoce de genotipos por meio do estudo dos caracteres associados a tolerancia a deficiéncia
hidrica podem fornecer parametros que auxiliardo na selecdo de novas cultivares em programas
de melhoramento (ABREU et al, 2017).

Sabe-se que o desenvolvimento, crescimento e sobrevivéncia das plantas sao
influenciadas pelo genotipo e ambiente. Sob condi¢Ges de estresse as plantas tém o seu
metabolismo e crescimento alterados. Nestas condicGes estdo envolvidas enzimas
antioxidantes, conhecidas como scavengers, que estdo associadas a remoc¢do das espécies
reativas de oxigénio - EROs (GUPTA et al., 2018). Em eventos relacionados ao estresse biotico
e abidtico, as EROs desempenham sua funcdo sinalizadora e quando em excesso, tem efeito
toxico nas plantas provocando danos nos &cidos nucléicos, lipideos, metabdlitos e proteinas,
que podem levar a morte celular (VAN RUYSKENSVELDE et al., 2018).

A producéo de EROs ¢é importante em diversos processos da célula como a sinalizagédo
celular e defesa contra estresses bidticos e abidticos (POSPISIL, 2009). As concentra¢des
aumentadas de EROs, quando nédo neutralizadas, podem causar danos as membranas, proteinas,
moléculas de DNA e RNA, em um processo denominado estresse oxidativo. Entretanto,
enzimas desintoxicantes de EROs que atuam nas células atenuam esse processo. Dentre as
principais EROs destacam-se: os radicais superoxidos (Oz"), radicais hidroxila (OH"), oxigénio
singleto (*Oy) e o peroxido de hidrogénio (H202) (MEWARD et al., 2018).

As plantas protegem suas células e compartimentos subcelulares dos efeitos toxicos
causados por EROs usando compostos protetores e varias enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxirredoxina e
polifenol oxidase (CHOUDHURY et al., 2017). Enzimas como a catalase (CAT), superdxido
dismutase (SOD), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa redutase (GR) atuam nessa defesa
contra as EROs. A SOD ¢ a responsavel por um papel central na defesa contra o estresse

oxidativo em todos 0s organismos aerobicos (SHARMA, 2012).

O peroxido de hidrogénio produzido pela enzima superdxido dismutase pode ser
convertido em agua e oxigénio pela enzima catalase, ou em agua, pela enzima ascorbato

peroxidase. Em relacdo ao metabolismo lipidico, a enzima esterase é uma enzima degradativa
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que atua nas reacOes de hidrolise do ester (TURNER; HUMPHREYS, 2018) e a GR, retira 0s
H>0O> de diversos compartimentos celulares (MEWARD et al., 2018).

Conhecer 0s mecanismos associados a expressdo de enzimas antioxidantes podem
auxiliar nos trabalhos que visam o desenvolvimento de materiais genéticos mais tolerantes aos
estresses abidticos (DIAS et al., 2010). Assim, objetivou-se, nesta pesquisa avaliar a influéncia
do déficit hidrico sobre as caracteristicas agrondmicas e na expressao e quantificacdo das
enzimas catalase (CAT) e esterase (EST), peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX) e de
proteinas totais em folhas, raizes e sementes de linhagens e hibridos de milho submetidos a

restricao hidrica.
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CAPITULO 1 - CARACTERISTICAS AGRONOMICAS EM LINHAGENS E
HIBRIDOS DE MILHO SUBMETIDOS AO DEFICIT HIDRICO

RESUMO

O milho é um dos cereais mais cultivados no mundo e apresenta elevada importancia no
mercado, sendo a segunda cultura mais cultivada no Brasil. A deficiéncia hidrica, durante o
desenvolvimento das plantas, compromete a producdo de alimentos e consequentemente a
seguranca alimentar em todo 0 mundo. Este tema tem ganhado importancia em todo o mundo
e pesquisas tém sido realizadas para o desenvolvimento de materiais genéticos tolerantes a seca,
a exemplo do milho. A selecéo indireta por meio de caracteres € de fundamental importancia
para a selecdo de genotipos de milho tolerantes & seca. Caracteres como altura da planta,
comprimento de pend&o, intervalo entre florescimentos masculino e feminino (IFMF),
florescimento masculino (FM) e feminino (FF), nimero de sementes, podem auxiliar na selecdo
de gendtipos tolerantes a seca. Assim, nesse experimento, objetivou-se avaliar a influéncia do
déficit hidrico sobre caracteristicas agronémicas de linhagens e hibridos de milho. O
experimento foi conduzido em casa de vegetacdo do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Foram utilizadas duas linhagens (L91 e L31) e dois
hibridos de milho (31/91 e 91/31), contrastantes quanto a tolerancia a seca, classificados em
trabalhos anteriores. Sob condicBes de déficit hidrico ndo foi possivel diferenciar as linhagens
L31, classificada como ndo tolerante e L91, classificada como tolerante, pelas caracteristicas
de altura de plantas, comprimento do penddo, numero de sementes por planta e florescimento
masculino. Na condicdo de déficit hidrico, o florescimento feminino da linhagem 31 foi mais
precoce que o da linhagem 91. Nesta condicdo, tanto para o florescimento masculino, quanto
para o florescimento feminino, a maior precocidade foi observada em materiais hibridos (31/91
e 91/31), quando comparada a das linhagens.

Palavras-chave: Zea mays. Estresse abiotico. Caracteres indiretos. Expressao enzimatica.
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CHAPTER 1 - AGRONOMIC CHARACTERISTICS OF MAIZE INBRED LINES
AND HYBRIDS SUBMITTED TO WATER DEFICIT

ABSTRACT

Maize is one of the most cultivated cereals in the world and is highly important in the market,
being the second most cultivated crop in Brazil. Water deficiency, during plant development,
compromises food production and consequently food security worldwide. This subject has
gained importance around the world and researches are increasing aiming the development of
genotypes tolerant to drought, as in maize. Indirect selection through characters is of
fundamental importance for the selection of drought-tolerant maize genotypes. Characters such
as plant height, tassel length, interval between male and female flowering (IFMF), male
flowering (FM) and female flowering (FF), and number of seeds, can help in the selection of
drought-tolerant genotypes. Therefore, in this experiment, the objective was to evaluate the
influence of water deficit on agronomic characteristics of maize inbred lines and hybrids. The
experiment was carried out in a greenhouse at the Department of Agriculture of the
Universidade Federal de Lavras (UFLA). Two inbred lines (L91 and L31) and two maize
hybrids (31/91 and 91/31) were used, contrasting in terms of drought tolerance, classified in
previous works. Under water deficit conditions, it was not possible to differentiate the lines 31,
classified as intolerant and L91, classified as tolerant, by the characteristics of plant height,
tassel length, number of seeds per plant and male flowering. In the water deficit condition, the
female flowering of inbred line 31 was earlier than that of inbred line 91. In this condition, for
both male and female flowering, the highest precocity was observed in hybrid materials (31/91
and 91 /31), when compared to the inbreds.

Keywords: Zea mays. Abiotic stress. Indirect characters. Enzymatic expression.
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1 INTRODUCAO

E frequente, durante o estagio de desenvolvimento de plantas, a ocorréncia de estresses
bidticos e abidticos, como o excesso de luminosidade, temperaturas muito extremas, falta ou
excesso de agua, deficiéncia nutricional, pragas, doencas, plantas daninhas, entre outros,

limitam o crescimento e desenvolvimento das plantas.

O estresse hidrico juntamente com o0 aumento da temperatura, provocam impactos
negativos no rendimento das culturas. Estima-se que até 2050, o estresse hidrico atinja 52% da
populacdo mundial (4,7 bilhdes de pessoas), aproximadamente 49% da producdo global de
grdos e 45% (US$ 63 trilhdes) do PIB total (ROSEGRANT, 2016).

As mudancas climaticas, indicam a necessidade de aumento da oferta de produtos
agricolas com maior eficiéncia do uso de recursos, principalmente em ambientes onde a agua é
limitante. Estudos das modificacbes morfofisioldgicas das plantas associadas ao estresse
causado pelo déficit hidrico tornam-se de extrema importancia nesse cenario (GUIMARAES et
al. 2019).

Os efeitos negativos do estresse hidrico sdo, geralmente, a supressao do crescimento e
do desenvolvimento das plantas (ZHANG et al., 2020), que séo influenciadas pelo gendtipo e
pelo ambiente (GUPTA et al., 2018). A resposta fisioldgica em relacdo a tolerancia a seca pode
variar de acordo com a severidade e a duracdo de imposicao do estresse, estadio fenoldgico e
material genético (SHAO et al. 2008; MAGALHAES et al. 2009).

A escassez de agua afeta varios processos no crescimento e desenvolvimento das plantas
(CRAMER et al., 2011; BENESOVA et al, 2012; NURMBERG et al., 2022), reduz os
componentes de rendimento do milho, tais como grdos por m2, nimeros de espigas por m2 e
rendimento de grdos, em funcdo da influéncia sobre os processos de polinizagdo, fertilizacdo

dos dvulos e maturacéo dos grdos (SOUSA, 2015).

Sob condicdes de seca, caracteres como, florescimento feminino e masculino, intervalo
entre o florescimento masculino e feminino, altura de plantas, entre outros, podem correlacionar
a tolerancia ao déficit hidrico com rendimento de grdos (OYEKUNLE et al. 2015). De acordo
com Zhao et al. (2018), quando o estresse hidrico ocorre durante as fases vegetativas, ha
reducdo na altura da planta, na expansdao foliar e na massa seca da parte aérea, em comparacao

com plantas bem irrigadas. A identificacdo de genes relacionados a altura da planta € importante
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nos processos de selecdo de plantas tolerante ao déficit hidrico (ADHIKARI et al., 1999). No
entanto, a altura da planta € uma caracteristica complexa e afetada por fitohormonios, sendo
controlada por muitos genes (ENQUIST; NIKLAS, 2001).

As caracteristicas morfologicas do penddo sdo importantes em programas de
melhoramento de milho, nos quais linhagens endogamicas sao selecionadas no sentido de
reduzir o tamanho e o0 nimero de penddes e manter a producdo de polen satisfatoria (DUVICK,
2005; FISCHER; EDMEADES, 2010).

O milho exibe grande variacdo natural quanto a morfologia do penddo (XU et al. 2017),
mas durante os Gltimos 80 anos de melhoramento, uma das mudangas pronunciadas no fen6tipo
foi a diminuic¢do do tamanho do pendao ao longo do tempo (DUVICK, 2005; XU et al. 2017).
Pendbes menores, mostram-se negativamente associados ao rendimento de graos (QIN et al.,
2021; BROWN et al., 2011; GERALDI et al., 1985; LAMBERT; JOHNSON, 1978). Por outro
lado, para garantir a producéo de sementes de alta qualidade, o genitor masculino ideal deve ter
um pendao relativamente grande, que libere polen suficiente por um longo periodo. Assim, a
identificacdo e caracterizacdo de genes que controlam precisamente as caracteristicas do penddo

¢ importante para o melhoramento genético da produtividade do milho (Qin et al., 2021).

O estresse hidrico duas semanas antes e até duas semanas apés o florescimento pode
causar reducao significativa na producao de graos. Porém, a maior reducéo na producao podera
ocorrer com déficit hidrico na emissdo dos estilo-estigmas (inicio de R1) (MAGALHAES et
al., 1995). O retardamento da emissdo dos estilo-estigmas, observado sob incidéncia do déficit
hidrico durante o florescimento, provoca assincronia entre os florescimentos femininos e
masculinos (BOLANOS; EDMEADES, 1996; RIBAUT et al., 1996), em funcdo disso, 0
intervalo entre os florescimentos masculino e feminino (IFMF) tem sido considerada uma das
caracteristicas mais importantes a ser avaliada, visando o desenvolvimento de cultivares
tolerantes ao déficit hidrico (AGRAMA; MOUSSA, 1996; BANZINGER et al., 2000;
BOLARNOS; EDMEADES, 1996; XIAO, 2004).

O IFMF é uma caracteristica singular e de alta herdabilidade, facil mensuracéo e
totalmente independente das diferencas de maturacdo entre as cultivares (BOLANOS;
EDMEADES, 1993). O sincronismo do florescimento masculino e feminino em milho, sob

estresse hidrico, pode garantir a producdo de sementes (XIE et al., 2010) e é uma das


https://link-springer-com.ez26.periodicos.capes.gov.br/article/10.1007/s00438-014-0987-1#ref-CR5

31

caracteristicas mais importantes para selecionar gendtipos a tolerancia ao estresse hidrico
(SPITKO et al., 2014).

Também deve ser considerado que a deficiéncia hidrica pode influenciar nos estadios
iniciais de desenvolvimento da cultura, a exemplos de germinacdo, velocidades de germinacéo
das sementes e emergéncia de plantulas, o que pode comprometer o estabelecimento da cultura
no campo (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000).

A tolerancia ao déficit hidrico é uma caracteristica conferida a planta por meio de varios
genes, sendo, portanto, de dificil manuseio pelo melhoramento genético (BEEVER, 2000).
Segundo Abreu et al. (2017), os mecanismos envolvidos na tolerancia a seca sao complexos e
a caracterizacao precoce de gendtipos, por meio do estudo dos caracteres associados a tolerancia
a deficiéncia hidrica, podem fornecer parametros que auxiliardo na selecdo de novas cultivares

em programas de melhoramento.

Assim, tem-se que caracteristicas agronémicas avaliadas como germinacéo, altura das
plantas, inflorescéncia masculina, inflorescéncia feminina, intervalo entre inflorescéncia
masculina e feminina, numero de sementes, entre outras, podem auxiliar em processos seletivos

visando o desenvolvimento de cultivares com tolerancia ao déficit hidrico.

Objetivou-se com este trabalho, avaliar linhagens contrastantes e hibridos de milho,

quanto a tolerancia a seca, por meio de parametros agronémicos.

2 METODOLOGIA

2.1 Localizacao

A pesquisa foi conduzida em condigdo de casa de vegetacdo e no Laboratorio Central
de Sementes da UFLA, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG, cujas coordenadas sao latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude
de 918,80m. Esta regido apresenta clima tipo Cwa da classificagéo de Koppen (DANTAS et al,
2007).
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2.2 Dados climaticos durante a conducéo do experimento

O experimento foi realizado entre os meses de novembro de 2018 e abril de 2019. Os
dados de temperatura média e umidade relativa do ar durante a conducéo do experimento, em
casa de vegetacdo, estdo apresentados no Gréfico 1. A temperatura maxima, temperatura
minima e a umidade relativa do ar foram monitoradas diariamente (Tabela 1A, APENDICE A)
no mesmo horario, por meio de um termémetro digital e higrometro digital para medicao de
umidade do ar, coletados na casa de vegetacdo, do Departamento de Agricultura da
Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.

Gréafico 1 - Dados climaticos de Temperatura Média (°C) e Umidade relativa do ar (%), no
periodo de novembro de 2018 a abril de 2019, coletados de casa de vegetacdo, do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em

Lavras - MG.
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Fonte: Da Autora (2022).

2.3 Dados de graus-dia e graus-dia acumulado, na cultura do milho.
Para a determinac&o do célculo de graus-dia, foi utilizado o método proposto por Arnold
(1959). Considerou-se apenas a temperatura basal inferior (Tb) no calculo dos graus-dia

Equacdo (1).

TM +Tm
DzT—Tb (1)
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Em que: GD = graus-dia, °C; TM = temperatura maxima do dia, °C; Tm = temperatura

minima do dia, °C; Tb = temperatura basal inferior, °C.

A temperatura basal inferior foi considerada 10°C. Tambeém foi realizada o célculo dos
graus-dia acumulados (GDA). Os dados (Tabelas 1B e 2B, APENDICE B) obtidos pelos
calculos de graus-dia e graus-dia acumulado foram utilizados para a elaboracdo dos dados

apresentados na Tabela 1.

Tabela 1 - Graus-dia acumulados e nimero de dias correspondente a cada subperiodo
fenoldgico da cultura do milho, Lavras, novembro de 2018 a abril de 2019.

Subperiodos fenoldgicos

) GDA (Graus-dia acumulados)
(Dias)

Gendtipos
Semeaduraa Pendoamento  Semeaduraa Pendoamento Semeadura
pendoamento a colheita pendoamento a colheita a colheita
L31 87 54 1520 1003 2523
L91 84 57 1503 1070 2573
91/31 81 60 1486 1137 2623
31/91 82 59 1492 1115 2606

Fonte: Da Autora (2022).

2.4 Selecdo de linhagens e hibridos de milho contrastantes quanto & tolerancia ao estresse
hidrico.

A escolha dos materiais utilizados na pesquisa foi realizada de acordo com os resultados
obtidos por Abreu et al. (2019). Foram utilizadas, nesta pesquisa, duas linhagens contrastantes
quanto ao déficit hidrico, a linhagem 91, tolerante e a linhagem 31, ndo tolerante, e seu
respectivos hibridos de milho (91/31 e 31/91), apresentados na Tabela 2.

Tabela 2 - Genotipos de milho selecionados quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

Linhagens Hibridos
L91 91/31
L31 31/91

Fonte: Da autora (2022).
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2.5 Instalacdo

Apos a selecdo das linhagens contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, foi
implantado um experimento em casa de vegetagédo para a producéo de sementes das linhagens
e hibridos de milho, durante a safra 2018/2019. Foi realizado previamente teste de germinacao
de acordo com as Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009) e verificou-se 99%

de germinacao nos lotes utilizados.

As sementes foram previamente tratadas com o fungicida VITAVAX®-THIRAM 200,
na dosagem de 250 ml por 100 kg de sementes. Em cada vaso, foram germinadas 6 sementes
e apos 2 semanas foi realizado o desbaste, restando apenas 1 planta por vaso. As plantas foram
desenvolvidas em vasos contendo o substrato de latossolo, com dois grupos de tratamentos
diferentes, realizados do plantio a colheita. O primeiro grupo de tratamento, as plantas foram
desenvolvidas em vasos com retencdo de agua de 30%, simulando a restricdo hidrica. O
segundo grupo de tratamento, a retencdo de dgua no solo foi ajustada para 70%, ou seja, sem

restricdo hidrica.

Em ambos os grupos de tratamentos, a reposicao da agua foi realizada diariamente, com
base no peso inicial de cada vaso com o0s substratos. Apos 0s vasos serem pesados, era reposta
a agua, conforme o tratamento e 0s vasos eram pesados novamente para verificacdo do peso
final. A adubacdo de cobertura, assim como 0s demais tratos culturais e fitossanitarios foram

realizados de acordo com as necessidades da cultura.

As espigas oriundas das autofecundagdes das linhagens, dos hibridos e dos cruzamentos
foram colhidas com teor de agua de 35%. Apds a colheita, as espigas foram despalhadas
manualmente e distribuidas em secadores de madeira, de acordo com Navratil e Burris (1984).
As espigas despalhadas, inicialmente foram pré-condicionadas durante o processo de secagem
a 35 °C até as sementes atingirem 20% do teor de agua. Posteriormente, houve 0 aumento da

temperatura para 42 °C até as sementes alcancarem o teor de 4gua de 13%.
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2.6 Avaliacao de caracteres indiretos relacionados a tolerancia a seca

Foram avaliados 0s seguintes caracteres:

a) Altura das plantas (ALP): Com o auxilio de uma régua métrica, foram medidas
as alturas das plantas, em centimetros, da base da planta até a inser¢do do pendéo, aos 70 dias
apos a semeadura.

b) Comprimento de penddo (CS): Com o auxilio de uma régua métrica, foram
medidos os tamanhos dos penddes, em centimetros, da inser¢do do pedunculo até o final do
pendao, aos 70 dias ap6s a semeadura.

c) Florescimento Masculino (FM): Foi determinado pelo nimero de dias da
semeadura até que 50% das plantas, de cada parcela, estivessem liberando pélen (ABREU et
al., 2019).

d) Florescimento Feminino (FF): Foi determinado pelo nimero de dias da semeadura
até que 50% das plantas, de cada parcela, tivessem estilo-estigmas visiveis, com no minimo 1
cm de comprimento (ABREU et al., 2019).

e) Intervalo entre os florescimentos feminino e masculino em dias (IFMF): O
intervalo entre os florescimentos foi determinado pela diferenca do nimero de dias da
semeadura e dos florescimentos feminino e masculino. Para eliminar os possiveis valores
negativos, os quais dificultariam a andlise de variancia, foi adicionado aos valores de IFMF
uma constante de valor 100 (ABREU et al., 2017)

f)  Numero de Sementes (NS): Nimero médio de sementes por planta. Para facilitar

a analise de variancia, foi adicionado aos valores de NS uma constante de 100.

2.7 Delineamento experimental e analises estatisticas

O delineamento experimental utilizado foi o de inteiramente casualizado em esquema
fatorial (4x2), sendo quatro materiais genéticos e dois niveis de retencdo de dgua no solo (30%
de retencdo de &gua no solo e 70% de retencdo de &gua no solo). Os dados foram interpretados
estatisticamente por meio da anélise de variancia, e as médias comparadas pelo teste de teste de
Tukey a 5% de probabilidade. Quando necesséario, foram realizadas as transformagdes dos
dados. As analises foram realizadas com o auxilio do Software R® (R Development Core Team,
2009).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Pela andlise de variancia houve interacdo significativa para os fatores gendtipos
(linhagens e hibridos) e niveis de retencdo de dgua no solo (com e sem deficiéncia hidricas),

para todas as variaveis estudadas.

Para a variavel altura de plantas, para as linhagens L31, L91 e hibrido 91/31, os maiores
valores foram observados em plantas desenvolvidas sob condic6es favoraveis de agua no solo,
sem déficit hidrico. Ja o hibrido 31/91 ndo houve diferenca na altura das plantas quando

submetidas ou ndo ao déficit hidrico (Tabela 3).

Tabela 3 - Resultados médios de altura das plantas (ALP), em centimetros, submetidas a dois
tratamentos (sem ou com déficit hidrico), em linhagens e hibridos de milho.

L31 L91 31/91 91/31
Sem déficit hidrico 131Ab 116 Ab 198 Aa 204 Aa
Com déficit hidrico 108 Bc 97 Bc 187 Aa 136 Bb
CV% 22.75

* Médias seguidas de mesma letra mailscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Da Autora (2022).

Em relacdo as plantas dos gendtipos desenvolvidas em solos com retencdo de dgua de
70%, as maiores alturas foram observadas nos hibridos 31/91 e 91/31, os quais ndo diferenciam
entre si. Os menores valores de altura de plantas, nesta condigdo, foram observados nas

linhagens (L31 e L91), sendo os valores estatisticamente iguais.

Ja sob déficit hidrico, maior altura de planta foi observada para hibrido 31/91 seguido
pelo hibrido 91/31. Nesta condi¢cdo menores valores de altura de plantas foram observados para

as linhagens L31 e L91, que ndo diferenciaram entre si.

Os maiores valores da altura das plantas hibridas de milho era esperado em funcéo do
vigor hibrido ou heterose presente nestas plantas quando comparadas as plantas das linhagens
que sdo endogamicas. Importante ressaltar que, tanto sob deficiéncia hidrica quanto em
condicdes favoraveis, ndo foi possivel separar a linhagem tolerante (91) da ndo tolerante (31).

Na presente pesquisa, ndo podemos considerar a altura como uma variavel determinante para
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selecionar gendtipos tolerantes a deficiéncia hidrica. Esse mesmo resultado foi encontrado por
Wang et al. (2018), onde selecionou- se trés hibridos para tolerancia a seca, cuja altura de
plantas foi considerada nesta selecdo. A altura das plantas foi medida na fase de periodo de
crescimento vegetativo e na fase de pendoamento, durante a parte do dia com mais
luminosidade. Os materiais classificados em altura de plantas: baixa, média e alta nédo
apresentaram diferencas visiveis na arquitetura da planta ou numero de folhas, mas, foram
diferenciados quanto a altura da planta no estadgio de crescimento vegetativo, sendo as
diferengas mais na fase de pendoamento. Esse resultado também foi encontrado por Silva
(2018), onde ndo foi observado o efeito significativo dos tratamentos para a variavel altura de
planta para nenhum dos hibridos de milho, avaliados para tolerancia a seca, em duas épocas de

semeadura (safra de verdo e segunda safra em casa de vegetacao).

Dass et al. (2001), ao avaliarem 166 geno6tipos de milho, compreendidos por linhagens
e hibridos, sob diferentes condicGes de estresse (sem déficit hidrico, déficit hidrico leve, déficit
hidrico intermediério e déficit hidrico severo), observaram que a altura da planta foi afetada
severamente sob restricdo hidrica. Houve aumento do intervalo entre os florescimentos
masculino e feminino sob déficit hidrico e observaram, ainda, que para a maioria dos genotipos
avaliados, os hibridos foram mais tolerantes a seca em comparacdo com linhagens na fase da

floracao e espigamento.

Em relacdo a variavel comprimento de penddo, sem déficit hidrico, maiores valores
foram observados em plantas hibridas, cujos valores ndo diferiram estatisticamente. Menor
comprimento do pend&o foi observado para a linhagem 31 que ndo diferiu estatisticamente da
linhagem 91. Também sob déficit hidrico os maiores pendGes foram observados em plantas
hibridas, sem diferenca estatistica entre eles. Ja 0os menores valores foram observados em
linhagens, cujos valores também n&o diferiram entre si (Tabela 4). Com exce¢éo do observado
para o hibrido 91/31, para os demais genotipos linhagens e hibridos ndo houve diferencas
significativas entre os comprimentos dos penddes das plantas desenvolvidas sob déficit hidrico

ou sob condic6es favoraveis, sem déficit.



38

Tabela 4 - Resultados médios de comprimento de pendédo (CP), em centimetros, submetidas a
dois tratamentos (sem ou com déficit hidrico), em linhagens e hibridos de milho.

L31 L91 31/91 91/31

Sem déficit hidrico 31Abc 26 Ab 38 Aa 43 Aa

Com déficit hidrico 28 Abc 24 Ac 36 Aab 31 Bab
CV% 40,99

* Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mindscula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Nan et al. (2018) verificaram que o0s comprimentos dos penddes de plantas
desenvolvidas sob condicdo de estresse por seca foram menores do que aqueles desenvolvidos
sob irrigacdo (controle). Em média, o comprimento do pend&o diminuiu de 4,11 para 3,01 cm

apos o déficit hidrico.

Por meio de experimentos subsequentes foi verificado, ainda, que pequenos penddes
sdo frequentemente associados a melhorias na eficiéncia da producédo de gréos, especialmente
em uma alta densidade de plantas (DUNCAN et al., 1967; GROGAN, 1956; HUNTER et al.,
1969), que é porque penddes menores podem liberar mais energia para a producdo de grdos e
reduzir a interceptacédo de luz (DUNCAN et al., 1967; GROGAN, 1956; HUNTER et al., 1969).

Quanto ao nimero de sementes por planta, maiores valores foram observados em plantas
hibridas desenvolvidas sem déficit hidrico (Tabela 5). Ja em relacdo as linhagens 91 e 31 ndo
houve diferenca do nimero de sementes submetidos ou ndo ao deficit hidrico. Ressalta-se que
a ndo significancia do niumero de sementes das linhagens, nas duas condi¢des (com e sem déficit
hidrico), pode ser atribuida ao nUmero muito pequeno de sementes, que variou de zero a cinco.
Para este caractere o coeficiente de variacdo foi alto o que pode ser explicado pela significativa

variagdo do nimero de sementes.
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Tabela 5 - Resultados médios de nimero de Sementes (NS), em centimetros, submetidas a dois
tratamentos (sem ou com déficit hidrico), em linhagens e hibridos de milho.

L31 L91 31/91 91/31

Sem déficit hidrico 3ADb 5Ab 66Aa 77Aa

Com déficit hidrico 5Ab 0Ab 37Ba 10Bb
CV% 110,71

* Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minascula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

O baixo rendimento de gréos pode ser atribuido ao dessincronismo do florescimento
masculino e feminino que é aumentado sob condi¢des de déficit hidrico (SOUSA et al., 2015).
Paterniani et al. (2015) com o objetivo de distinguir, entre as 150 progénies de irméaos
completos interpopulacionais de milho, aquelas contrastantes para tolerancia a seca.
Identificaram que as progénies selecionadas sob déficit hidrico tiveram producdo 10% superior

a0s materiais nao tolerancia.

O efeito do déficit hidrico no milho ocorrido a partir da fase de florescimento afeta
significativamente o rendimento de grdos, bem como os componentes de producdo (CAKIR,
2004). Sob condices de déficit hidrico ha atraso da emisséo dos estilo-estigmas em detrimento
da liberacdo de grdos de pdlen, em ambiente de casa de vegetacao. J& sob condicGes favoraveis
ndo houve diferenca entre do florescimento masculino entre os genétipos linhagens e hibridos

avaliados.

Segundo Fancelli e Dourado Neto (2000), estresse hidricos, durante o processo de
germinacdo, podem impedir a germinacao, alterar a velocidade, o tempo e a uniformidade da
germinacdo, comprometendo o estabelecimento da cultura. Deficiéncias hidricas posteriores

poder&o paralisar o crescimento, bem como retardar o desenvolvimento reprodutivo das plantas.

Sabe-se que algumas estratégias sdo adotadas pelas plantas para tolerar a deficiéncia
hidrica. Em uma delas, o escape, as plantas evitam o estresse por meio da reducéo no seu ciclo
de vida, adotando uma rapida germinacdo ou florescimento antecipado (VERSLUES;
JUENGER, 2011).

Para as variaveis, florescimento masculino e florescimento feminino, foi observado

interacdo significativa para genotipo x nivel de retencdo de dgua do solo. Ja para o intervalo
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entre o florescimento masculino e feminino, em condi¢cdes de déficit hidrico ndo houve

diferenca estatistica entre os tratamentos avaliados.

Com excecdo da linhagem 91, ndo foi observada diferenca significativa para os
gendtipos linhagens e hibridos observados do numero de dias entre a semeadura e 0
florescimento feminino em condicGes de déficit hidrico. Sob condi¢cbes de déficit hidrico foi
observado atraso na emisséo do estilo-estigma (Tabela 6). A linhagem 31, teve uma precocidade
em relagdo a linhagem 91 em dois dias.

Tabela 6 - Resultados médios, em dias, de florescimento feminino, em linhagens e hibridos de
milho, submetidas a dois tratamentos (sem ou com déficit hidrico).

L31 L91 31/91 91/31

Sem déficit hidrico 84Aa 86Ba 80Aa 80Aa

Com déficit hidrico 84Ab 89Aa 82Ac 83Ac
CV% 2,35

* Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minascula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Sob condicBes favoraveis, sem déficit hidrico, houve florescimento feminino mais
tardio da linhagem 91, em relacdo aos demais. Nesta condi¢do, ndo houve diferenca do
florescimento feminino entre os gendtipos linhagens e hibridos avaliados. Ja sob condicdo de
déficit hidrico, os florescimentos femininos mais precoces foram observados para os hibridos
31/91 e 91/31, sendo que ndo houve diferenga estatistica entre estes. Ainda sob condic¢éo de
deéficit hidrico, o florescimento feminino foi mais precoce na L31, quando comparado ao
observado na L91.

Em relacdo ao florescimento masculino, sob condicdes de déficit hidrico, houve o
florescimento mais precoce das plantas hibridas, em relacdo ao observado nas duas linhagens
L31 e L91 (Tabela 7).
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Tabela 7 - Resultados médios, em dias, de florescimento masculino, em linhagens e hibridos de
milho, submetidas a dois tratamentos (sem ou com déficit hidrico).

L31 L91 31/91 91/31

Sem déficit hidrico 84Aa 86Aa 80Aa 80Aa

Com déficit hidrico 84Aa 89Aa 82Ab 83Ab
CV% 5,25

* Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minascula na linha, ndo diferem
estatisticamente pelo teste de Tukey ao nivel de 5% de probabilidade.

Fonte: Da autora (2022).

Na presente pesquisa, ndo houve diferenca estatistica em relacdo ao IFMF dos materiais
avaliados. Segundo Durées et al. (1998), baixos valores de IFMF indicam sincronismo no
florescimento, resultante da adaptagdo a determinado estresse, e esta associado ao rendimento

de gréos sob condic¢des adversas.

Ao compilar os resultados obtidos, na presente pesquisa, observa-se o efeito da heterose
ou vigor hibrido para os genétipos hibridos 31/91 e 91/31, quando comparados as linhagens
L31 e L91. Isto pode ser observado por meio das caracteristicas: altura de plantas, comprimento

de penddes e nimero médio de sementes por planta de milho.

Sob condi¢Bes de déficit hidrico ndo foi possivel diferenciar as linhagens 31,
classificada em trabalhos anteriores, como néo tolerante e a L91, classificada como tolerante,
pelas caracteristicas de altura de plantas, comprimento do penddo, niUmero de sementes por
planta e florescimento masculino. Na condicao de déficit hidrico, o florescimento feminino da
linhagem 31, foi mais precoce que o da linhagem 91. Nesta condicdo, tanto para o florescimento
masculino e quanto para o florescimento feminino houve maior precocidade dos genotipos

hibridos (31/91 e 91/31), quando comparada a das linhagens.

As diferencas observadas em relagdo aos florescimentos masculinos e femininos dos
hibridos e linhagens parecerem estar mais associados ao ciclo dos genotipos (linhagens e
hibridos) utilizados do que a tolerancia ao déficit hidrico. Isso pode ser observado quando se
compara, para cada genotipo, os florescimentos masculino e feminino, nas duas condi¢cfes, com
e sem deficiéncia hidrica. Com excecdo, foi observado apenas para a linhagem 91, em que

houve maior ciclo sob condicdes de déficit hidrico.
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Assim, pode-se inferir que as condi¢cdes por meio das quais procura-se avaliar
caracteristicas para tolerancia ao déficit hidrico ndo foram eficientes. Manter os valores de
retencao de 4gua no solo para simular condicao de déficit hidrico ou ndo, é um desafio, mesmo
com todos os cuidados demandados, uma vez que a outros fatores que interferem no
desenvolvimento das plantas, mesmo em casa de vegetacdo. Tem sido um desafio, também,
avaliar o deficit hidrico sob condi¢bes de campo em funcgéo da instabilidade climatica, muitas
vezes se cultiva as plantas numa determinada época e ndo ocorre o déficit hidrico esperado. Em
funcdo disso, a selecdo precoce por meio de caracteristicas associadas ao desenvolvimento de

plantulas parece ser promissora para a selecdo de geno6tipos com tolerancia a seca.

4 CONCLUSOES

Sob as condicBes de déficit hidrico, impostas nesta pesquisa, nao € possivel diferenciar
a linhagem, classificada como ndo tolerante e a linhagem, classificada como tolerante, pelas
caracteristicas de altura de plantas, comprimento do penddo, nimero de sementes por planta e

florescimento masculino.

Na condicdo de déficit hidrico, o florescimento feminino da linhagem, néo tolerante, é

mais precoce que o da linhagem tolerante.

Pode-se inferir que as metodologias utilizadas para avaliar as caracteristicas para

tolerancia ao déficit hidrico ndo permitem a selecdo segura para tolerancia a deficiéncia hidrica.
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CAPITULO 2 - EXPRESSAO DE GENES RELACIONADAS A TOLERANCIA A
SECA EM LINHAGENS E HIBRIDOS DE MILHO.

RESUMO

A avaliacdo da expressdo de enzimas pode ser uma ferramenta para a selecdo de gendtipos
tolerantes ao déficit hidrico. Enzimas do sistema antioxidante tém apresentado importante
correlacdo com a tolerancia a seca em resposta a formacdo de espécies reativas ao oxigénio.
Assim, o objetivo neste trabalho foi avaliar linhagens e hibridos de milho quanto a tolerancia a
seca, por meio da expressao e quantificacao das enzimas Ascorbato peroxidase (APX), Catalase
(CAT), Esterase (EST), Peroxidade (POX) e de proteinas totais em folhas, raizes e sementes de
plantas de milho submetidas a restricdo hidrica, por meio das técnicas de eletroforese e
espectrofotometria de microplacas. O experimento foi conduzido em casa de vegetacdo e no
Laboratorio do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Foram selecionadas duas linhagens contrastantes, sendo a linhagem 91, tolerante ao déficit
hidrico e uma linhagem 31, ndo tolerante ao déficit hidrico, seu respectivo hibrido de milho
(91/31) e seu reciproco (31/91). O delineamento experimental utilizado foi o de Blocos
Casualisados em esquema fatorial (4x2), sendo 4 materiais genéticos, e 2 regimes hidricos
(substrato com 30% e 70% da capacidade de retencdo de agua pelo solo). As anélises das
proteinas foram realizadas em folhas bandeiras, raizes das linhagens e hibridos, aos 70 dias
apos semeadura e em sementes provenientes dos materiais genéticos produzidos em casa de
vegetacdo sob os dois regimes hidricos. Conclui-se que a maior atividade da enzima SOD, CAT,
POX, em folhas e raizes é observada na linhagem néo tolerante, submetida a deficiéncia hidrica.
Também, na linhagem néo tolerante, a maior atividade da enzima esterase é observada em
folhas, raizes e sementes, independentemente de o crescimento das raizes ocorrer sob
deficiéncia hidrica ou ndo. Em relacdo a expressdo destas enzimas em folhas e raizes dos
gendtipos hibridos, é observada maior atividade destas quando comparada a observada nas
linhagens tolerante e n&o tolerante, independentemente da condicdo de deficiéncia hidrica. E
possivel observar, de uma maneira geral, para as enzimas catalase, peroxidase e superoxido
dismutase, o aumento da atividade destas em folhas, raizes e sementes quando foram
desenvolvidas sob déficit hidrico. Para maioria dos genotipos (linhagens e hibridos) avaliados,
a maior expressdo das proteinas sob condicdo de deficiéncia hidrica.

Palavras-chave: Enzimas antioxidantes. EROs. Estresse abiobtico.
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CHAPTER 2 - EXPRESSION OF GENES RELATED TO DROUGHT TOLERANCE
IN MAIZE INBRED LINES AND HYBRIDS.

ABSTRACT

The evaluation of enzyme expression can be a tool for the selection of genotypes tolerant to
water deficit. Enzymes of the antioxidant system have shown an important correlation with
drought tolerance in response to the formation of reactive oxygen species. Therefore, the
objective of this work was to evaluate maize lines and hybrids regarding drought tolerance,
through the expression and quantification of the enzymes Ascorbate peroxidase (APX),
Catalase (CAT), Esterase (EST), Peroxidase (POX) and proteins in leaves, roots and seeds of
maize plants subjected to water restriction, using the technique of electrophoresis and
microplate spectrophotometry. The experiment was carried out in a greenhouse and in the
Laboratory of the Department of Agriculture of the Universidade Federal de Lavras (UFLA).
Two contrasting inbred lines were selected, being inbred line 91, tolerant to water deficit and
inbred line 31, not tolerant to water deficit, its respective maize hybrid (91/31) and its reciprocal
(31/91). The experimental design used was Randomized Blocks in a factorial scheme (4x2),
with 4 genetic materials and 2 water regimes (substrate with 30% and 70% of the soil water
retention capacity). Protein analyzes were performed on flag leaves, roots of the inbred lines
and hybrids, at 70 days after sowing in seeds from genetic materials produced in a greenhouse
under the two water regimes. It is concluded that the highest activity of the enzyme SOD, CAT,
and POX, in leaves and roots is observed in the non-tolerant inbred, submitted to water deficit.
Also, in the non-tolerant inbred line, the highest activity of the esterase enzyme is observed in
leaves, roots, and seeds, regardless of whether root growth occurs under water deficit or not.
Regarding the expression of these enzymes in leaves and roots of the hybrid genotypes, greater
activity is observed when compared to that observed in tolerant and non-tolerant inbred,
regardless of the water deficit condition. It is possible to observe, in general, for the enzymes
catalase, peroxidase and superoxide dismutase, the increase in their activity in leaves, roots and
seeds when they were developed under water deficit. For most genotypes (inbred lines and
hybrids) evaluated, the highest expression of proteins was under water deficit condition.

Keywords: Antioxidant enzymes. ROS. abiotic stress.
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1 INTRODUCAO

O milho é um cereal de grande importancia econémica mundial e é cultivado em
praticamente todos os estados brasileiros. Devido aos programas de melhoramento, as plantas
de milho, geralmente, apresentam bom desempenho em diferentes condi¢bes climaticas
(MARQUES et al., 2019).

Estresses ambientais, como altas temperaturas, salinidade e seca, isoladas ou em
combinacdo, representam os fatores mais limitantes para a produtividade agricola em todo o
mundo. Desses, a seca é o estresse ambiental mais importante na agricultura, uma vez que causa
perdas significativas da produtividade das culturas (FRACASSO; TRINDADE; AMADUCCI,
2016). Levando-se em consideracdo que o milho é muito exigente em agua, a alta variagao do
rendimento dessa cultura tem sido atribuida, principalmente, a deficiéncia hidrica causada em
funcdo de instabilidades no regime de chuvas. (SOUZA et al., 2015).

Eventos de seca aumentaram em frequéncia e intensidade, em varias regides do planeta,
nas ultimas décadas, e a seca esta associada a graves perdas econémicas e sociais globais,
afetando mais pessoas do que qualquer outro desastre natural (CUNHA et al., 2019). Essa
crescente demanda, somada as mudangas climaticas, indica a necessidade de um aumento da
oferta de produtos agricolas com maior eficiéncia do uso de recursos, principalmente em
ambientes onde a agua sera limitante (GUIMARAES et al., 2019).

Sabe-se que um grande nimero de genes é expresso diferencialmente sob seca em
diferentes tecidos da planta, estadios e niveis de deficiéncia hidrica. A identificacdo desses
genes responsivos ao déficit hidrico se torna fundamental para o desenvolvimento de cultivares
tolerantes, importante para minimizar os efeitos da seca (DEYHOLOS, 2010). Por isso, a
selecdo de genotipos tolerantes a seca, com melhor eficiéncia no uso da agua e a producéo
nesses ambientes adversos € uma das formas mais eficazes de melhorar a produtividade e
estabilidade do milho (PATERNIANI et al., 2015).

Sob condicdes de estresse as plantas ttm o seu metabolismo e crescimento alterados
(GUPTA et al., 2018). Os efeitos negativos do déficit hidrico sdo geralmente a supressdo do

crescimento e desenvolvimento (ZHANG et al., 2020).

O deficit hidrico pode afetar o desenvolvimento do dossel vegetativo por meio da

alteracdo no nimero total de folhas da planta, na taxa de expansdo (TAIZ; ZEIGER, 2017),
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comprometer o desenvolvimento vegetativo do milho, com reducéo da altura de plantas, massa
seca da parte aérea e raiz (CLEMENTE, 2017), reduzir a expansdo das folhas, acelerar a
senescéncia, diminuir o indice de area foliar e aumentar a abscisdo das folhas (MUNNE-
BOSCH, 2013), afetar sementes por planta, tamanho e massa de sementes (SABERALI;
MORADI, 2019). Nascimento et al. (2017) observam, também, que sob condi¢des de déficit
hidrico podera haver perdas nos principais componentes de produgdo como diametro de espiga,
comprimento de espiga, nimero de graos por espiga, nimero de graos por fileira e indice de
espiga. Segundo Jalil et al. (2017), o déficit hidrico também é um importante promotor de
radicais livres, pois através das respostas da planta a sua incidéncia, € criado um ambiente

propicio a producdo de Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) na planta.

As EROs sdo produzidas em quase todas as células e sdo reconhecidas como importantes
sinalizadoras em varios processos biologicos necessarios durante o desenvolvimento e
crescimento das plantas (MITTLER, 2017). As EROs sdo produtos naturais de organismos
aerobicos, participam da producdo de energia, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo
intercelular, fagocitose, sistema de defesa e na sintese de substancias bioldgicas (OZTETIK,
2011). Em eventos relacionados ao estresse bidtico e abiotico, as EROs desempenham sua
funcdo sinalizadora e, quando em excesso, tem efeito tdxico nas plantas provocando danos nos
acidos nucléicos, lipideos, metabodlitos e proteinas, que podem levar a morte celular
(MITTLER, 2017; VAN RUYSKENSVELDE et al., 2018).

Os niveis das espécies reativas de oxigénio sao determinados pelo controle do balanco
entre producdo e quebra, que é ativado pela sofisticada e complexa via dos sistemas
antioxidantes (MITTLER et al., 2011; NOCTOR et al., 2018).

As plantas de milho, quando submetidas ao déficit hidrico, acumulam espécies reativas
de oxigénio (EROs), que provocam estresse oxidativo e afetam o sistema de defesa de enzimas
antioxidantes e a peroxidagéo lipidica (CHOUDHURY et al., 2017). Plantas tolerantes a esse
tipo de estresse, assim que estimuladas atraves da sinalizacdo das EROs, aumentam a atividade
das enzimas antioxidantes que atuam na eliminacdo dos radicais livres gerados pelos danos
oxidativos das EROs (TIRELLI, 2021). Nestas condi¢fes estdo envolvidas enzimas
antioxidantes, conhecidas como scavengers, que estdo associadas a remocdo das espécies

reativas de oxigénio (EROs), que sdo geradas em diversos compartimentos celulares
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(citoplasma, mitocdndria, peroxissomos) como resultado dos estresses abioticos e bioticos aos

quais as plantas sédo submetidas (GUPTA et al., 2018).

As plantas protegem suas celulas e compartimentos subcelulares dos efeitos tdxicos
causados por EROs usando compostos protetores e varias enzimas antioxidantes, como
superdxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxirredoxina e
polifenol oxidase (CHOUDHURY et al., 2017) e ndo enzimatico como o &cido ascorbico,
glutationa e componentes fenolicos, atuam no controle da oxidacdo e na protecdo contra 0s

danos oxidativos nas células por meio da remocéo das EROs (GILL; TUTEJA, 2010).

A avaliagdo da expressdo de enzimas pode ser uma ferramenta para a selecdo de
genotipos tolerantes ao déficit hidrico, assim, objetivou-se com esta pesquisa avaliar linhagens
e hibridos de milho quanto a tolerancia a seca, por meio da expressdo e quantificacdo das
enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT), esterase (EST), peroxidase (POX) e

proteinas totais em folhas, raizes e sementes de plantas de milho submetidas a restri¢do hidrica.

2 METODOLOGIA

2.1 Localizacao

A pesquisa foi conduzida em condicdo de casa de vegetacdo e no Laboratério Central
de Sementes da UFLA, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras
(UFLA), em Lavras, MG, cujas coordenadas sdo latitude 21°14'S, longitude 40°17'W e altitude
de 918,80m. Esta regido apresenta clima tipo Cwa da classificagdo de Koppen (DANTAS et al,
2007).

2.2 Dados climéticos durante a conduc¢do do experimento

O experimento foi realizado entre os meses de novembro de 2018 e abril de 2019. Os
dados de temperatura média e umidade relativa do ar, durante a conducéo do experimento em
campo, estdo apresentados na Gréafico 1. A temperatura maxima, temperatura minima e a
umidade relativa do ar foram monitoradas diariamente (Tabela 1A, APENDICE A), no mesmo
horério, por meio de termémetro digital e higrometro digital para medicdo de umidade do ar,
coletados na casa de vegetacdo, do Departamento de Agricultura da Universidade Federal de
Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
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Gréafico 1 - Dados climaticos de Temperatura Média (°C) e Umidade relativa do ar (%), no
periodo de novembro de 2018 a abril de 2019, coletados de casa de vegetacéo, do
Departamento de Agricultura da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em

Lavras, MG.
100
80
60
40
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Fonte: Da Autora (2022).

2.3 Dados de graus-dias e graus-dia acumulado, na cultura do milho.

Para a determinagdo do célculo de graus-dia, foi utilizado o método proposto por Arnold
(1959). Considerou-se apenas a temperatura basal inferior (Tb) no célculo dos graus-dia
Equacéo (1).

TM +Tm
D=T—Tb (1)

Em que: GD = graus-dia, °C; TM = temperatura maxima do dia, °C; Tm = temperatura
minima do dia, °C; Tb = temperatura basal inferior, °C.

A temperatura basal inferior foi considerada 10°C. Também foi realizada o calculo dos
graus-dia acumulados (GDA). Os dados (Tabelas 1B e 2B, APENDICE B) obtidos pelos
calculos de graus-dia e graus-dia acumulado foram utilizados para a elaboracdo dos dados

apresentados na Tabela 1.
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Tabela 1 - Graus-dia acumulados e numero de dias correspondente a cada subperiodo
fenoldgico da cultura do milho, Lavras, novembro de 2018 a abril de 2019.

Subperiodos fenoldgicos

(Dias) GDA (Graus-dia acumulados)

Genotipos Semeaduraa Pendoamento Semeaduraa Pendoamento Semeadura
pendoamento  acolheita  pendoamento  a colheita a colheita
L31 87 54 1520 1003 2523
L91 84 57 1503 1070 2573
91/31 81 60 1486 1137 2623
31/91 82 59 1492 1115 2606

Fonte: Da Autora (2022).

2.4 Selecdo de linhagens e hibridos de milho contrastantes quanto a tolerancia ao estresse
hidrico.

A escolha dos materiais utilizados na pesquisa foi realizada de acordo com os resultados
obtidos por Abreu et al. (2019). Foram utilizadas, nesta pesquisa, duas linhagens contrastantes
qguanto ao déficit hidrico, a linhagem 91, tolerante e a linhagem 31, ndo tolerante, e seu
respectivos hibridos de milho (91/31 e 31/91) para retirada de folhas e raizes. Para a producao
de sementes foram utilizadas também populagdo F2 (91/31 — F; e 31/91 — F»), derivada destes
hibridos (Tabela 2).

Tabela 2 - Gendtipos de milho selecionados quanto a tolerancia ao déficit hidrico.

Linhagens Hibridos Populacao F2
L91 91/31 91731 -F
L31 31/91 31/91-F

Fonte: Da autora (2022).

2.5 Instalacdo

Apo0s a selecdo das linhagens contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, foi
implantado um experimento em casa de vegetacdo para a producdo de sementes das linhagens
e hibridos de milho, durante a safra 2018/2019. Foi realizado previamente teste de germinacgéo
de acordo com as Regras para Analise de Sementes - RAS (BRASIL, 2009) e verificou-se 99%
de germinacéo nos lotes utilizados.

As sementes foram as sementes foram previamente tratadas com o fungicida
VITAVAX®-THIRAM 200, na dosagem de 250 ml por 100 kg-1 de sementes. Em cada vaso,
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foram germinadas 6 sementes e ap0s 2 semanas foi realizado o desbaste, restando apenas 1
planta por vaso. As plantas foram desenvolvidas em vasos contendo o substrato de latossolo,
com dois grupos de tratamentos diferentes, realizados do plantio a colheita. O primeiro grupo
de tratamento, as plantas foram desenvolvidas em vasos com retencdo de agua de 30%,

simulando o déficit hidrico.

O segundo grupo de tratamento, a retencdo de agua no solo foi ajustada para 70%, ou
seja, sem o déficit hidrico. Em ambos os grupos de tratamentos, a reposicdo da agua foi
realizada diariamente, com base no peso inicial de cada vaso com os substratos. Apos 0s vasos
serem pesados, era reposta a agua, conforme o tratamento e 0s vasos eram pesados novamente
para verificagdo do peso final. A adubacdo de cobertura, assim como 0s demais tratos culturais
e fitossanitarios foram realizados de acordo com as necessidades da cultura. A coleta de
material genético (pendao, folhas e raizes) foi realizada aos 70 dias apds a semeadura, em

estadio reprodutivo R1.

As espigas oriundas das autofecundaces das linhagens, dos hibridos e dos cruzamentos
foram colhidas com teor de agua de 35%. Apds a colheita, as espigas foram despalhadas
manualmente e distribuidas em secadores de madeira, de acordo com Navratil e Burris (1984).
As espigas despalhadas, inicialmente foram pré-condicionadas durante o processo de secagem
a 35 °C até as sementes atingirem 20% do teor de agua. Posteriormente, houve o aumento da

temperatura para 42 °C até as sementes alcancarem o teor de agua de 13%.

2.6 Coleta do material genético

A coleta do material genético para as analises enzimaticas foi realizada em folhas
bandeiras e raizes secundarias oriundas das duas linhagens e dois hibridos, aos 70 dias ap0s
semeadura e nas sementes adquiridas do processo de autofecundacdo e cruzamento das
linhagens e dos hibridos. Ndo houve producéo de sementes do hibrido 91/31-F,, submetido ao
déficit hidrico.

As amostras das folhas, raizes e sementes foram armazenadas a uma temperatura de -86
°C, em embalagens plasticas, em deep freezer até o inicio das analises. Foram retiradas folhas,
raizes e trés amostras de 10 sementes, por tratamento, maceradas com auxilio do moedor

elétrico e almofariz, na presenca de polivinilpirrolidona - PVP e adicionado nitrogénio liquido.
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Foram acondicionados 100 mg em microtubos, do material macerado, por tratamento e

armazenados a uma temperatura de -86 °C, no deep freezer.

2.7 Analises protedmicas pela técnica de eletroforese

Foi realizada a andlise das enzimas catalase (EC 1.11.1.6), esterase (EC 3.1.1.1.),
peroxidase (EC 1.11.1.7.) e superoxido dismutase (EC 1.15.1.1.), por meio da técnica de

eletroforese.

A extracdo das enzimas catalase, esterase, superdxido dismutase foi realizada com o
tampéo Tris HC1 0,2M pH 8,0 + 0,1% de B mercaptoetanol, na propor¢ao de 250uL por amostra
de 100mg de material macerado. A extracdo da enzima peroxidase (POX) foi realizada com o
tampdo de extracdo (Fosfato de potassio + 0,1% de B mercaptoetanol) na proporg¢ao de 250uL
por amostra de 100mg de material macerado. O material foi homogeneizado em vortex e
mantido por 12 horas, em geladeira, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm durante 30 minutos,

a temperatura de 4 °C.

A eletroforese em géis de poliacrilamida foi desenvolvida em sistema descontinuo
(7,5% de gel separador e 4,5% de gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-
glicina pH 8,9. Para proceder a corrida eletroforética, foram aplicados 60 pL do sobrenadante
de cada tratamento, na canaleta do gel, e a corrida eletroforética foi efetuada a 120 V, por 5
horas sob refrigeracéo (4 °C). Terminada a corrida, as enzimas catalase, esterase e superdxido
dismutase foram revelados, conforme Alfenas (2006), com modificacdes. As expressdes das
enzimas, foram analisadas quanto a auséncia, presenca e a intensidade das bandas, por meio de
avaliagdo visual. A quantificagdo das intensidades das bandas também foi realizada com o

auxilio do software ImageJ ®, em pixel e transformadas para unidade de mm?.

2.8 Andlise da proteina resistente ao calor pela técnica de eletroforese

A extracdo da proteina resistente ao calor foi realizada com o tampéo de extracdo Tris
HC1 50 mM pH 7,5 0 + (0,1% de B mercaptoetanol), na propor¢ao de 1000 pL por 100 mg do
material. O material foi homogeneizado em vortex, seguido de centrifugacdo a 14.000 rpm
durante 30 minutos, a temperatura de 4 °C e removido 0s sobrenadantes. O sobrenadante foi
incubado em banho maria por 15 minutos a 85 °C e novamente centrifugado. O sobrenadante
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foi transferido para novos microtubos e o pellet, foi descartado. Depois desse procedimento,
foram novamente centrifugados a 14.000 rpm durante 30 minutos, a temperatura de 4 °C. Desse
extrato, foram coletados 70 pL e adicionados 40 puL de tampao de amostra (2,5 mL de glicerol,
0,469 SDS; 20 mg de azul de Bromofenol e completando o volume para 20 ml de tampé&o de

extracdo Tris pH 7,5), foram imersos em banho maria por 5 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema de géis de poliacrilamida SDS-Page a
12,5% (gel separador) e 6% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-
glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 pL do sobrenadante das amostras e 10 uL de amostra padrdo
da proteina no gel. Terminada a corrida, os géis foram corados com Comassie Blue 0,05%,

durante 16 horas e descorados em solugdo de &cido acético 10% (Alfenas, 1998).

2.9 Analises protedmicas pelo espectrofotometro

Para a extracdo das enzimas ascorbato peroxidase (APX), catalase (CAT) e superdxido
dismutase (SOD) foi utilizado um tampédo de extracdo contendo fosfato de potassio 400 mM
(pH 7,8), EDTA 10 mM, &cido ascorbico 200 mM e agua. Foram adicionados de 1500 pL dessa
solugé@o por amostra de 200 mg. O material foi homogeneizado em vortex, e posteriormente
centrifugado a 14.000 rpm durante 10 minutos, a temperatura de 4 °C. Os sobrenadantes foram

coletados e transferidos para microtubos.

Para a enzima catalase (CAT) foi utilizada uma solu¢do de incubacéo, contendo fosfato
de potassio 200 mM (pH 7,0) e agua. Foram colocados em banho maria a 28 °C. Os
sobrenadantes foram coletados e aplicados em microplacas de ELISA (Enzyme Linked Immuno
Sorbent Assay) de 96 pocos, em triplicata. A atividade da catalase (CAT) foi determinada pelo
decréscimo na absorbancia a 240 nm, a cada 15 segundos, por 3 minutos, monitorado pelo
consumo de peroxido de hidrogénio (HAVIR; MCHALE, 1990). A reacdo foi iniciada pela
adicdo do H20; (¢ =36 mM*cm™), sendo que, uma unidade de CAT é definida pela quantidade

de enzima necessaria para decompor 1 umol min! de H2O,.

Para a enzima superoxido dismutase (SOD) foi utilizada uma solugdo de incubacéo,
contendo fosfato de potassio 100 mM (pH 7,8), metionina 70 mM, EDTA 10 uM e dgua. Os
sobrenadantes foram coletados e aplicados em microplacas de ELISA de 96 pocos, em
triplicata. A atividade da superoxido dismutase (SOD) foi determinada pela capacidade da

enzima inibir a redugdo fotoquimica do nitro blue tetrazolium (NBT), proposta por
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Giannopolitis e Ries (1977). Os tubos contendo o tampao juntamente com a amostra e o controle
(meio de incubacdo sem a amostra), foram iluminados com lampada fluorescente de 20 W por
7 minutos e as leituras realizadas a 560 nm. Uma unidade de SOD ¢ definida pela quantidade
de enzima que inibe 50% da taxa de reducdo do NBT. A leitura foi feita a 560 nm em

espectrofotbmetro.

Para a enzima ascorbato peroxidase (APX) foi utilizada uma solucdo de incubacao,
contendo fosfato de potéassio 200 mM (pH 7,0), &cido ascorbico 10 mM e &gua e colocado em
banho maria a 28 °C. Os sobrenadantes foram coletados e aplicados em microplacas de ELISA
de 96 pocos, em triplicata. A atividade da APX foi avaliada pela adi¢do de uma aliquota de 10
puL da amostra, 180 puL da solugdo de incubagdo e 10 pL de peroxido de hidrogénio 2 mM. A
atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi determinada pela diminui¢do da absorbancia do
ascorbato (e = 2,8 mM™ cm™) a 290 nm, a cada 15 segundos, durante 3 minutos (NAKANO;
ASADA, 1981). Uma unidade de APX é definida pela quantidade de enzima que oxida 1 pmol

min de &cido ascorbico.

Proteinas totais foram avaliadas pelo método da ligacdo ao corante Coomassie Brilliant
Blue G-250 (BRADFORD, 1976), utilizando-se albumina sérica bovina (BSA 2,5mg/mL)
como padrdo e comprimento de onda de 595 nm. Aliquotas do sobrenadante foram adicionadas
a 1 mL de reagente de Bradford, agitadas em vOrtex para reagir por 15 minutos.

2.10 Anélises estatisticas

Os dados foram interpretados estatisticamente por meio da analise de variancia, e as
médias comparadas pelo teste de teste de Tukey a 5% de probabilidade. As analises foram
realizadas com o auxilio do Software SISVAR (FERREIRA, 2014).

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Resultados das analises proteémicas pela técnica de eletroforese

Em relacdo & enzima catalase, a maior atividade foi observada em folhas das plantas do
hibrido 91/31, desenvolvidas ou ndo, sob condicdo de déficit hidrico (Figura 1). Em relacdo as
linhagens, a maior atividade desta enzima foi observada na L31, sob condigéo de déficit hidrico,

guando comparada a observada na linhagem 91, nas mesmas condicdes. A catalase €
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responsavel pela dismutacdo do oxigénio molecular (O2), formando o peroxido de hidrogénio
(H202) (MEWARD et al., 2018). A enzima catalase, por exemplo, converte o peroxido de
hidrogénio (H20.) em agua (H20) e protege as celulas da oxidagao causada pelos radicais livres
(IGHODARO; AKINLOYE, 2018).

Figura 1 - Atividade da enzima catalase em folhas de linhagens e hibridos de milho, submetidas

a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico): a) padréo
de expressdo da CAT e b) gréfico da quantificagdo em pixel, em mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Em todos os gendtipos, linhagens e hibridos, quando expostos ao deficit hidrico, houve
aumento da expressdo da enzima catalase quando comparada a observada em plantas
desenvolvidas sob condicdes hidricas favoraveis, mostrando que ocorreu uma maior produgao
de catalase devido ao estresse causado pela restricdo hidrica. Esse resultado também foi
encontrado por Pakdel et al. (2020), que observaram maior atividade da CAT em folhas frescas
de genotipos de milho, contrastantes quanto a tolerancia a seca, quando submetidos ao déficit
hidrico. Wang et al. (2019) também observaram maior expressdo desta enzima em plantas de
arroz (Oryza sativa L.) sob condicdo de déficit hidrico, seguido de reidratacdo das plantas.
Nesta pesquisa 0s autores observaram 0 aumento na atividade dessa enzima com o

prolongamento do deéficit hidrico.
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Em raizes, a expressdo da enzima catalase na Linhagem 31, submetidos ao déficit
hidrico, foi estatisticamente superior a L31, sem déficit hidrico, e em relacdo a observada nos
demais genotipos (Figura 2). Ja Santos et al. (2021), ao avaliar a expressdo desta enzima em
raizes de oito gendtipos de milho, tolerantes (T) e nédo tolerantes (NT), sob duas condi¢des
(deficit hidrico e sem déficit hidrico), observaram menor expressdo desta em raizes de plantulas
desenvolvidas sem deficiéncia hidrica. Em raizes da linhagem 91, sem déficit hidrico, foi
observada menor expresséo da enzima catalase, em relacdo aos outros genotipos (linhagens e
hibridos), independentemente. Vale ressaltar que a avaliacdo da expressdo foi realizada em
plantulas submetidas por 3 semanas ao déficit hidrico. Nesta presente pesquisa a avaliacao foi
realizada ap6s 70 dias de semeadura.

Figura 2 - Atividade da enzima catalase em raizes de linhagens e hibridos de milho, submetidas

a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico): a) padréo
de expressdo da CAT e b) gréfico da quantificacdo em pixel, em mm?, pelo ImageJ.

a)

7

b) Catalase em raizes

= h

L31 Lo1 3191 9131 L31 Lo1 3191 9131
Sem déficit Sem déficit Sem déficit Sem déficit Com déficitCom déficit Com défieit Com défieit
hidrico hidrico hidrico hidrico hidrico hidrico hidrico hidrico

Fonte: Da autora (2022).

Ja em sementes da linhagem 91, produzidas sem déficit hidrico, houve maior expressao
de CAT em sementes em relac@o a observada nos demais tratamentos (Figura 3). Abreu et al.
(2014) também, observaram que em sementes da linhagem 91 (tolerante) houve maior
expressdo da CAT em relacdo aos outros gendtipos (linhagens e hibridos).
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Figura 3 - Atividade da enzima catalase em sementes de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico): a) padrdo de expressdo da CAT e b) grafico da quantificacdo em pixel, em
mm? pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Em sementes da linhagem 31, produzidas com déficit hidrico, houve maior expressdo
da enzima catalase, em relacdo a mesma linhagem com deficiéncia hidrica, o que foi observado
também em sementes dos hibridos 31/91 e 91/31, ja as sementes dos hibridos 31/91F, e 91/31F,
sem déficit hidrico, tiveram uma maior expressdo de CAT, do que quando submetidas ao déficit
hidrico. Segundo Rosa et al. (2005), o SOD e o CAT sdo enzimas consideradas como

mecanismos desintoxicantes eficazes, uma vez que atuam na remog¢édo de EROs das células.

A maior expressdo da enzima esterase em folhas foi verificada no hibrido 31/91, sob
déficit hidrico (Figura 4). Nas linhagens, a expressdo da enzima esterase em folhas também foi
maior nos genotipos L91 e L31, submetidos a deficiéncia hidrica, em relagdo as mesmas

linhagens no tratamento sem déficit hidrico. Santos et al. (2021), observaram gque em condigdes
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de déficit hidrico, houve mais expressdo da enzima esterase na parte aérea de plantulas, tanto

para as linhagens quanto para os hibridos.

A esterase esta associada ao metabolismo de ésteres de membranas celulares e com
frequéncia se correlaciona com o processo deteriorativo de tecidos. Por meio do zimograma a
deficiéncia hidrica parece ter causado danos nas folhas de milho o que poderia explicar a maior
expressdo de esterase nestas condi¢des. Ao comparar as duas linhagens, em folhas, raizes e
sementes da L91, as expressdes desta enzima foram menores que na L31, tanto naquelas
desenvolvidas sob deficiéncia hidrica quanto nas desenvolvidas sob condicdes favoraveis de

agua no solo (Figura 4, Figura 5 e Figura 6).

Figura 4 - Atividade da enzima esterase em folhas de linhagens e hibridos de milho, submetidas
a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico): a) padrdo
de expressdo da EST e b) gréfico da quantificagdo em pixel, em mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).
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Importante salientar que em raizes, das linhagens e hibridos, submetidas a deficiéncia
hidrica houve menor expressdo da enzima esterase, quando comparada a observada em raizes

de plantas desenvolvidas em condicdes favoraveis de retencdo de dgua no solo.

Figura 5 - Atividade da enzima esterase em raizes de linhagens e hibridos de milho, submetidas
a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico): a) padrao
de expressdo da EST e b) grafico da quantificagdo em pixel, em mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Maior atividade da enzima esterase foi observada em sementes da linhagem 31, em
ambas as condicdes de retencdo de agua no solo. Em ambas as linhagens L31 e L91, menor
atividade desta enzima foi observada em sementes desenvolvidas sob deficiéncia hidrica, o que
foi observado também em sementes do gendtipo hibrido 31/91-F2 (Figura 6). Marques et al.
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(2019) também observaram maior expressdo da enzima esterase em sementes das linhagens,
classificada como néo tolerante, quando comparadas com as das linhagens 91, classificada

como tolerante em seu trabalho.

Figura 6 - Atividade da enzima esterase em sementes de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem deficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico): a) padréo de expressao da EST e b) grafico da quantificagdo em pixel, em
mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Maior expressdo da POX foi observada em folhas e raizes da Linhagem 31, submetida
a restricdo hidrica (Figura 7 e Figura 8). Em raizes das linhagens 31 e 91 houve aumento da
expressdo da enzima peroxidase quando as plantas foram desenvolvidas sob deficiéncia hidrica,

0 que nao foi observado nos gendtipos hibridos 31/91 e 91/31.
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Figura 7 - Atividade da enzima peroxidase em folhas de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico):
a) padrio de expressdo da POX e b) grafico da quantificagio em pixel, em mm?,
pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Ja nas raizes (Figura 8), em todos os genotipos, linhagens e hibridos, submetidos ao
déficit hidrico, foram observadas maiores expressdes da enzima peroxidase. Em raizes da
linhagem 31 houve maior expressdo desta, quando comparadas as observadas sem déficit
hidrico. Santos et al. (2021), também observaram a maior expressao da enzima peroxidase em
raizes quando essas estavam sob condi¢Oes de estresse. A maioria dos genes que se expressam
para a peroxidase de milho aparece expressa em tecidos radiculares (HOFMANN, 2020;
SEKHON, 2011; WANG, 2015).
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Figura 8 - Atividade da enzima peroxidase em raizes de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao deficit
hidrico): a) padréo de expressdo da POX e b) grafico da quantificacdo em pixel, em
mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Em sementes, pode-se verificar que ndo houve expresséo da peroxidase na linhagem 91,
com ou sem deficiéncia hidrica (Figura 9). Na pesquisa, ao comparar a expressao desta enzima

em sementes das linhagens L31, houve maior atividade, quando comparada a L91.

Ja nos hibridos avaliados verificou-se maior expressao quando as sementes foram
desenvolvidas sob deficiéncia hidrica. Segundo Vilela (2019), sob estresse hidrico severo,

observa-se mais atividade das enzimas POX.
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Figura 9 - Atividade da enzima peroxidase em sementes de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao deficit
hidrico): a) padrdo de expressdo da POX e b) grafico da quantificacdo em pixel, em
mm?, pelo ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Ressalta-se que em folhas, raizes e sementes, de todos os gendtipos, linhagens e
hibridos, a maior expressao da enzima peroxidase foi observada sob condicGes de deficiéncia
hidrica. Assim como a catalase, a peroxidase tem sua atividade relacionada a reducédo do nivel
de H202. O H20,, junto as demais espécies reativas de oxigénio, sdo responsaveis pela
peroxidacdo de lipideos e consequentemente pela perda da capacidade seletiva e fluidez do
sistema de membranas celulares (CHOUDHARY; KUMAR; KAUR, 2019; LIU;
SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; MARQUES et al, 2019; PAUL,;
ROYCHOUDHURY, 2017).

Quanto a enzima superoxido dismutase (SOD), maior expressao foi observada em folhas
das plantas hibridas, 31/91 e 91/31, ndo submetidas ao déficit hidrico (Figura 10).
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Em linhagens, foi observada maior expressdo da enzima SOD em folhas das plantas na
L31, submetidas ou ndo ao déficit hidrico, sendo que a maior expressao ocorreu sob deficiéncia
hidrica. Verifica-se que a expressdo de SOD foi maior em plantas submetidas a restri¢do hidrica,
0 que pode estar associado a destoxificacdo celular.
Figura 10 - Atividade da enzima superoxido dismutase em folhas de linhagens e hibridos de

milho, submetidas a dois tratamentos sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico): a) padrdo de expressdo da SOD e b) quantificacio em pixel, em mm?, pelo

ImageJ.
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Fonte: Da autora (2022).

Em raizes a maior expressdao de SOD foi verificada em plantas submetidas ao déficit
hidrico independentemente do gendtipo, sendo linhagem ou hibrido. Em ambas as condices,
maior atividade desta enzima foi observada na linhagem 31, classificada como ndo tolerante
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(Figura 11). Os genotipos sensiveis de milho tendem ndo apresentar esta capacidade de remover
as EROs, além de apresentarem baixa taxa fotossintética quando expostas a estresse prolongado
(SOUZA et al., 2014).

Figura 11 - Atividade da enzima superdxido dismutase em raizes de linhagens e hibridos de

milho, submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico): a) padrdo de expressdo da SOD e b) quantificacio em pixel, em mm?, pelo

ImageJ
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Fonte: Da autora (2022).

Essa enzima atua como catalizadora no processo de conversao dos radicais superéxido
(O2") em peroxido de hidrogénio (H202) (LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019;
PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017). Os radicais O2" séo produzidos pelo bloqueio da cadeia de
transporte de elétrons o que leva & geracdo de elétrons livres ou, pela reacédo de transferéncia de
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elétrons da ferredoxina ao oxigénio molecular, e sdo compostos potencialmente causadores de
dano celular por atuarem negativamente sobre a membrana celular (CHOUDHARY; KUMAR,;
KAUR, 2019; LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019).

Em sementes houve menor atividades da enzima SOD quando foram desenvolvidas sem
déficit hidrico, independentemente do gendtipo, linhagens ou hibridos. Em ambas as condicdes
maior atividade em sementes F. (Figura 12).

Figura 12 - Atividade da enzima superoxido dismutase em sementes de linhagens e hibridos de
milho, submetidas a dois tratamentos sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit

hidrico): a) padrdo de expressio da SOD e b) quantificacdo em pixel, em mm?, pelo
ImageJ

b) SOD em sementes

Fonte: Da autora (2022).

Ao comparar as linhagens maior expressdo foi observada em sementes da linhagem 91,
sem deficiéncia hidrica. A SOD é a primeira enzima a atuar no sistema de defesa antioxidante,
removendo o superdxido, eliminando a possibilidades da formacéo do radical hidroxila (LUIS

et al., 2018). Em plantas de milho tolerantes ao déficit hidrico, uma das respostas fisiologicas
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a esta exposicdo é ativacdo do sistema antioxidante enzimatico para sequestrar as EROs
(NOMAN et al., 2015; SOUZA et al., 2014).

3.2 Resultados das analises protedmicas pela técnica de espectrofotometria de microplacas

A expressdo da enzima ascorbato peroxidase (APX) nas folhas foi estatisticamente
superior na linhagem 31, submetida ao déficit hidrico, em relagéo a linhagem 91, e os hibridos
Silva Neta et al. (2015) observaram aumento da expressao da enzima APX nas folhas de milho,

sendo a APX, utilizada como um marcador em folhas, quando h& déficit hidrico.

Na presente pesquisa foi observado aumento nos valores de APX em folhas das
linhagens 31 e 91, quando submetidas ao déficit hidrico, em relacdo as essas mesmas linhagens

quando ndo submetidas ao déficit hidrico (Grafico 2)..

No entanto, em folhas das plantas hibridas 31/91 e 91/31, houve reducédo dos valores da

APX quando submetidas ao deficit hidrico. Sharma e Dubey (2005) observaram que, em
condicBes extremas de seca, a atividade da APX € reduzida.

Gréafico 2 — Quantificacdo da atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX), por meio

da espectrofotometria de microplacas, em folhas de linhagens e hibridos de milho,

submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico):

APX em Folhas
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).
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Diferentemente do observado em folhas, maiores valores de APX foram observados em
raizes e sementes da linhagem 91, desenvolvidas sob déficit hidrico (Grafico 3 e Gréafico 4).
Independentemente do gendtipo, linhagem e hibrido, houve aumento da APX, em folhas das
plantas desenvolvidas sob déficit hidrico. Xie et al. (2018), observaram que as atividades da
superdxido dismutase (SOD), peroxidase (POX), ascorbato peroxidase (APX) e glutationa
redutase (GR) foram aumentadas sob deficiéncia hidrica e ainda mais reforcadas pela aplicacéo

de 2-(3,4-Diclorofenoxi) trietilamina (DCPTA) em plantulas de milho.

O aumento da atividade da APX nas plantulas, também sugere um sinal de tolerancia
ao déficit hidrico, pois, além de diminuir o acimulo de H20. a sua presenca em diferentes
compartimentos celulares cria uma barreira de defesa ao estresse oxidativo em organelas
fundamentais como o cloroplasto (ZHANG et al., 2013). Em sementes, para a maioria dos
gendtipos (linhagens e hibridos) houve aumento dos valores da APX sob condicGes de déficit

hidrico.

Gréfico 3 - Quantificacdo da atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX), por meio
da espectrofotometria de microplacas, em raizes de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico):

APX em Raizes

mmol ASA/gMF/min

Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).
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Gréafico 4 - Quantificacdo da atividade enzimatica de ascorbato peroxidase (APX), por meio
da espectrofotometria de microplacas, em sementes de linhagens e hibridos de
milho, submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit

hidrico):
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Em folhas da linhagem 31, submetidas ao déficit hidrico, houve maior expressdo da
enzima catalase, quando compara com a da linhagem 91, sob deficiéncia hidrica ou ndo (Grafico
5). Hussain et al. (2020) também observaram em quatro cultivares de milho sob a influéncia
dos estresses de seca, frio e seca mais frio; maior expressdo desta enzima sob condicGes de
estresse. Os autores observaram que, principalmente sob a condicéo de frio e a condicéo de seca
mais frio, o estresse oxidativo é desencadeado, h4 maior acimulo de EROs e taxa de
peroxidacdo lipidica. VariacGes na resposta de cultivares de milho aos estresses também foram
observadas. Sabe-se que o equilibrio entre as atividades de CAT, SOD e APX é essencial para
eliminar os niveis toxicos de EROs (APEL; HIRT, 2004).

Importante ressaltar que a atividade da enzima catalase, avaliada por meio da técnica de
eletroforese, também, foi maior em folhas da linhagem 31 quando comparada a observada em
folhas da linhagem 91. Também por meio desta mesma técnica houve aumento da atividade da
catalase em folhas sob condigfes de déficit hidrico, independentemente do gendtipo, linhagem

ou hibrido.
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Gréfico 5 - Quantificacao da atividade enzimatica de catalase (CAT), por meio da espectrofoto-
metria de microplacas, em folhas de linhagens e hibridos de milho, submetidas a
dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico):

CAT em Folhas

——in

Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

A expressdo da catalase foi maior na linhagem 91, submetida ao déficit hidrico em
relacdo aos outros gendtipos (linhagens e hibridos). Com excecdo do observado em raizes do
hibrido 31/91, sob condic¢des de déficit hidrico, houve aumento desta enzima (Gréfico 6).

Gréfico 6- Quantificacdo da atividade enzimatica de catalase (CAT), por meio da espectrofoto-
metria de microplacas, em raizes de linhagens e hibridos de milho, submetidas a
dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico):
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).
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Pakdel et al. (2020) também observaram aumento da CAT em raizes de genotipos de
milho submetidos ao déficit hidrico. Os autores verificaram também aumento das atividades
das enzimas SOD e POX em raizes do gendtipo classificado como tolerante. Esses resultados
corroboram aos de outros autores os quais observaram aumento da atividade de enzimas
antioxidantes associadas a resposta a seca em cevada (GHOTBI-RAVANDI et al., 2019), milho
(CHUGH et al., 2011), arroz (SHARMA; DUBEY, 2005), gergelim (FAZELI et al., 2007) e
colza (ABEDI et al., 2010).

Na presente pesquisa, para a maioria dos gendtipos, linhagens e hibridos, houve
aumento dos valores de catalase em raizes de plantas desenvolvidas sob condicdo de déficit
hidrico, o que também foi observado quando da avaliagdo da atividade da catalase pela técnica
de eletroforese.

Em relacdo a expressdo em sementes, maiores valores de catalase foram observados nas
da linhagem 91, sem déficit hidrico e menor nas da linhagem 31, também n&o submetida ao
déficit hidrico. Houve aumento nos valores desta enzima em sementes da linhagem 31 e os
hibridos 31/91 e 91/31, desenvolvidas sob déficit hidrico (Grafico 7). O aumento da atividade
das enzimas do sistema antioxidante € um dos mecanismos de protecdo adotados pela planta
para eliminar as EROs induzidas pelo estresse (PAKDEL et al.,2020). Segundo estes autores a
magnitude da tolerancia ao déficit hidrico esta relacionada a capacidade de eliminacdo de ROS
das células vegetais.

Grafico 7 - Quantificagdo da atividade enzimatica de catalase (CAT), por meio da espectrofoto-

metria de microplacas, em sementes de linhagens e hibridos de milho, submetidas
a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit hidrico):
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).
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Em relacdo a enzima SOD, a maior atividade, foi observada em folhas das plantas dos
hibridos 31/91 e 91/31, sem estresse hidrico (Grafico 8). Nesta condicdo menores valores de
SOD foram observados em folhas da L31, sem estresse hidrico. Em folhas desta linhagem
houve aumento da SOD sob déficit hidrico. No entanto, é importante ressaltar que para 0s
demais gendtipos estudados houve reducdo dos valores de SOD sob condices de déficit
hidrico. Por meio da técnica de eletroforese, em folhas de plantas hibridas desenvolvidas sem
déficit hidrico houve, também, maior atividade de SOD. A SOD esta presente em todos 0s
compartimentos capazes de realizar transporte de elétrons, ou seja, suscetiveis ao estresse

oxidativo e encontrada principalmente nos cloroplastos e mitocondrias (LUIS et al., 2018).

Gréafico 8 - Quantificacdo da atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), por meio
da espectrofotometria de microplacas, em folhas de linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico):

SOD em Folhas
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Em raizes também foi observado a maior expressdo de SOD nos hibridos 91/31 e 31/91,
submetidas ou néo ao déficit hidrico (Grafico 9). Jabeen et al. (2020), em um estudo de tiamina
para estimular o crescimento e metabolitos secundarios em raizes de nabo, sob déficit hidrico,
observaram que as atividades das enzimas superdxido dismutase e catalase aumentaram,
enquanto nenhuma alteracao foi observada na peroxidase em condicGes de déficit hidrico. Em
raizes, os autores observaram aumento significativo das atividades de SOD e peroxidase, em
condicdes de déficit hidrico, enquanto ndo houve diferenca da atividade de CAT em raizes

desenvolvidas a 75% e 50% de retencdo de &gua no solo.
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Pela técnica de eletroforese também foi observada maior atividade da SOD em raizes
da linhagem 31, quando comparada a observada nas da linhagem 91, desenvolvidas ou ndo sob
déficit hidrico.

Gréafico 9 - Quantificacdo da atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), por meio
da espectrofotometria de microplacas, em raizes de linhagens e hibridos de milho,

submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico):

SOD em Raizes

=
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Em sementes da linhagem 91, desenvolvidas sem condicdo de déficit hidrico, houve
maior atividade da enzima SOD em relacdo a outros gendtipos, linhagem e hibridos. (Gréfico
10). Para esta mesma linhagem houve redugdo dos valores de SOD em folhas desenvolvidas
sob déficit hidrico. Enzimas como a catalase, peroxidase, ascorbato peroxidase e as
peroxirredoxinas atuam, posteriormente a atividade da SOD, uma vez que estdo envolvidas na

eliminacdo do peroxido de hidrogénio gerado (FREITAS, 2020).

Segundo Pires et al. (2016), a tolerancia se da pelo estimulo a atividade de uma ou mais
enzimas do sistema antioxidativo como superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT),
peroxidase (POX) e peroxidase do ascorbato (APX), diminuindo a acao de espécies reativas de

oxigénio (EROs).
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Gréafico 10 - Quantificacdo da atividade enzimatica de superdxido dismutase (SOD), por meio
da espectrofotometria de microplacas, em sementes de linhagens e hibridos de
milho, submetidas a dois tratamentos (sem déficit hidrico ou submetidas ao déficit

hidrico):
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Médias seguidas por uma mesma letra, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de probabilidade.
Fonte: Da autora (2022).

Em raizes, houve menores valores de proteinas totais submetidas ou ndo ao déficit
hidrico (Gréfico 11). Yordanov et al. (2000), observaram o conteudo de proteinas sollveis em
folhas e a tendéncia de reducdo apresentada em raizes sob déficit hidrico podem estar
relacionados a ocorréncia de degradacdo e queda na sintese proteica, em consequéncia da

inducdo de estresse hidrico nas células.

El-Tayeb e Ahmed (2007) ao avaliarem o estresse hidrico em Vicia faba, observaram
gue o conteudo de proteina no apoplasto de folhas aumentou na cultivar tolerante e reduziu na
sensivel a seca, 0 que também foi observado nessa pesquisa. Na L91, houve maior expressao

de proteinas do que a L31, submetida ou ndo ao deficit hidrico.
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Gréafico 11 - Quantificacdo da atividade de proteinas totais, por meio da espectrofotometria de
microplacas, em folhas, raizes e sementes linhagens e hibridos de milho,
submetidas a dois tratamentos (sem deficit hidrico ou submetidas ao déficit
hidrico):
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Fonte: Da autora (2022)

Na presente pesquisa observa-se que o déficit hidrico estimulou maior acimulo de
proteinas sollveis em sementes, do que nas folhas e nas raizes, isto ocorre, pois, sementes
possuem baixo teor de agua em comparagdo com as folhas e raizes. Esse resultado corrobora
com Tirelli (2021), que observou maiores valores de proteinas totais em plantulas produzidas a
10% da capacidade de retencdo de &gua oriundas das sementes provenientes dos campos sem
controle da irrigacdo, isto mostra que estes gendtipos sentiram a inducdo ao estresse fazendo-

os aumentar a producdo de substancias a fim de reverter os danos provenientes da falta de agua.

Na presente pesquisa, em raizes dos hibridos 91/31-F> e 31/91-F,, sem déficit hidrico e
nas folhas e raizes do hibrido 31/91-F», com déficit hidrico, ndo houve expresséo de proteinas
totais pela técnica de espectrofotometria de microplacas.

Por meio dos resultados das analises proteémicas avaliadas pela técnica de eletroforese
foi possivel observar mais atividade das enzimas do sistema antioxidante, superdxido
dismutase, catalase e peroxidase em folhas e raizes da linhagem 31 quando em relacdo

observada na linhagem 91, independentemente de o crescimento das raizes ocorrer sob
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condicdo de déficit hidrico ou ndo. Excecédo foi observada para a atividade da peroxidase em
raizes da linhagem 91, sem déficit hidrico. Em relacdo a expresséo destas enzimas em folhas e
raizes dos genotipos hibridos 31/91 e 91/31 foi observada maior atividade destas quando
comparado a observada nas linhagens 31 e 91, independentemente da condicdo de déficit

hidrico.

Pela técnica de eletroforese foi possivel observar, de uma maneira geral, para as CAT,
Peroxidase e SOD, o aumento da atividade destas em folhas, raizes e sementes quando foram
desenvolvidas sob déficit hidrico. Isso também foi observado para a catalase em folhas e raizes
e paraa APX em raizes e sementes, quando quantificadas pela técnica de espectrofotometria de
microplacas. Quanto a enzima esterase também foi observada maior atividade em folhas, raizes
e sementes da linhagem 31, quando comparada a observada pela linhagem 91. Em folhas houve
aumento da atividade desta enzima sob déficit hidrico. J& em raizes e sementes, houve reducéo

da atividade desta enzima sob déficit hidrico.

Como ja abordado a caracteristica de tolerdncia ao déficit hidrico é controlada por
muitos genes e a expressao deste é influenciada por diferentes fatores, a exemplo do genétipo,
estadio de desenvolvimento no qual ocorre o déficit hidrico, do nivel de deficiéncia hidrica,
entre outros. Avaliar a expressao dos genes por meio de analise protedmica € uma importante
ferramenta para entender os mecanismos envolvidos na tolerancia a seca. Como observado na
revisao, sob condicdes de deficiéncia hidrica ha aumento de EROs que podem causar danos em
nivel celular. Como defesa, ha resposta por meio de enzimas do sistema antioxidante que
impedem ou reduzem os danos deletérios causado por EROs. Outas proteinas também podem
estar relacionadas a tolerancia ao déficit hidrico, a exemplo da esterase, proteinas resistentes ao

calor, entre outras.

De maneira geral, a maior expressdo das proteinas estudas nesta pesquisa em folhas,
raizes e sementes da linhagem intolerante déficit hidrico L31, comparada a observada na
linhagem 91, tolerante, pode estar associada a necessidade de defesa para reducdo de EROs,

formadas na linhagem 31.

No entanto, é importante ressaltar que mesmo o experimento sendo conduzido em casa
de vegetacdo, o controle de todos os fatores que poderiam influenciar na expressao destas
enzimas é muito dificil. Manter os valores exatos de retengdo de 4gua no solo, por exemplo, é

um desafio, o que pode ocasionar a obtencdo de resultados nem sempre passiveis de
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explicaces. Isso pode ser observado em relacdo a expressdo observada nos materiais hibridos.
Mesmao assim, marcadores de proteinas podem ser considerados informativos para a selecéo de

genotipos de milho tolerantes déficit hidrico.

4, CONCLUSOES

A maior atividade da enzima SOD, CAT, POX, em folhas e raizes é observada na
linhagem 31, submetida ao déficit hidrico. Também, na linhagem 91, a maior atividade da
enzima esterase é observada em folhas, raizes e sementes, independentemente de o crescimento

das raizes ocorrer sob déficit hidrico ou nao.

Em relacdo a expressdo destas enzimas em folhas e raizes dos gendtipos hibridos, é
observada maior atividade destas quando comparada a observada nas linhagens tolerante e ndo
tolerante, independentemente da condi¢do de déficit hidrico.

Para maioria dos gendtipos avaliados, ha maior expressdao das proteinas sob condicéo
de déficit hidrico.
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APENDICE A- Dados Climatoldgicos

Tabela 1A - Dados de temperatura maxima, temperatura minima, temperatura média e umidade
relativa, coletados na casa de vegetacdo do Departamento de Agricultura, da
Universidade Federal de Lavras, Lavras — MG, no periodo de novembro de 2018
a abril de 2019.

Data ,T_emp. ,T_emp. Temp. Média Um_idade
Minima (°C) Maxima (°C) (°C) relativa (%o)
15/11/2018 28 31 29,5 74
16/11/2018 26 28 27,0 94
17/11/2018 26 28 27,0 89
18/11/2018 30 33 31,5 59
19/11/2018 25 26 25,5 94
20/11/2018 27 29 28,0 74
21/11/2018 27 29 28,0 66
22/11/2018 28 30 29,0 66
23/11/2018 28 30 29,0 66
24/11/2018 27 29 28,0 70
25/11/2018 25 26 25,5 94
26/11/2018 28 31 29,5 70
27/11/2018 30 33 31,5 62
28/11/2018 29 32 30,5 66
29/11/2018 28 31 29,5 70
30/11/2018 23 24 23,5 94
01/12/2018 26 28 27,0 84
02/12/2018 24 25 24,5 94
03/12/2018 25 25 25,0 69
04/12/2018 27 28 27,5 58
05/12/2018 30 33 31,5 59
06/12/2018 29 31 30,0 62
07/12/2018 30 33 31,5 62
08/12/2018 26 27 26,5 65
09/12/2018 30 32 31,0 62
10/12/2018 28 30 29,0 66
11/12/2018 30 32 31,0 55
12/12/2018 31 34 32,5 55
13/12/2018 29 30 29,5 55
14/12/2018 30 32 31,0 55
15/12/2018 31 32 31,5 49
16/12/2018 30 32 31,0 55
17/12/2018 29 30 29,5 55

18/12/2018 30 31 30,5 52




Tabela 1A, continuacéo

Data ,T_emp. ,T_emp. Temp. Média Um_idade
Minima (°C) Maxima (°C) (°C) relativa (%o)
19/12/2018 29 31 30,0 62
20/12/2018 31 33 32,0 52
21/12/2018 31 33 32,0 62
22/12/2018 30 32 31,0 55
23/12/2018 28 31 29,5 74
24/12/2018 24 25 24,5 89
25/12/2018 26 28 27,0 79
26/12/2018 29 31 30,0 62
27/12/2018 28 31 29,5 70
28/12/2018 24 25 24,5 94
29/12/2018 23 24 23,5 94
30/12/2018 27 29 28,0 70
31/12/2018 23 24 23,5 94
01/01/2019 26 28 27,0 84
02/01/2019 27 30 28,5 75
03/01/2019 29 31 30,0 62
04/01/2019 31 35 33,0 59
05/01/2019 28 31 29,5 74
06/01/2019 28 31 29,5 70
07/01/2019 25 26 25,5 94
08/01/2019 28 30 29,0 66
09/01/2019 29 31 30,0 62
10/01/2019 30 33 315 62
11/01/2019 29 31 30,0 58
12/01/2019 27 29 28,0 66
13/01/2019 28 30 29,0 66
14/01/2019 29 31 30,0 62
15/01/2019 27 29 28,0 70
16/01/2019 31 34 32,5 55
17/01/2019 31 34 32,5 55
18/01/2019 30 34 32,0 66
19/01/2019 25 26 25,5 94
20/01/2019 25 26 25,5 94
21/01/2019 28 30 29,0 66
22/01/2019 30 33 31,5 62
23/01/2019 30 34 32,0 66
24/01/2019 28 34 31,0 89
25/01/2019 28 31 29,5 70
26/01/2019 31 35 33,0 62
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Tabela 1A, continuacéo

Data ,T_emp. ,T_emp. Temp. Média Um_idade
Minima (°C) Maxima (°C) (°C) relativa (%o)
27/01/2019 24 25 24,5 94
28/01/2019 26 27 26,5 70
29/01/2019 24 25 24,5 94
30/01/2019 28 30 29,0 62
31/01/2019 29 31 30,0 62
01/02/2019 29 32 30,5 66
02/02/2019 29 32 30,5 66
03/02/2019 27 29 28,0 74
04/02/2019 28 31 29,5 70
05/02/2019 27 29 28,0 74
06/02/2019 27 29 28,0 74
07/02/2019 30 33 31,5 62
08/02/2019 30 33 31,5 62
09/02/2019 30 34 32,0 66
10/02/2019 30 34 32,0 66
11/02/2019 29 32 30,5 66
12/02/2019 29 32 30,5 66
13/02/2019 28 33 30,5 84
14/02/2019 28 33 30,5 84
15/02/2019 31 37 34,0 66
16/02/2019 31 37 34,0 66
17/02/2019 30 37 33,5 79
18/02/2019 30 37 33,5 79
19/02/2019 29 35 32,0 79
20/02/2019 29 35 32,0 79
21/02/2019 31 38 34,5 70
22/02/2019 31 38 34,5 70
23/02/2019 31 37 34,0 66
24/02/2019 31 37 34,0 66
25/02/2019 34 41 37,5 56
26/02/2019 34 41 37,5 56
27/02/2019 32 38 35,0 63
28/02/2019 32 38 35,0 63
01/03/2019 33 38 35,5 56
02/03/2019 33 41 37,0 63
03/03/2019 27 31 29,0 85
04/03/2019 31 41 36,0 63
05/03/2019 19 30 24,5 77
06/03/2019 31 37 34,0 66
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Tabela 1A, continuacéo

Data ,T_emp. ,T_emp. Temp. Média Um_idade
Minima (°C) Maxima (°C) (°C) relativa (%o)
07/03/2019 19 31 25,0 73
08/03/2019 21 28 24,5 83
09/03/2019 20 32 26,0 62
10/03/2019 24 31 27,5 77
11/03/2019 28 33 30,5 84
12/03/2019 22 26 24,0 80
13/03/2019 33 39 36,0 67
14/03/2019 33 39 36,0 59
15/03/2019 34 42 38,0 59
16/03/2019 34 42 38,0 59
17/03/2019 31 37 34,0 59
18/03/2019 31 37 34,0 66
19/03/2019 19 30 24,5 83
20/03/2019 19 30 24,5 60
21/03/2019 19 26 22,5 83
22/03/2019 19 26 22,5 85
23/03/2019 16 27 21,5 71
24/03/2019 16 27 21,5 74
25/03/2019 17 30 23,5 70
26/03/2019 17 30 23,5 81
27/03/2019 17 30 23,5 60
28/03/2019 17 30 23,5 76
29/03/2019 17 27 22,0 68
30/03/2019 17 27 22,0 74
31/03/2019 17 28 22,5 65
01/04/2019 16 28 22,0 79
02/04/2019 17 29 23,0 74
03/04/2019 17 29 23,0 80
04/04/2019 19 31 25,0 74
05/04/2019 18 30 24,0 85

Fonte: Da Autora (2022)
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APENDICE B — Graus-dia correspondentes aos subperiodos fenoldgicos

Tabela 1B - Graus-dia e nimero de dias correspondente entre a semeadura e pendoamento da
cultura do milho, Lavras, novembro de 2018 a abril de 2019.

Semeadura a pendoamento (dias)

Mes Craus-dia(GD) 31" "1 g1 o131 31/91
Novembro 18,3 16 16 16 16
Dezembro 18,9 31 31 31 31

Janeiro 19,1 31 31 31 31
Fevereiro 22,3 6 9 3 4

*Graus-dia calculado considerando Th = 10°C
Fonte: Da Autora (2022).

Tabela 2B - Graus-dia e nimero de dias correspondente entre o pendoamento e a colheita da
cultura do milho, Lavras, novembro de 2018 a abril de 2019.

Pendoamento a colheita
L31 L91 91/31 31/91

Més Graus-dia (GD)

Fevereiro 22,3 22 19 25 24
Marco 18,0 31 31 31 31
Abril 13,4 5 5 5 5

*Graus-dias calculado considerando Th = 10°C
Fonte: Da Autora (2022).



