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RESUMO

O conhecimento de genes relacionados ao déficit hidrico em sementes e em plantulas pode ser
uma importante ferramenta para auxiliar e acelerar o processo de selecdo de gendtipos de
milho mais adaptados as condicdes de seca. Assim, objetivou-se neste trabalho avaliar a
expressao de genes relacionados a toleréncia ao deficit hidrico em linhagens de milho. Foram
utilizadas linhagens previamente selecionadas quanto a tolerancia ao déficit hidrico, sendo
duas linhagens tolerantes (L91-T e L32-T) e duas linhagens ndo tolerantes (L57-NT e L24-
NT). Avaliou-se a qualidade inicial das sementes por meio do teste de germinacdo e
envelhecimento acelerado. Para a emergéncia e indice de velocidade de emergéncia (IVE),
sementes das quatro linhagens foram semeadas em substrato contendo areia, ajustada para
70% e 10% da capacidade de retencdo de agua, constituindo-se a condicdo sem estresse e com
estresse hidrico, respectivamente; posteriormente avaliou-se o comprimento radicular e da
parte aérea das plantulas. Para as anélises protedbmicas, utilizaram-se sementes secas, ponta de
espigas e plantulas com trés, cinco e sete dias ap6s a semeadura submetidas a duas condicdes
contrastantes quanto a disponibilidade hidrica de duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
Foi avaliada a expressdo das enzimas catalase, peroxidase, esterase e das proteinas resistentes
ao calor por meio da técnica de eletroforese. Na analise de transcritos foi estudado a
expressao dos genes associados a tolerancia ao estresse ZmPP2C, ZmDREB2A/2.1S,
ZmDBP3, ZmAN13, ZmALDH9, ZmLEA3 e AOX2 pela técnica de gqRT-PCR. Pode-se concluir
que ha maior expressdo na ponta de espigas da linhagem L91-T das enzimas catalase,
peroxidase e esterase. Ha reducdo da expressdo da enzima catalase e esterase em plantulas de
sete dias para ambas as linhagens analisadas. Maior atividade das proteinas resistentes ao
calor ocorre nas sementes secas da linhagem L91-T. Foram identificados genes potenciais
como marcadores para selecdo de linhagens de milho tolerantes ao déficit hidrico.

Palavras-chave: qRT-PCR. Eletroforese. Protebmica. Estresse abiotico. Zea mays.



ABSTRACT

The knowledge of genes related to water deficit in seeds and seedlings can be an important
tool to aid and accelerate the process of selection maize genotypes more adapted to water
deficit. Thus, the aim of this study was to evaluate the expression of genes related to the
tolerance to water deficit in maize lines. Were used maize lines previously selected for
tolerance to water deficit, two tolerant lines (L91-T and L32-T) and two not tolerant lines
(L57-NT and L24-NT). The initial seed quality was evaluated by germination and accelerated
aging test. For emergence and emergency speed index (ESI), the seeds of the four lines were
seeded in substrate with sand, adjusted to 70% and 10% of the water retention capacity,
consisting of no stress and stress condition, respectively; than, it was evaluated the root and
shoot length of the seedlings. For proteomic analyzes, dry seeds, ears tips and seedlings were
used with three, five and seven days after seeding submitted to two contrasting conditions of
water availability of two maize lines (L91-T and L57-NT). The expression of catalase,
peroxidase, esterase and heat-resistant proteins were evaluated by the electrophoresis
technique. In the transcript analysis were studied the expression of the genes associated to
stress tolerance ZmPP2C, ZmDREB2A/2.1S, ZmDBP3, ZmAN13, ZmALDH9, ZmLEA3 and
AOX2 by the gRT-PCR technique. Can be conclude that, higher expression were obtained for
ears tip in L91-T lines for catalase, peroxidase and esterase. There was a reduction in the
enzyme expression of the catalase and esterase in seedlings after seven days of planting, for
both lines analysed. Higher activity of the resistant heat proteins activity occured in dry seeds
of line L91-T. Were identified potential genes as markers for the selection of maize lines
tolerant to water déficit.

Keywords: qRT-PCR. Electrophoresis. Proteomics. Abiotic stress. Zea mays.
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1 INTRODUCAO

O estresse devido a baixa disponibilidade hidrica é uma variavel climatica que afeta a
producdo de grdos de milho no Brasil (COMPANHIA NACIONAL DE ABASTECIMENTO
- CONAB, 2017). Tal condicéo provoca alteracdes no desenvolvimento das plantas refletindo
diretamente na produtividade, sendo considerado o fator que mais limita o desenvolvimento
vegetal e o principal agente causador de reducédo da producdo de graos (VON PINHO et al.,
2002).

Neste contexto, um dos objetivos mais relevantes nos programas de melhoramento
genético atualmente consiste em aumentar a tolerdncia das plantas aos estresses ambientais.
Contudo, os mecanismos que controlam a tolerancia, como a tolerancia ao déficit hidrico, séo
complexos envolvendo a expressdo de varios genes, dificultando a identificacdo (ASHRAF,
2010).

A planta quando sujeita ao estresse busca adaptar-se a tal condi¢cdo por meio da
expressao de genes especificos. Os genes responsivos ao déficit hidrico sdo, em grande
maioria, regulados por &cido abscisico (ABA), relacionado com a inducdo de diferentes
sistemas de defesa antioxidante, como as enzimas superéxido dismutase, catalase e
peroxidase, e antioxidantes ndo enzimaticos. No entanto, existem genes que ndo sao regulados
por ABA, indicando a existéncia de diversos mecanismos moleculares reguladores na
expressao (DING et al., 2012; LIU et al., 2013).

Muitos genes tem sido reportados como de potencial importancia para aumentar a
tolerancia de plantas ao déficit hidrico, como os genes da familia ZmDREB, e o0s
genes ZmALDH9, ZmLEA3 e ZmAN13 (JIN et al., 2007; LIU et al., 2013; WANG; DONG,
2009; ZHOU et al., 2012). As diferencas na tolerancia ao déficit hidrico entre as plantas
ocorrem devido as diferengas quantitativas na expressédo de genes, possibilitando por meio do
estudo da analise de expressdo génica o conhecimento de gendtipos superiores quanto a
tolerancia a seca.

Assim, visando auxiliar os programas de melhoramento quanto a selecéo de cultivares
de milho mais adaptadas as condi¢cBes de baixa disponibilidade hidrica, uma ferramenta
promissora para a caracterizacao e identificacdo precoce de gendtipos tolerantes ao estresse
consiste no conhecimento da expressdo de genes relacionados ao déficit hidrico em sementes
e em pléantulas de milho, por meio da identificacdo de marcadores funcionais.

Diante disso, objetivou-se neste trabalho avaliar a expresséo de genes associados ao

déficit hidrico em sementes, tecidos de espiga e plantulas desenvolvidas em condicOes
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normais de cultivo e em condicBes de déficit hidrico, por meio das analises protedbmica e
transcriptdbmica. Em especifico, buscou-se definir potenciais genes marcadores visando a

selecdo precoce de genotipos tolerantes ao déficit hidrico.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Cultura do milho no Brasil

A cultura do milho apresenta grande importancia na economia brasileira,
representando aproximadamente 42,1% da producdo total de gréos no pais. De acordo com a
Companhia Nacional de Abastecimento (CONAB, 2017), foram produzidos 97,71 milhGes de
toneladas de gréos de milho na safra 2016/2017.

Este cereal é cultivado em praticamente todos os estados brasileiros sendo realizado
em duas épocas de semeadura, a primeira safra, denominada de safra de verdo; e a segunda
safra, denominada de safrinha. No cultivo de verdo, a semeadura ocorre na época tradicional
durante o periodo chuvoso, entre fins de agosto até os meses de outubro/novembro, e em
praticamente todos os estados brasileiros. Na safra de verdo 2016/2017 a producéo foi de
30,46 milhdes de toneladas, com um aumento de aproximadamente 18,1% em relagéo a safra
2015/2016 (CONAB, 2017). A segunda safra referente ao milho de sequeiro, onde concentra-
se a maior producdo de grdos de milho, a semeadura é realizada de janeiro até meados de
abril, quase sempre ap0s a soja precoce, principalmente na regido Centro-Oeste e 0s estados
de S&o Paulo, Parana e Minas Gerais (CRUZ et al., 2010).

O aumento das éareas de cultivo, principalmente no cultivo safrinha, e o
aperfeicoamento dos sistemas de producdo ao longo dos ultimos anos, tem contribuido para a
elevacdo da producéo de graos de milho (BERGAMASCHI et al., 2006). No entanto, ainda se
observam algumas limitacdes relacionadas as condi¢Ges climaticas, especificamente
temperatura, fotoperiodo, salinidade e o regime hidrico (CRUZ et al., 2010). O estresse pela
baixa disponibilidade hidrica € o principal agente causador da queda de producédo de graos de
milho, sendo intensificados no cultivo safrinha, em que apresentam um menor potencial de
produtividade e os riscos aumentam devido ao menor indice pluviométrico e temperaturas
mais baixas presentes nesse época (VON PINHO et al., 2002).

A produgéo da safrinha de 2016/2017 representou mais de 68% do total da producéo
de milho, com aproximadamente 67,3 milhdes de toneladas de gréos. Ja na produgdo da
safrinha de 2015/2016 houve reducgdo recorde superior em 24,7% em relagdo a safra
2014/2015, e a produtividade da cultura foi a menor vista nos ultimos dez anos com 3,9 mil
kg/ha, representando uma diminuicdo de 29%. Tal reducdo na producdo ocorreu
principalmente devido ao déficit hidrico (CONAB, 2017). De acordo com a CONAB (2017),

em algumas regifes do pais a deficiéncia hidrica causou uma reducdo significativa na
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producéo da cultura do milho, a exemplo dos estados de Séo Paulo, Parana, Minas Gerais,
Mato Grosso do Sul, Mato Grosso e Goiés, nos quais houve perdas de até 100% em algumas
lavouras.

Assim, visando a diminuicdo dos efeitos do déficit hidrico, € importante o
desenvolvimento de gendtipos que utilizam a dgua com mais eficiéncia e que sejam mais
tolerantes ao estresse. Por meio da selecdo de germoplasmas com variabilidade genética
suficiente para um alto potencial de rendimento e adaptaveis a condicdo de baixa
disponibilidade hidrica (LANGRIDGE; PALTRIDGE; FINCHER, 2006).

2.2 Danos a planta desencadeados pelo déficit hidrico

A agua compde os diferentes tecidos e érgdos das plantas, sendo, portanto, necessaria
como reagente no metabolismo vegetal, translocagéo de solutos, na turgescéncia celular e na
abertura e fechamento estomatico (LAWLOR; CORNIC, 2002). Sob condi¢Bes de baixa
disponibilidade hidrica, o desenvolvimento vegetal é influenciado pelas alteragdes nos
processos fisiologicos, morfologicos, moleculares e bioquimicos (BARNABAS:; JAGER;
FEHER, 2008; SHAO et al., 2008).

As plantas possuem diferentes sensibilidades a seca ao longo das fases de crescimento
e desenvolvimento (CATTIVELLI et al.,, 2008; DARYANTO et al., 2016). O primeiro
sintoma aparente é a diminuicdo da area foliar, devido a reducdo de turgor celular, o que
desencadeia o fechamento estoméatico com o objetivo da planta sobreviver ao estresse por um
tempo prolongado (KARAMANOS; PAPATHEOHARI, 1999).

Durante a floragdo, a baixa disponibilidade hidrica provoca atraso na floracdo
feminina em relacdo a antese, aumentando o intervalo entre os florescimentos feminino e
masculino, e provocando falhas da fertilizacdo, podendo também desencadear a formacao de
gametas anormais, principalmente os gametas femininos (BARNABAS et al., 2008;
CATTIVELLLI et al., 2008; DARYANTO; WANG; JACINTHE, 2016). Além disso, ocorre
reducdo do periodo de enchimento de grdos, o que diminui o acimulo de amido no gréo e
acarreta expressiva reducdo na produtividade, ja que o amido representa mais de 65% do peso
seco de grdos (BARNABAS et al., 2008).

De acordo com Entringer et al. (2014), uma caracteristica observada nas plantas sob
condicBes de seca € o enrolamento das folhas, sendo controlada por poucos genes, 1 ou 2,
predominantemente aditivos e pouco influenciados pelo ambiente. Ainda segundo o autor, as

plantas de milho que apresentam o fendtipo de folhas enroladas, mesmo em condi¢6es ideais
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de cultivo, sdo naturalmente mais tolerantes ao estresse hidrico e, permitem ao pesquisador
fazer inferéncia da qualidade do germoplasma para o uso em programas de melhoramento
visando a toleréncia a seca.

Por meio de pesquisas tem sido observado que a planta, quando sujeita ao déficit
hidrico, desencadeia um maior acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS). Essas
moléculas téxicas sdo formadas nas plantas em resposta aos estresses bioticos e abidticos
(APEL; HIRT, 2004; KEUNEN et al., 2013; REDDY; CHAITANYA; VIVEKANANDAN,
2004). As espécies reativas de oxigénio (EROS) provocam um estresse oxidativo nas plantas
e afetam o sistema de defesa de enzimas antioxidantes e a peroxidagao lipidica (ASHRAF,
2010); sendo, portanto, a peroxidacdo de lipidios na membrana um dos eventos mais
significativos por causar diminuicao da fluidez e modificacdes de permeabilidade idnica e de
outras funcdes associadas as membranas (QUEIROZ; GARCIA; LEMOS FILHO, 2002).

A intensidade do estresse oxidativo em uma célula é determinada pela abundancia de

espécies reativas de oxigénio, principalmente nas formas de radical superoxido (O,e"),
peroxido de hidrogénio (H,O;), radical hidroxil (OH¢) e oxigénio “singlet” (10,). Tais
moléculas sdo produzidas sobretudo como subprodutos de vérias vias metabdlicas ou, ainda
sdo geradas com a destruicdo do sistema de transporte de elétrons durante condicbes de
estresse (APEL; HIRT, 2004). A principal regido de producdo de EROS nas células durante o
estresse sdo as organelas com alta atividade de oxidacdo metabdlica ou com fluxos de elétrons
sustentados, entre elas os cloroplastos, mitocondrias e peroxissomos (APEL; HIRT, 2004;
KEUNEN et al., 2013).

2.3 Efeitos do estresse hidrico em sementes

Apesar do interesse em pesquisas visando a tolerancia a estresses em plantas, poucos
trabalhos tém sido relacionados as sementes. As sementes sdo cruciais para a obtencdo de um
bom estande de plantas e para o desenvolvimento satisfatorio de plantulas. Contudo, na
presenca de estresses, estas podem ser altamente vulneraveis, provocando perda de vigor ou
até mesmo a morte (KRANNER et al., 2010).

O primeiro estresse severo experimentado pelas sementes, desde que nédo tenha
ocorrido estresse durante sua formacdo na planta mée, € a dessecacdo durante a maturagéo.
Um conjunto de mecanismos de protecao € induzido pela secagem, preparando a semente para

a sobrevivéncia no estado seco e permitindo a resisténcia as condi¢des adversas. Com a



18

maturagdo progressiva das sementes, a atividade fotossintética é reduzida e a respiracao, ainda
que pequena, é uma fonte para a producao de espécies reativas de oxigénio (EL-MAAROUF-
BOUTEAU; BAILLY, 2008). Mecanismos de protecdo e reparacdo sdo observados em
sementes com a finalidade de resistir as condi¢cdes ambientais adversas, além de algumas
caracteristicas multifuncionais como a presenca de epiderme protetora, tolerancia a
dessecacgéo e dorméncia (KRANNER et al., 2010).

Em condicGes favoraveis de campo, as sementes de milho absorvem agua, entumecem
e comecam a germinar. A enzima alfa amilase atua no processo germinativo por
disponibilizar carboidratos suficientes para o desenvolvimento do embrido por meio da
hidrélise do amido, sendo que sua maior expressdo ocorre entre cinco a sete dias e reduz
gradualmente até o fim do ciclo germinativo (FRANCO et al., 2002). A radicula é a primeira
a apresentar elongacdo, seguida pelo coledptilo com plimula fechada e as trés ou quatro
raizes seminais laterais.

A agua atua nos processos metabolicos de desenvolvimento, sendo responsavel pela
manutencdo da organizacao do sistema de membranas celulares (LAWLOR; CORNIC, 2002).
N&o obstante, estresses causados pela baixa disponibilidade hidrica durante o inicio do ciclo
germinativo podem impedir a germinacéo, alterando a velocidade, o tempo e a uniformidade,
além de comprometer a producdo e o estabelecimento da cultura. Deficiéncias hidricas
posteriores podem paralisar o crescimento, bem como retardar o desenvolvimento reprodutivo
das plantas (BARNABAS; JAGER; FEHER, 2008).

Segundo Moterle et al. (2008), a porcentagem de plantulas normais fortes de hibridos
de milho pipoca € reduzida quando sujeitas ao déficit hidrico. E quanto mais negativo for o
potencial hidrico, menores sdo 0s comprimentos da parte aérea das plantulas de milho
(AVILA; BRACCINI; SCAPIM, 2007). Em trabalho realizado por Abreu et al. (2014) foi
identificado que o estresse hidrico de -0,9 MPa afeta a qualidade fisiologica e o vigor das
sementes das linhagens de milho avaliadas.

Por fim, a alta tolerancia e a vulnerabilidade a estresses em certos estagios do ciclo de
vida das sementes constituem importantes topicos a serem desenvolvidos em pesquisas
futuras. Ndo obstante, conceitos relacionados a expressdo de genes em periodos de estresses
bioticos e abiodticos também merecem destaque, as quais compdem modelos desafiadores para

a abordagem em estudos.
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2.4  Mecanismos de tolerancia a seca

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica é um dos principais estresses abidticos
estudados, e a capacidade da planta de resistir a tal condicao, ou seja, seu grau de tolerancia,
varia com o seu estadio de desenvolvimento (ASHRAF, 2010). Uma série de eventos ocorre
nas plantas quando sujeitas & um determinado estresse, o qual inicia pela percep¢do do
estresse e encerra-se com a expressdao de um conjunto de genes alvo, promovendo uma
adaptacdo a essa condicdo adversa (PASTORI; FOYER, 2002).

Os mecanismos de resisténcia das plantas séo, geralmente, divididas em trés categorias
sendo elas escape, prevencdo e tolerancia. Na categoria escape, a planta apresenta um ciclo de
vida curto, ou seja, é capaz de completar seu ciclo de vida antes que o déficit hidrico se torne
severo o suficiente para causar danos fisiologicos. Na prevencdo, ocorre o retardo a
desidratacdo, o qual consiste na manutencdo do estado favoravel de 4gua na planta por meio
do uso de mecanismos como, o fechamento estomético e senescéncia. Ja na categoria de
tolerancia, consiste na capacidade da planta em manter seu metabolismo sob baixo potencial
hidrico e de recuperar-se apds o estresse (BARNABAS et al., 2008).

Um mecanismo de regulacdo das plantas ao estresse sdo os fitorménios, em que um
dos sinais a longo prazo que operam durante o estresse devido a seca é o hormonio vegetal
acido abscisico (ABA) (BRAY, 2002). Quando sujeita ao déficit hidrico, a planta aumenta as
concentracdes de ABA na raiz, o qual atua aumentando a condutividade hidraulica e o
crescimento radicular. O ABA também € transportado para a parte aérea da planta por meio
do xilema, causando o fechamento dos estdbmatos e reduzindo a expansdo foliar o que,
consequentemente, previne a desidratacdo dos tecidos. Porém, um alto nivel de ABA em
Orgdos reprodutivos de plantas provoca a inibicdo da divisdo celular e prejudica, além do
florescimento, o desenvolvimento e a formagao das sementes (BARNABAS et al., 2008).

Hé& efeitos significativos nos niveis de fitormonios como o acido abscisico (ABA),
acido indolacético, zeatina, e giberelina, em folhas de milho quando submetidas ao déficit
hidrico por meio de polietileno glicol (WANG et al., 2009). Segundo Wang et al. (2009), ha
aumento do nivel de &cido indolacético nas folhas de milho durante o inicio de adaptacdo ao
estresse, porém, posteriormente esse nivel diminui drasticamente em resposta ao déficit
hidrico. O nivel de ABA aumenta drasticamente nas folhas apds 24 horas de exposicao a seca,
permanecendo elevado até o final do ciclo da cultura. J& os niveis de zeatina e giberilina séo
reduzidos nas folhas de milho submetidas ao estresse hidrico, possibilitando, segundo o0s

autores, que tais hormonios sejam eficazes em proteger plantas de milho sob estresse.
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Outro mecanismo importante que permite que as plantas mantenham a absorgéo de
agua e a turgescéncia celular sob estresse de baixa disponibilidade hidrica é o ajuste osmético
por meio de compostos osmolitos, contribuindo para o aumento da taxa fotossintética, do
crescimento vegetativo e da manutencdo dos processos fisioldgicos. O acimulo de osmolitos
nas raizes permite o desenvolvimento continuo ou mesmo aumentado da raiz em solos mais
profundos e Umidos, fornecendo as plantas acesso a um reservatério maior de agua no qual a
cultura possa sobreviver (CATTIVELLI et al., 2008; SERRAJ; SINCLAIR, 2002). Diante
disso, tal caracteristica tem sido utilizada em programas tradicionais de melhoramento de
plantas visando aumento da produtividade em ambientes com déficit hidrico (CLAUSSEN,
2005).

Em plantas expostas a seca, observa-se acimulo de solutos como betaina, glicina-
betaina, prolina, manitol, poliaminas e trealose (GROVER et al., 2001). Outros osmolitos
produzidos em resposta ao estresse incluem sacarose, polidis (alcool de acucar, pinitol) e
oligossacarideos.

O déficit hidrico, como mencionado, desencadeia um maior acimulo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) e as plantas protegem suas células e compartimentos
subcelulares dos efeitos tdxicos das EROS com o auxilio de compostos protetores, como
glutationa, acido ascorbico, a-tocoferol, carotenoides, e de varias enzimas antioxidantes como
superoxido dismutase, catalase, ascorbato peroxidase, glutationa redutase, peroxirredoxina e
polifenol oxidase (APEL; HIRT, 2004; ASHRAF, 2010; REDDY et al., 2004). Portanto, é
observado em plantas sob déficit hidrico aumento da atividade de enzimas antioxidantes
relacionadas ao aumento da tolerancia a seca (ZHU, 2002).

Nos mecanismos enzimaticos de destoxificacdo, a enzima superéxido dismutase, a
qual consiste num grupo de metaloenzimas capazes de livrar a célula do processo oxidativo,
atua como a primeira linha de defesa contra EROS por meio da transformacgéo do superoxido
em perdxido de hidrogénio (CARNEIRO et al., 2011). O peroxido de hidrogénio produzido
pela superoxido dismutase pode ser convertido em &gua e oxigénio pela enzima catalase, ou
pode ser convertido em agua pela acdo da enzima ascorbato peroxidase (LEE; KIM; LEE,
2001). Em relagdo ao metabolismo de lipidios, a esterase é uma enzima degradativa a qual
atua em reacdes de hidroélise de ésteres.

Diante disso, 0 aumento da expressdo de enzimas antioxidantes sob condicbes de
déficit hidrico é variavel entre as diversas espécies e mesmo entre diferentes cultivares da

mesma espécie. A regulacdo realizada pelas enzimas pode ser perdida se o estresse for severo,
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aumentando a producdo de radicais livres, levando a peroxidagdo lipidica e causando em
ultima instancia a degradacdo das membranas e a morte celular (REDDY et al., 2004).

2.5 Melhoramento genético visando tolerancia ao estresse hidrico

No melhoramento genético, por meio do melhoramento convencional e/ou a
engenharia genética, sdo desenvolvidos genotipos de alta qualidade e rendimento. S&o
técnicas eficientes para a adaptacdo das culturas em ambientes propensos a seca, além de
contribuir para a reducdo da vulnerabilidade da producdo agricola frente as mudancas
climéticas (ASHRAF, 2010; DARYANTO; WANG; JACINTHE, 2016).

Pesquisas vem sendo realizadas visando a obtencdo de cultivares tolerantes a seca.
Banziger et al. (2004) reporta que cientistas do CIMMYT (Centro Internacional de
Melhoramento de Milho e Trigo) realizam programas de melhoramento na regido do sul da
Africa desde 1997, além de outros institutos como o CRI (Crop Research Institute) e algumas
universidades (ASHRAF, 2010).

O desenvolvimento de genotipos altamente produtivos e tolerantes a estresses
abioticos, entre eles o estresse pela baixa disponibilidade hidrica, é desafiador para o0s
melhoristas (DURAES et al., 2005). O controle genético da tolerancia ao estresse hidrico em
milho € complexo, sendo tipicamente quantitativo e influenciado pela interacdo gen6tipos por
ambientes (ASHRAF, 2010; BANZIGER et al., 2004; ROY; TUCKER; TESTER, 2011).

A interacdo gendtipos por ambientes (GXE) pode ocorrer devido a variacdo ambiental
no tempo e severidade dos déficits hidricos, necessitando a realizacdo de pesquisas em
diversos locais para uma correta decisdo de selecio (BANZIGER et al., 2004). Segundo
Cémara et al. (2007), a eficiéncia de selegdo para producao de grdos em ambientes com déficit
hidrico é reduzida devido a alta propor¢do da variacdo ambiental em relacdo a genética,
provocando reducdo da herdabilidade do carater e dificultando a selecdo de genotipos
superiores.

O melhoramento vegetal para qualquer caracteristica necessita de uma quantidade
significativa de variacdo genética. Tal variabilidade pode ser obtida por novas combinacfes
de alelos, por meio de cruzamentos entre diferentes genotipos e por meio da introducdo de
novos germoplasmas de outros programas de melhoramento existentes (ASHRAF, 2010).
Deste modo, deseja-se a obtencdo de genotipos de alta produtividade e performance,

garantindo o sucesso no melhoramento.
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De acordo com Cooper et al. (2014) as principais fases dos programas de
melhoramento visando a tolerdncia ao déficit hidrico sdo escolha de germoplasma,
fenotipagem e selecdo. O processo de fenotipagem ou caracterizacdo de recursos genéticos
para diversos atributos, consiste na avaliacdo e mensuracdo dos caracteres afetados pelo
ambiente. Para uma eficiente fenotipagem da caracterizacdo do déficit hidrico em condicGes
controladas de campo, deve-se basear em trés pontos chaves: escolha de caracteristicas das
plantas que sdo relacionadas ao estresse de seca; descricdo do potencial de agua no solo e na
planta; e o background genético e estagio de desenvolvimento da cultura que melhor expressa
a tolerancia (DURAES et al., 2004).

Devido a dificuldade de identificar um parametro fisiolégico como um indicador
confiavel de boa performance em ambiente seco é sugerido que o desempenho de rendimento
da variedade seja utilizado como principal indicador de tolerancia (VOLTAS; LOPEZ-
CORCOLES; BORRAS, 2005). Segundo Bernier et al. (2008), a selecdo indireta sob
condicBes de seca é a estratégia mais utilizada pelos pesquisadores em programas de
melhoramento de cereais.

Uma alternativa para a selecdo, de acordo com Betran et al. (2003) é a avaliacdo de
caracteres secundarios relacionados a tolerancia a seca e com maior herdabilidade, como por
exemplos o0s caracteres ‘stay-green”, enrolamento das folhas e intervalo entre os
florescimentos feminino e masculino (IFMF) (ABREU, 2013; ENTRINGER et al., 2014).
Contudo, essas caracteristicas sdo visiveis no final do ciclo da cultura e demandam, em sua
maioria, maior tempo e mao de obra.

Assim, visando auxiliar e acelerar os programas de melhoramento quanto a selecéo de
cultivares de milho mais adaptadas as condi¢fes de seca, uma ferramenta promissora é 0
conhecimento da expressdo de genes relacionados a tolerancia ao déficit hidrico em sementes
e em pléntulas de milho, para a caracterizagdo precoce de gendétipos tolerantes e intolerantes

ao estresse pela baixa disponibilidade hidrica.

2.6 Expressado de genes relacionados ao estresse hidrico

O gene consiste em um segmento de DNA situado em uma regido especifica de um
determinado cromossomo, o qual participa da manifestacdo fenotipica de um dado caréter.
Sua expressdo € um processo em que a informagdo contida no gene é traduzida em RNAm
e/ou proteinas. Contudo, ndo sdo todos 0s genes que se expressam em todas as células,

dividindo-se em dois grandes grupos. O primeiro grupo, denominado de genes constitutivos,
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s80 0s genes responsaveis por fungdes comuns, como por exemplo genes de rRNA, tRNA e de
varias enzimas e, portanto, se expressam em todas as células. O segundo grupo, denominado
de genes induzidos ou especificos, sdo genes que se expressam apenas em algumas células e
em certos momentos do ciclo de vida da planta e, portanto, responsaveis por funcoes
especificas (RAMALHO et al., 2012).

Genes com expressdes especificas s6 se expressam em determinados tecidos dos
orgdos das plantas, e sdo induzidos por fatores ambientais externos e internos ao individuo,
como por exemplo o estresse pela baixa disponibilidade hidrica. A resposta das plantas ao
déficit hidrico € complexa pois envolve a expressdo de varios genes e interagdes destes com
0os ambientes. As diferencas de tolerancia ao estresse nas diferentes cultivares ou nos
diferentes estadios de desenvolvimento podem resultar em diversas expressdes de genes,
desde a percepcdo do sinal até a regulacdo génica (CHINNUSAMY; SCHUMAKER; ZHU,
2004).

De modo geral, os produtos génicos induzidos pelo estresse podem ser classificados
em:

1) Genes que protegem as plantas contra os estresses ambientais: inclui proteinas
funcionais, responsaveis por proteger as células contra a desidratacdo, como as enzimas
envolvidas na biossintese de varios osmoprotetores, sendo eles a prolina, manitol, trealose e
betainas, proteinas resistentes ao calor, chaperonas e enzimas detoxificadoras (MOLINARI et
al., 2004; SERRAJ; SINCLAIR, 2002; ZHOU et al., 2007). Varios genes que codificam
enzimas envolvidas na biossintese dessas moléculas foram isolados, como colina
desidrogenase e colina oxidase (sintese de glicina betaina), manitol-1-fosfato desidrogenase
(sintese de manitol), trehalose-6-fosfato desidrogenase (sintese de trealose), e D1-pirrolina-5-
carboxilato sintetase (sintese de prolina). Esses genes podem ser utilizados na obtencdo de
plantas transgénicas com maior tolerancia a estresses abioticos (MOLINARI et al., 2004).

2) Genes que regulam a expressdo génica e a transducdo de sinais de resposta a
estresses: inclui as proteinas reguladoras, quinases e fatores de transcricdo envolvidos na
regulacdo da transducédo de sinais e expressao génica e provavelmente funcionam em resposta
da planta ao estresse. S&o varios fatores de transcri¢cdo, entre eles proteinas quinases,
fosfatases, enzimas envolvidas no metabolismo de fosfolipidios e outras moléculas (SEKI et
al., 2002).

3) Genes de funcdes desconhecidas (SEKI et al., 2002; YAMAGUCHI-SHINOZAKI;
SHINOZAKI, 2005): sdo 0s genes responsivos ao estresse que ndo sao regulados por acido

abscisico (ABA), mas por outros mecanismos moleculares. Deste modo, indica-se a existéncia
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de uma via dependente de ABA e outra via independente de ABA (LIU et al., 2013). Segundo
Ding et al. (2012) o aumento da tolerancia da planta ao estresse hidrico por meio do ABA esta
relacionado com a inducdo de diferentes sistemas de defesa antioxidantes, como as enzimas
superdxido dismutase, peroxidase e catalase; e antioxidantes ndo enzimaticos, como o acido
ascorbico, glutationa e carotenoides.

Na via independente de ABA identificou-se uma familia de fatores de transcrigdo
conhecida como DREB (Dehydration responsive element binding protein — Proteina de
ligacdo ao elemento responsivo a desidratacdo) a qual esta relacionada na ativacdo de genes
envolvidos a tolerdncia ao estresse hidrico. A familia DREB no genoma do milho sdo
subdivididos em dois grupos, os ZmDREB1s e os ZmDREB2s, ambos compostos por
aproximadamente 10 membros cada (LIU et al., 2013).

Liu et al. (2013) em sua pesquisa concluiram que os genes do tipo ZmDREB1 séo
altamente expressos em raizes, sendo a maior resposta observada em ZmBREBL.7. Porém, o
autor complementa que os genes do tipo ZmDREB2 apresentaram reduzida expressdo nos
diferentes tecidos da variedade de milho B73 desenvolvida em condicdo de déficit hidrico,
sendo que o gene ZmDREB2.8 exibiu a maior resposta na raiz. Segundo Santos (2016), a
expressdo do gene ZMDREB2A/2.1S foi menor na parte aérea de plantulas e maior nas raizes
de plantulas de todos os gendtipos de milho avaliados sob condicéo de baixa disponibilidade
hidrica.

Existem fatores de transcricdo que se ligam a uma regido especifica presente em
diversos genes relacionados com a tolerancia ao estresse hidrico, como por exemplo os
CBF/DREBs (C-repeat/dehydration-responsive element binding factors). Tal regido possui
uma sequéncia conservada (-GCCGAC-) denominada de CRT/DREs (C-repeat/dehydration-
responsive elements).

A superexpressdo do gene ZmDBP3, membro do subgrupo Al da familia
CBF/DREBs, extraido de folhas de plantulas de milho aumentou a tolerancia a seca e ao frio
em plantas transgénicas de Arabidopsis (WANG; DONG, 2009). De acordo com Santos
(2016), entre os genoétipos de milho classificados como tolerantes a maior expressdo em
sementes ocorreu na linhagem 32-T e no hibrido 91x75-T; nos demais genoétipos, a expressao
do gene em sementes foi reduzida ou nula. Em todos os genotipos utilizados ocorreu a
expressdo do referido gene na parte aérea das plantulas desenvolvidas na condicdo sem
estresse hidrico, ou seja, em condicdes com 70% da capacidade de retencdo de agua
(SANTOS, 2016).
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A expressdo do gene ZmLEA3 em folhas de tabaco resultou em um aumento na
tolerancia ao estresse osmatico e oxidativo (LIU et al., 2013). O gene ZmALDH9 é util para a
selecdo de cultivares de milho com tolerancia a seca (ZHOU et al., 2012). Contudo, Santos
(2016) afirma que a expressdo desses dois genes foi reduzida em raizes e parte aérea de
plantulas de milho desenvolvidas em condicéo de déficit hidrico.

A expresséo do gene ZmPP2C foi observado em plantas expostas ao estresse salino e
hidrico, e pelos resultados foi verificado que a superexpressdo do gene aumenta a
sensibilidade das plantas ou reduz a sua tolerancia ao estresse salino e hidrico (LIU et al.,
2013). Para este gene, ZmPP2C, no trabalho realizado por Santos (2016) houve menor
expressdo na parte aérea de plantulas submetidas ao estresse.

Levando em consideracdo tais aspectos apresentados, a possibilidade de avaliacdo da
expressao de genes para a selecdo de genotipos com caracteristicas de interesse €
fundamental, por possibilitar um menor trabalho, tempo e resultado quando comparado a
analises em plantas. Além disso, permite-se a caracterizacdo precoce de gendtipos tolerantes

em sementes e em tecidos de plantulas de milho.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Localizacéo

A pesquisa foi conduzida na Universidade Federal de Lavras, no municipio de Lavras-
MG (21°14'S, 40°17'W, altitude de 918,80 m). A temperatura media anual é de 19,4°C e a
pluviosidade se distribui, principalmente de outubro a abril, com valores anuais de 1529,7
mm.

A multiplicagdo das sementes das linhagens foi conduzida no Centro de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldégico em Agropecuéria (Fazenda Muquém) da
Universidade Federal de Lavras, e as analises de qualidade fisiologica de sementes e as
anélises moleculares foram realizadas no Laboratorio Central de Sementes da Universidade

Federal de Lavras.

3.2 Selecdo de linhagens de milho contrastantes quanto a tolerancia ao estresse hidrico

A escolha das linhagens utilizadas na pesquisa foi realizada conforme os resultados
obtidos no trabalho desenvolvido por Abreu (2016), no qual foram analisadas 26 linhagens do
programa de melhoramento de milho da empresa Genesseds Recursos Genéticos Ltda.,
classificando as linhagens em dois grupos contrastantes em relacdo a tolerancia ao déficit
hidrico.

Dentre as linhagens classificadas por Abreu (2016), escolheu-se para a realizacéo
desta pesquisa duas linhagens que mais se destacaram quanto a tolerancia ao déficit hidrico
(T), as linhagens L91-T e L32-T, e duas linhagens consideradas ndo tolerantes ao déficit
hidrico (NT), L57-NT e L24-NT.

3.3 Multiplicacéo das sementes das linhagens

Apos a selecdo das linhagens contrastantes quanto a toleréncia ao déficit hidrico
instalou-se um campo experimental para a multiplicacdo das sementes de milho, durante a
safra 2016/2017, sendo o plantio realizado no dia 18 de novembro de 2016. O solo foi
preparado convencionalmente e as corre¢Bes foram feitas de acordo com a analise quimica do

mesmo. Utilizou-se um espagamento de 0,8 metros entre linhas e seis plantas por metro linear.
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A adubacdo de cobertura, assim como os demais tratos culturais e fitossanitarios foram
realizados de acordo com as necessidades da cultura.

As autofecundacdes para a obtencdo das sementes das quatro linhagens foram
realizadas manualmente. Por ocasido do florescimento, protegeu-se as espigas antes da
emissdo dos estilo-estigmas, por meio de sacos plasticos. Quando houve receptividade dos
estilo-estigmas, os penddes das plantas doadoras de pdlen foram cobertos com saco de papel
para evitar a contaminacao e, no dia seguinte, realizou-se a autofecundacdo. As polinizacfes
foram feitas para a obtencdo de quantidade suficiente de sementes para a realizacdo da
pesquisa.

As sementes foram amostradas para a determinacdo do teor de dgua e quando estas
atingiram 25% de teor de agua realizou-se a colheita manualmente. A secagem das espigas foi
realizada em secador de espigas a 35°C até atingirem o teor de 4gua de 13%, e posteriormente
estas foram debulhadas manualmente.

Realizou-se a classificacdo das sementes quanto ao tamanho em peneiras de crivos
circulares (22 e 20) e aquelas que ficaram retidas em maiores quantidades nestas peneiras
foram utilizadas para a pesquisa. As sementes foram tratadas com o fungicida VITAVAX-
THIRAM 200, na dosagem de 300 ml por 100 kg de sementes, e foram armazenadas em

camara fria a 10°C até o momento da realizacdo das analises fisiolégicas e moleculares.

3.4 Avaliacdo inicial da qualidade fisioldgica das sementes

3.4.1 Teste de Germinacéao

Avaliou-se a germinagdo das sementes das quatro linhagens. Para isso as sementes
foram semeadas em substrato de papel “germitest”, umedecido com agua destilada na
proporcéo de 2,5 vezes 0 peso do papel seco, e mantidas em germinadores com temperatura
de 25°C por sete dias. As avaliacdes foram realizadas no quarto e sétimo dia apés a
semeadura, obtendo-se a porcentagem de sementes germinadas e a propor¢do do nimero de
sementes que originou plantulas normais como descrito nas Regras para Analises de Sementes
- RAS (BRASIL, 2009).
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3.4.2 Teste de Envelhecimento Acelerado

As quatro linhagens foram avaliadas quanto ao vigor das sementes por meio do teste
de envelhecimento acelerado, pelo método de minicdmaras do tipo “gerbox”. As sementes
foram distribuidas sobre uma tela suspensa no interior do “gerbox” contendo 40 ml de &gua,
permanecendo incubadas durante 96 horas, em uma temperatura de 42°C. Em seguida
efetuou-se o teste de germinagdo como descrito nas Regras para Analises de Sementes - RAS
(BRASIL, 2009).

3.5 Auvaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes submetidas ao estresse hidrico

As sementes das quatro linhagens foram avaliadas em duas condi¢cdes quanto a
disponibilidade hidrica. Na primeira condicdo, denominada de ambiente sem estresse, a
umidade do substrato foi ajustada para 70% da capacidade de retencdo de agua e; na segunda
condicdo, denominada ambiente com estresse, a capacidade de retencdo de agua ajustada para
10%.

Em cada condicdo, 50 sementes de cada linhagem foram semeadas em bandejas de
plastico (20 cm x 22 cm x 12 c¢cm) contendo o substrato areia e colocadas para germinar em
camara de crescimento a 25°C. Visando manter a umidade do substrato em 70% e 10% da
capacidade de retencdo de &gua, realizou-se diariamente a reposicdo da agua com base no
peso inicial de cada bandeja. Apo0s sete dias, as plantulas foram retiradas do substrato e

lavadas em agua corrente.
Foram avaliadas as seguintes caracteristicas:

a) emergéncia de plantulas: porcentagem de plantulas emergidas ao sétimo dia apds a

semeadura, por meio da avaliagdo dos pressupostos para a analise de variancia

realizou-se a transformagdo dos dados em arc seno./x/100;

b) indice de velocidade de emergéncia: nimero de plantulas emergidas por dia, realizado
em conjunto com o teste de emergéncia, com o calculo realizado pela formula

proposta por Maguire (1962);
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E; E E
IVE = Fi+N_z+"'+N_:
em que:
IVE = indice de velocidade de emergéncia;
E: E» E, = ndmero de plantas emergidas, na primeira, segunda, até a ultima contagem;
N1, N2, N, = nimero de dias da semeadura a primeira contagem, segunda, até a ultima

contagem;

c) comprimento radicular: comprimento médio da raiz principal das plantulas ao sétimo
dia ap06s a semeadura, oriundas do teste de emergéncia em bandeja sob duas condic¢des
contrastantes quanto a disponibilidade hidrica. Os resultados foram expressos em

centimetros (cm) por plantula;

d) comprimento da parte aérea: comprimento médio da parte aérea das plantulas ao
sétimo dia apds a semeadura, oriundas do teste de emergéncia em bandeja sob duas
condi¢bes contrastantes quanto a disponibilidade hidrica. Os resultados foram

expressos em centimetros (cm) por plantula.
3.6 Delineamento experimental e analises estatisticas

Para o teste de germinacgéo e envelhecimento acelerado, o delineamento experimental
utilizado foi o inteiramente casualizado com quatro repeti¢fes de 50 sementes.

Com relacdo as andlises de emergéncia, indice de velocidade de emergéncia,
comprimento radicular e comprimento da parte aérea, o delineamento experimental utilizado
foi o inteiramente casualizado no esquema fatorial 4x2, sendo quatro linhagens avaliadas em
duas condicdes quanto a disponibilidade hidrica com quatro repeticdes.

As analises estatisticas foram realizadas por meio do software R e as comparacdes de
médias por meio do teste de Tukey a 5% de probabilidade. Para todas as analises realizadas

foram testados os pressupostos para a anélise de variancia.
3.7 Andlises protedomicas

Para as analises proteomicas as sementes de duas linhagens, classificadas como

contrastantes quanto a tolerancia ao deficit hidrico, L91-T e L57-NT, foram semeadas em
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substrato contendo areia com 70% e 10% de capacidade de retencdo de &gua no solo,
constituindo as condi¢Bes sem estresse e com estresse hidrico, respectivamente. As plantulas
inteiras, ou seja, a radicula juntamente com a parte aérea e ainda o residuo de endosperma,
foram removidas com trés, cinco e sete dias ap0s a semeadura, lavadas e armazenadas em
deep-freezer até o inicio das analises moleculares.

As sementes das duas linhagens, L91-T e L57-NT, foram semeadas em vasos para o
crescimento da planta e obtencdo de espigas. As espigas foram protegidas antes da emisséo
dos estilo-estigmas por meio de sacos plasticos, e no periodo entre 5 a 10 dias apds a emissédo
dos estilo-estigmas, coletou-se apenas as pontas das espigas com aproximadamente 3 a 5 cm
de comprimento. Posteriormente foram armazenadas em deep-freezer até o inicio das analises
moleculares.

Portanto, os tratamentos utilizados nas analises protedmicas foram sementes secas,
ponta de espigas e plantulas com trés, cinco e sete dias apds a semeadura de duas linhagens de
milho, L91-T e L57-NT. Sendo que as pléantulas foram submetidas a duas condicGes
contrastantes de disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da capacidade de retencdo de

agua) e com estresse hidrico (10% da capacidade de retencéo de agua).

3.7.1 Andlise das enzimas catalase, peroxidase e esterase por meio da técnica de
eletroforese

Para a analise da expressdo das enzimas catalase, peroxidase e esterase, as plantulas,
sementes secas e ponta de espigas foram trituradas na presenca de PVP (Polivinilpirrolidona)
e nitrogénio liquido em mortar de porcelana sobre gelo e posteriormente as amostras foram
armazenadas a temperatura de -86°C em deep-freezer (ALFENAS, 2006).

Para a extracdo das enzimas catalase e esterase, utilizou-se o tampdo Tris HCL 0,2 M
pH 8,0 + 0,1% de mercaptoetanol; e para a enzima peroxidase utilizou-se o tampédo de
extracdo Fosfato + 0,1% de mercaptoetanol, ambos na proporcéo de 250 ul por 100 mg de
amostra. O material foi homogeneizado em vortex e mantido overnight em geladeira, seguido
de centrifugacdo a 14.000 rpm por 30 minutos a 4°C (ALFENAS, 2006).

Realizou-se a corrida eletroforética em sistema de geéis de poliacrilamida a 7,5% (gel
separador) e 4,5% (gel concentrador). O sistema gel/eletrodo utilizado foi o Tris-glicina pH
8,9. Aplicou-se 60 pl do sobrenadante das amostras no gel e em seguida a corrida
eletroforética foi efetuada a 120 V durante 5 horas. Terminada a corrida, revelou-se os géis
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conforme Alfenas (2006), com modificagdes. As enzimas foram quantificadas por meio do

software ImageJ®, em pixel? (2016).

3.7.2 Andlise de proteinas resistentes ao calor

Para a andlise da expressdo de proteinas resistentes ao calor as plantulas, sementes
secas e ponta de espigas foram trituradas na presenca de PVP (Polivinilpirrolidona) e
nitrogénio liquido em cadinho de porcelana sobre gelo e posteriormente as amostras foram
armazenadas a temperatura de -86°C em deep-freezer (ALFENAS, 2006).

Adicionou-se as amostras maceradas, a solucdo tampéao (50 mM tris-HCL-7,5; 500
mM NaCl; 5 mM MgCI2; 1 mM PMSF) na proporcdo de 1:10 (peso do material: volume
tampdo de extracdo). Os homogeneizados foram centrifugados a 14000 rpm por 30 minutos,
a 4°C, e o sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85°C por 15 minutos e novamente
centrifugado. O sobrenadante foi vertido em microtubos e o pellet, descartado. Antes da
aplicacdo no gel, os tubos de amostras contendo 70 pl de extrato + 40 pl de solucdo tampéo
da amostra (2,5 ml de glicerol; 0,46 g de SDS; 20 mg de azul Bromofenol e completado o
volume para 20 ml de tampdo de extracdo Tris pH 7,5) foram colocados em banho-maria com
agua em ebulicdo por 5 minutos (protocolos contidos em ALFENAS, 2006).

Foram aplicados 60 pl do extrato com proteinas resistentes ao calor mais tampéo da
amostra por canaleta, em gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel
concentrador). A corrida eletroforética foi realizada a 120 V e os géis corados com Coomassie
Blue a 0,05%, durante 12 horas e descorados em solucdo de &cido acético 10% (protocolos
contidos em ALFENAS, 2006). Foi realizado a quantificacdo das proteinas por meio do

software ImageJ®, em pixel? (2016).

3.8 Analise da expressao de transcritos por meio da técnica de gRT-PCR

Para as analises transcriptomicas 0s tratamentos utilizados foram sementes secas,
ponta de espigas e plantulas coletadas sete dias apds a semeadura de duas linhagens de milho,
L91-T e L57-NT. Sendo que as plantulas foram submetidas a duas condic¢des contrastantes de
disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua) e com estresse

hidrico (10% da capacidade de retencdo de agua).
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A expressédo dos transcritos envolvidos no processo de toleréncia ao estresse hidrico
por meio da técnica de gRT-PCR foi dividida em quatro etapas: extracdo e purificacdo do

RNA, transcricdo reversa para sintese do cDNA, PCR em tempo real e analise dos resultados.

3.8.1 Extracéo e purificacdo do RNA

Para a extracdo do RNA as plantulas, sementes secas e ponta de espigas foram
maceradas na presenca de nitrogénio liquido. Posteriormente adicionou-se o reagente Pure
Link RNA Plant® (Invitrogen), seguindo as especificacdes do manual do fabricante. A
integridade do RNA foi verificada em gel de agarose 1% (corados com GelRed, Biotium). A
quantificacdo do RNA foi feita em espectrofotdmetro, utilizando-se comprimentos de onde de
260 e 280 nm.

Apos as extracdes dos acidos nucléicos, as amostras foram tratadas com DNAse Free
para evitar qualquer contaminagdo com DNA. Para isso utilizou-se o KitDNAse Turbo Free®
AMBIOM de acordo com o protocolo recomendado pelo fabricante.

Para comprovar a eficiéncia do tratamento com DNAse realizou-se uma reacdo de PCR
convencional com todas as amostras, comprovando a ndo amplificacdo do DNA. Nessa reacédo
como controle positivo foi utilizado uma amostra de DNA de sementes de milho e os primers
dos genes de referéncia ubiquitina (UBI) e beta-actina (SACT) (MANOLI et al., 2012; HU et
al., 2011). As amplificagGes foram avaliadas em gel de agarose 1,5% (corado com GelRed,
Biotium). As amostras tratadas com DNAse foram novamente quantificadas em

espectrofotbmetro.
3.8.2 Transcrigdo reversa para sintese do cDNA

Ap0s o processo de extracdo e purificagdo, os RNAm foram utilizados como molde
para a sintese de cDNA. Utilizou-se o kit High Capacity DNA Reverse Transcription cDNA®
da Applied Biosystems, seguindo o protocolo recomendado pelo fabricante.
3.8.3 Desenho dos primers

Para a analise da expressdo génica pela técnica de qRT-PCR, os genes-alvo foram

escolhidos com base em revisdo prévia de literatura considerando a sua importancia nos

estudos de tolerancia ao déficit hidrico na cultura do milho.
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As sequéncias foram encontradas por meio de busca no banco de dados do genoma
milho sequenciado no GenBank (http://www.ncbi.nim.nih.gov) (BENSON et al., 2012). Com
base nessas sequéncias desenhou-se os primers utilizando-se o software Primer Express 3.0
(Applied Biosystems).

As sequéncias dos primers utilizados estdo apresentadas na Tabela 1. Como genes de
referéncia foram utilizados os genes da ubiquitina (UBI) e beta-actina (SACT) (MANOLI et
al., 2012; HU et al., 2011).

Tabela 1 - Primers utilizados na analise de qRT-PCR.

Gene Fungéo Sequéncia 5'------ 3 Referéncias
Regulador na resisténcia a F  GGAAGCTCCGATAACATCACAGT .
Zmpp2C estresses abi6ticos R TCTTTGTCGTCGCCTGATTTC Liuetal. (2013)
ZmDREB2A Proteinas de elemento de ligagdo F GCAGCCCGGAAGGAAGAA in et al. (2007
/2.1S que respondem a desidratagio R GATGACAGCTGCCACTGACGTA Qinetal. ( )
smDBp3  [roteinas de elemento de ligagio F CATGAGCTGGGATCTATACTAC Wang e Dong
que respondem a desidratacdo R CAAGGTATCAACGTCCTCA (2009)
Funcdo reguladora em resposta  F AGCTGTTGCCCAAGTCGAGTT .
ZmAN13 a0 estresse abiotico R GCTGGGTCCGGCAACAT Jinetal. (2007)
Desintoxicar os aldeidos por
ZmALDH9 oxidacao de seus acidos F CAT%TGAC??A%CAAC?S@@@??GAT Zhou et al. (2012)
carboxilicos correspondentes R
s s F CCACGAGACCACCTACAACT .
B
ZmLEA3 iossintese de osmoprotetores R CCTTTCTGGAGGAGCAAC Liu et al. (2013)
AOX2 Rota alternativa da F CCAAGACGCTGATGGATAAGG Pastore et al.
respiragdo/antioxidante R AGCCATACCGCCTCTGGAA (2007)
Ani F AAGGCCAAGATCCAGGACAA Manoli et al.
Gene de ref
UBI ene de referencia R TTGCTTTCCAGCGAAGATGA (2012)
PACT Gene de referéncia F TGTCCATCACTTGTGAAGCCTCCT o ) (2011)

R ACGACCTTAGCCAATATCGCACCA

(F) sequéncia do primer forward e (R) sequéncia do primer reverse.
Fonte: Do autor (2018).

3.8.4 Andlise dos resultados

Para a analise de expressdo dos genes selecionados utilizou-se o aparelho ABI PRISM
7500 Real-Time PCR (Applied Biosystems), com método de detec¢édo via SYBR Green. Foram
utilizadas amostras de cDNA obtidas das plantulas desenvolvidas sob diferentes condictes de
disponibilidade hidrica, sementes secas e ponta de espigas das duas linhagens de milho, L91-

T e L57-NT, em triplicatas bioldgicas. As condi¢cfes térmicas da reacdo foram de 2 minutos a
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50°C, 10 minutos a 95°C, seguidos por 40 ciclos de 15 segundos a 95°C e 1 minuto a 60°C, e
finalizando-se com 15 segundos a 95°C. Ao fim da ciclagem, uma curva de desnaturagéo de
60-95°C mostrou a especificidade da reacdo de PCR. Os dados foram coletados e
armazenados no programa 7500 Fast Software (Versdo 2.1). Para cada reacgdo, foi utilizado
1,0 ul de cDNA (diluido 1:5), 0,4 ul de primer forward/reverse (10 uM), 5 ul de Master
MixSYBR green (Applied Biosystems) e 3,6 ul de agua ultrapura, para um volume final de
10,0 ul/amostra. Os controles negativos e as curvas de melting foram incluidos em todas as
analises. Utilizou-se trés repeticdes bioldgicas em trés replicatas técnicas para cada gene em
estudo, sendo os resultados normalizados usando o Ciclo Threshold (CT) obtidos pela
expressdo dos genes de referéncia ubiquitina (UBI) e beta-actina (SJACT) (MANOLI et al.,
2012; HU et al., 2011).

Determinou-se o CT por meio do nimero de ciclos no qual a fluorescéncia gerada
dentro de uma reacdo cruza a linha de base (Threshold). Para isso, previamente, foi realizado
um experimento de validacdo para comprovar que as eficiéncias de amplificacdo dos genes
alvo e de referéncias sdo similares e bem proximas de 100% (TYAGI; BRATU; KRAMER,
1998). As curvas padrdes para 0s genes em estudo foram geradas a partir das seguintes
diluicdes: 1:5, 1:25, 1:125, 1:625 e 1:3125. Esse procedimento também permitiu a definicédo
da melhor diluicdo de cDNA utilizada em cada reacdo, a qual foi a dilui¢do 1:5.

As amostras de menor expressdo, para cada gene, foram utilizadas como amostras
calibradoras e a expressdo relativa foi analisada pelo modelo matematico proposto por Pfaffl
(2001) a qual incorpora a eficiéncia dos primers da gRT-PCR.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Avaliacdo inicial da qualidade fisioldgica das sementes

Segundo o resumo da analise de variancia dos resultados do teste de germinagdo
(TABELA 1A, APENDICE A), ndo ha diferenca significativa entre as linhagens avaliadas na
primeira e segunda contagem. As sementes das quatro linhagens em estudo apresentam
valores altos de germinacdo, sendo os valores obtidos essenciais para a continuidade dos

demais testes realizados na pesquisa (TABELA 2).

Tabela 2 - Resultados médios da porcentagem de plantulas normais do teste de germinacéao
de quatro linhagens de milho.

Germinacao (%)

Linhagens
Primeira contagem Segunda contagem
L91-T 100 a 100 a
L32-T 9% a 97 a
L24-NT 9% a 9% a
L57-NT 9% a 97 a
CV (%) 2,6 2,0

Médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Avaliou-se também o vigor inicial das sementes por meio do teste de envelhecimento
acelerado, em que o resumo da analise de variancia dos dados das quatro linhagens esta
apresentado na Tabela 2A, do Apéndice A. Observam-se diferencas significativas em relacédo
ao vigor de sementes das diferentes linhagens analisadas por meio do teste de Tukey
(TABELA 3). Segundo Oliveira et al. (2013), o genotipo influencia a qualidade fisioldgica
das sementes tornando, portanto, a selecdo para essa caracteristica importante nos programas
de melhoramento.

Entre as quatro linhagens avaliadas, verifica-se maior vigor em sementes da linhagem
L91-T. Em trabalho realizado por Abreu (2016) e Santos (2016), também foi observado um
alto vigor para as sementes da linhagem L91-T. Observa-se que em sementes da linhagem
L57-NT, linhagem considerada néo tolerante ao déficit hidrico, é observado um baixo vigor.
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Tabela 3 - Resultados medios da porcentagem de plantulas normais do teste de
envelhecimento acelerado de quatro linhagens de milho.

Linhagens Germinacéo (%)
L91-T 98 a
L32-T 86 b

L24-NT 94 ab
L57-NT 70 ¢
CV (%) 4,8

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

O alto vigor é uma condicdo necessaria para a tolerancia a estresses abi6ticos, como
estresses devido a baixa disponibilidade hidrica, o qual sementes de milho com elevado vigor
inicial apresentam desempenho relativamente superior em condi¢cdes de déficit hidrico
(PIANA e SILVA, 1998). De acordo com Trachsel et al. (2016), plantulas vigorosas
apresentam um répido estabelecimento da cultura, possuindo um sistema radicular bem
desenvolvido e profundo, o que consequentemente ocorre uma melhoria na absorcéo de agua

e nutrientes em condicGes de baixa disponibilidade hidrica.

4.2 Avaliacdo da qualidade fisioldgica das sementes submetidas ao estresse hidrico

O resumo das analises de variancia dos dados de porcentagem de emergéncia (%E),
indice de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento radicular (CR) e comprimento da
parte aérea (PA) estdo apresentadas na Tabela 3A, do Apéndice A. Observa-se diferencas
significativas entre as linhagens para todos os caracteres avaliados. Ocorre diferenca entre as
médias dos ambientes com e sem estresse hidrico apenas para PA, e observa-se interacao
significativa entre as linhagens e os ambientes para CR e PA.

Em relacdo a emergéncia de plantulas, nota-se diferencas entre as linhagens
submetidas a condi¢do sem estresse hidrico (70% da capacidade de retencdo de agua), onde
maior valor é observado em sementes da linhagem L91-T, e menor valor observado em
sementes da linhagem L24-NT (TABELA 4).

Verifica-se que na condicdo de estresse hidrico (10% da capacidade de retencéo de
agua), as quatro linhagens avaliadas ndo apresentam diferencas significativas quanto a
emergéncia de plantulas. De uma maneira geral, observa-se que o vigor inicial das sementes
das linhagens pode ser considerado alto e esta condi¢do proporcionou valores altos de

emergéncia, mesmo sob condicdes de baixa disponibilidade hidrica.
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Tabela 4 - Valores médios de emergéncia (%) de quatro linhagens de milho sob duas
condigBes de disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da capacidade de
retencdo de agua) e com estresse hidrico (10% da capacidade de retencdo de

agua).
1
Linhagens Emergéncia
Sem estresse Com estresse

L91-T 100 A a 99 A a
L32-T 97 AB a 9% A a
L24-NT 9% B a 97 A a
L57-NT 98 AB a 98 A a
CV (%) 52

Médias seguidas pela mesma letra mindscula na linha e letra maitscula na coluna ndo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

'Dados transformados em arc seno./x/100
Fonte: Do autor (2018).

Em relacdo aos valores de indice de velocidade de emergéncia (IVE), observa-se
diferencas significativas entre as linhagens, obtendo maiores valores para as linhagens L91-T
e L57-NT em ambas as condi¢fes de disponibilidade hidrica, sem estresse e com estresse
hidrico (TABELA 5). Abreu (2016) avaliando a emergéncia de plantulas e o indice de
velocidade de emergéncia em linhagens de milho submetidas a condicdo de baixa
disponibilidade hidrica observou maiores valores para a linhagem L91-T.

Tabela 5 - Valores médios do indice de velocidade de emergéncia (IVE) de quatro linhagens
de milho sob duas condi¢cbes de disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da
capacidade de retencdo de agua) e com estresse hidrico (10% da capacidade de
retencao de agua).

Linhagens IVE
Sem estresse Com estresse
L91-T 125 A a 122 A a
L32-T 11,1 B a 10,6 B a
L24-NT 10,7 B a 11,3 B a
L57-NT 13,1 A a 13,0 A a
CV (%) 3,6

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e letra maiuscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Verifica-se que o estresse hidrico ao qual as sementes foram submetidas nao influencia
significativamente nos valores de emergéncia e do indice de velocidade de emergéncia para

todas as linhagens avaliadas. Portanto, tal resultado indica que o desempenho das plantulas é
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similar nas duas condi¢cdes de disponibilidade hidrica, ou seja, nas condi¢cbes com ou sem
estresse hidrico, provavelmente em funcdo do alto vigor inicial das sementes.

As plantulas das quatro linhagens oriundas do teste de emergéncia em bandeja
desenvolvidas em condicdes contrastantes quanto a disponibilidade de agua no substrato
foram avaliadas quanto ao comprimento radicular e ao comprimento da parte aérea.

Quando ndo submetidas ao estresse hidrico, em linhagens consideradas tolerantes ao
déficit hidrico, L91-T e L32-T, sdo observados maiores comprimentos radiculares em relacdo
as linhagens ndo tolerantes, L24-NT e L57-NT. Com relacéo as plantulas desenvolvidas em
condigdes de estresse, destaca-se a linhagem L91-T com um maior comprimento radicular,
em contraste com a linhagem L57-NT que apresentou um menor comprimento (TABELA 6).
Abreu (2016) também observou um menor comprimento radicular em plantulas da linhagem
L57-NT.

Segundo Bengough et al. (2011), € essencial considerar o desenvolvimento radicular
das plantas em resposta a seca nos programas de melhoramento visando a tolerancia ao déficit
hidrico, visto que genétipos com maior comprimento radicular podem apresentar um maior

nivel de tolerancia ao estresse.

Tabela 6 - Valores médios de comprimento de raiz (cm) de quatro linhagens de milho sob
duas condicbes de disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da capacidade de
retencdo de agua) e com estresse hidrico (10% da capacidade de retencdo de

agua).
i Comprimento radicular
Linhagens
Sem estresse Com estresse
L91-T 201 A b 22,7 A a
L32-T 20,1 A a 18,6 B a
L24-NT 162 B b 18,7 B a
L57-NT 138 B a 14,7 C a
CV (%) 8,3

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e letra maiuscula na coluna néo diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Ainda com relagdo ao comprimento radicular, verifica-se que nas linhagens L91-T e
L24-NT o comprimento é significativamente maior no ambiente com baixa disponibilidade
hidrica em relacdo ao ambiente sem estresse, destacando, portanto, que plantulas de milho
guando submetidas ao estresse hidrico podem apresentar um crescimento radicular
relativamente maior. Segundo Serraj e Sinclair (2002), em plantas expostas a seca sdo

observados acumulo de osmdlitos nas raizes, permitindo um desenvolvimento continuo ou
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mesmo aumentado do sistema radicular, fornecendo as plantas acesso a um reservatorio maior
de agua.

Quanto ao comprimento da parte aérea, nas linhagens L91-T e L57-NT verifica-se um
maior comprimento em compara¢do com as linhagens L32-T e L24-NT, para as duas
condicBes de disponibilidade hidrica (TABELA 7). Abreu (2016) também observou maior
comprimento da parte aérea para as linhagens L91-T e L57-NT quando submetidas a condicao
sem estresse hidrico, porém em condi¢es de estresse maior comprimento foi observado
apenas para a linhagem L91-T.

Observa-se que em todas as quatro linhagens analisadas, 0 comprimento da parte aérea
é significativamente maior nas plantulas ndo submetidas ao estresse em relagdo as plantulas
submetidas a condicdo de estresse hidrico, evidenciando que a deficiéncia hidrica no solo
reduz o desenvolvimento de plantulas e o alongamento celular (MARCOS FILHO, 2015).
Segundo Avila, Braccini e Scapim (2007) quanto mais negativo o potencial hidrico, menores

serdo 0s comprimentos da parte aérea em plantulas de milho.

Tabela 7 - Valores médios de comprimento da parte aérea (cm) de quatro linhagens de milho
sob duas condicdes de disponibilidade hidrica, sem estresse (70% da capacidade
de retencdo de agua) e com estresse hidrico (10% da capacidade de retencdo de

agua).
Linhagens Comprimento da parte aérea
Sem estresse Com estresse
L91-T 16,6 A a 131 A b
L32-T 128 B a 97Chb
L24-NT 125 B a 111 B b
L57-NT 16,4 A a 129 A b
CV (%) 5,0

Médias seguidas pela mesma letra minuscula na linha e letra maiuscula na coluna nao diferem entre si
pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
Fonte: Do autor (2018).

Nota-se que o estresse hidrico afeta o desenvolvimento da parte aérea em todas as
linhagens analisadas, ndo observado no desenvolvimento radicular, o qual continuou a se
alongar em condi¢des de baixa disponibilidade hidrica. Sharp et al. (2004) em sua pesquisa
conclui que apesar das raizes se tornarem mais finas dependendo da intensidade e duragéo do
estresse, 0 desenvolvimento radicular é geralmente menos afetado em comparacdo ao
desenvolvimento da parte aérea.

A planta quando sujeita ao déficit hidrico, aumenta as concentra¢fes de acido

abscisico (ABA) na raiz, o qual atua aumentando a condutividade hidraulica e o crescimento
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radicular. Porém quando o ABA ¢ transportado por meio do xilema para a parte aérea da
planta, ocorre o fechamento estomético e uma reducdo na expanséo foliar, visando prevenir a
desidratacdo dos tecidos (BARNABAS et al., 2008).

Diante dos dados apresentados fica evidenciado o efeito da baixa disponibilidade
hidrica no desenvolvimento de plantulas, destacando-se o desempenho superior da linhagem
L91-T em todas as andlises realizadas. Importante ressaltar o beneficio da andlise do
crescimento radicular de plantulas de milho por auxiliar na selecdo de genoétipos superiores
nos programas de melhoramento, visto que em condicGes de baixa disponibilidade hidrica

maior comprimento radicular é observado em pléantulas tolerantes ao estresse.

4.3 Analises proteémicas

Para a realizacdo das analises protedmicas € transcriptomicas foram selecionadas duas
linhagens contrastantes quanto a tolerancia ao déficit hidrico, L91-T e L57-NT. As duas
linhagens foram escolhidas dentre as quatro linhagens utilizadas no trabalho pois
apresentaram resultados discrepantes, quanto ao vigor, e em trabalhos realizados por Abreu
(2016) e Santos (2016). Nestes trabalhos a linhagem L91-T foi classificada com maior
tolerancia ao déficit hidrico e a linhagem L57-NT com menor tolerancia.

Com relagéo a atividade da enzima catalase, observa-se maior expressdo nas sementes
secas em relacdo a observada na ponta de espigas para as duas linhagens avaliadas, L91-T e
L57-NT, sendo que a maior expressdo ocorre na linhagem L91-T em comparacdo com a
linhagem L57-NT (FIGURA 1).

Avaliando a expressio da enzima em plantulas com diferentes dias de
desenvolvimento, observa-se reducdo na expressao da catalase nas plantulas de sete dias, para
ambas as linhagens analisadas, evidenciando, desta forma, maior atividade da enzima nos
estagios iniciais de desenvolvimento da plantula. Resultado similar foi encontrado em
trabalho desenvolvido por Zhang e Kirkham (1994), em que a atividade da enzima catalase na
maioria das espécies de trigo analisadas apresentaram um aumento ou permaneceram
constantes e, posteriormente diminuiram a medida que foi aumentado o tempo de exposi¢do
ao déficit hidrico.

Observa-se que a expressdo da catalase se manteve mais uniforme comparando-se as
plantulas nas duas condicGes de disponibilidade hidrica, com estresse e sem estresse, sendo,
porém, observado maior alteracdo na expressdo nas plantulas com sete dias. Nota-se que nas

plantulas com sete dias, hd aumento na expressdo da enzima nas plantulas submetidas ao



41

estresse hidrico na linhagem ndo tolerante ao estresse, linhagem L57-N7. J& para a linhagem
tolerante (L91-T), as plantulas com sete dias apresentam uma reducdo na expressdo da enzima
qguando submetidas a baixa disponibilidade hidrica.

Figural- Expressdo da enzima catalase em sementes secas (S), ponta de espigas (E),
plantulas com trés dias (3), cindo dias (5) e sete dias (7) apds a semeadura, sob
duas condigdes de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua) de duas
linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

A tolerancia de plantas ao déficit hidrico é uma caracteristica complexa associada a
varios fatores, como a expressdo de enzimas antioxidantes. Em condi¢des de estresses
bidticos e abidticos, espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo acumuladas nas plantas,
resultando em danos ao DNA, proteinas e lipidios (ASHRAF, 2010). Sob tais condicdes,
como baixa disponibilidade hidrica, as enzimas antioxidantes desempenham importante papel
na remocédo das EROS de células e de compartimentos subcelulares das plantas (SOFO et al.,
2015). A enzima catalase atua na conversdo do perdxido de hidrogénio (H,0,) em agua (H,O)
e na protecdo de células da oxidacgéo causada por radicais livres (LEE; KIM; LEE, 2001).

Santos (2016) analisando a expressdo da enzima catalase nas linhagens L91-T e L57-
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NT, observou maior expressdo nas sementes secas e na parte aérea de plantulas, em contraste
com as raizes as quais apresentaram menor expressdo. O aumento consideravel da atividade
da catalase em folhas pode proteger os cloroplastos, que sob condicfes de estresse apresentam
fluxos de elétrons sustentados e sdo os principais produtores e alvos da acdo de espécies
reativas de oxigénio (EROS) (FOYER; SHIGEOKA, 2011).

Assim como a catalase, a enzima peroxidase protege as células da oxidacdo causada
por radicais livres. Ao contrario do observado para a enzima catalase, nota-se maior atividade
da enzima peroxidase nas espigas em relacdo as sementes secas para as duas linhagens
avaliadas, sendo que a maior expressdo nas sementes secas ocorre para a linhagem L57-NT e
a maior expressao nas espigas é observada na linhagem L91-T (FIGURA 2).

Com relacdo a expressdo da enzima peroxidase em plantulas com diferentes dias de
crescimento, nota-se uma reduzida expressdo da enzima nas plantulas de trés dias em
comparagdo com as plantulas de cinco e sete dias. O aumento da atividade da peroxidase nas
plantulas com cinco e sete dias apds a semeadura pode ser explicado pela alta atividade
metabolica devido a uma maior respiracdo, implicando em producdo de radicais livres e
consequente aumento da atividade de enzimas antioxidantes, como a enzima peroxidase
(SILVA NETA et al., 2015).

Importante ressaltar que ao considerar as isoformas com menores pesos moleculares, é
observada maior expressao desta enzima em plantulas com cinco e sete dias, e em espigas da
linhagem L91-T, linhagem tolerante ao déficit hidrico, quando comparada a observada para a
linhagem ndo tolerante, L57-NT.

Verifica-se que assim como para a enzima catalase, na linhagem L91-T ndo ha um
aumento da expressdo da enzima peroxidase nas plantulas desenvolvidas em condicdes de
estresse hidrico em comparagdo com as plantulas em condicdo sem estresse; contudo, para a
linhagem L57-NT, ha maior expressdo da enzima peroxidase nas plantulas com sete dias
desenvolvidas em condicéo de estresse. Resultado similar foi encontrado por El-Tayeb (2006)
0 qual avaliando a expressdo da enzima peroxidase em folhas de duas cultivares de Vicia
faba, Giza 40 considerada tolerante e Giza 667 ndo tolerante ao déficit hidrico, observou
aumento na expressdo da enzima peroxidase em plantas submetidas ao déficit hidrico apenas

para a cultivar ndo tolerante.



43

Figura2 - Expressdo da enzima peroxidase em sementes secas (S), ponta de espigas (E),
plantulas com trés dias (3), cinco dias (5) e sete dias (7) ap6s a semeadura, sob
duas condi¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua) de duas
linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Em geral, verifica-se maior atividade da enzima catalase e peroxidase para a linhagem
L91-T, considerada tolerante ao déficit hidrico. Zhu (2002) afirma que a maior tolerancia da
planta a baixa disponibilidade hidrica esta relacionada a um aumento na atividade enzimatica,
corroborando o resultado aqui apresentado.

A enzima esterase esta diretamente ligada ao metabolismo de lipidios, sendo uma
enzima degradativa envolvida em reaces de hidrélise de ésteres. E possivel observar uma
maior expressao da esterase em sementes secas da linhagem L57-NT (FIGURA 3). Ja para as

sementes secas da linhagem L91-T, ha uma menor expressdo em relagdo as sementes da
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linhagem L57-NT, que de acordo com Dutra (2014) pode estar associada a alta qualidade
fisiologica das sementes.

Avaliando-se a atividade da enzima esterase em plantulas com diferentes dias de
desenvolvimento, esta foi mais expressiva nas plantulas com trés e cinco dias apds a
semeadura, para as duas linhagens analisadas, independentemente da condicdo de
disponibilidade hidrica, evidenciando, assim como para a enzima catalase, uma maior

expressao da esterase nos estagios iniciais de desenvolvimento da plantula.

Figura3 - Expressdo da enzima esterase em sementes secas (S), ponta de espigas (E),
plantulas com trés dias (3), cinco dias (5) e sete dias (7) apds a semeadura, sob
duas condi¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua) de duas
linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Em trabalho realizado por Abreu (2013), foi observado aumento na intensidade das
bandas da enzima esterase com a reducdo do potencial hidrico, principalmente para a
linhagem L91-T. Contudo observa-se na Figura 3, que a atividade da enzima, para as duas
linhagens analisadas, ndo apresenta diferencas em relacdo as plantulas desenvolvidas em
condicdo de estresse hidrico com as plantulas desenvolvidas em condicdo sem estresse, ou

seja, a expressdo da enzima esterase ndo é alterada com o estresse devido a baixa
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disponibilidade hidrica.

E evidente no zimograma maior niimero de isoformas da esterase para a linhagem n&o
tolerante ao estresse, L57-NT. Portanto, para a linhagem L57-NT ha maior expressdo da
enzima em relacdo a linhagem L91-T, assim como observado por Santos (2016), em que
avaliando a atividade da enzima esterase, observou maior expressdo para 0s gendtipos
classificados como intolerantes ao déficit hidrico. Para a linhagem L91-T, Santos (2016)
observou menor expressdo desta enzima, independentemente da condicdo de disponibilidade
hidrica, semelhante ao observado nesta pesquisa, Figura 3, com excec¢do para o tecido ponta
de espiga, o qual ha uma maior expressao na linhagem tolerante (L91-T) em comparagdo com
a linhagem n&o tolerante a baixa disponibilidade hidrica (L57-NT).

Com relacédo as proteinas resistentes ao calor, estas estdo envolvidas na tolerancia a
dessecacdo e sdo expressas durante o desenvolvimento da semente, sendo acumuladas no final
da maturidade fisiolégica (ROSA et al., 2005).

No zimograma das proteinas resistentes ao calor, representado na Figura 4, ndo é
verificado importantes polimorfismos. Observa-se a expressdo das proteinas apenas nas
sementes secas. Nas sementes secas da linhagem L91-T, sementes com alto vigor, ha maior
atividade destas proteinas em relacdo as sementes secas da linhagem L57-NT, sendo 0 mesmo
resultado observado em trabalho realizado por Santos (2016).

As proteinas resistentes ao calor sdo responsaveis pela protecdo e estabilizacdo da
membrana celular, em que tem sido verificada importante relacdo entre a expressdo de
proteinas resistentes ao calor e a qualidade fisioldgica das sementes (ROSA et al., 2005;
SILVA NETA, 2014).
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Figura4 - Expressdo das proteinas resistentes ao calor em sementes secas (S), ponta de
espigas (E), plantulas com trés dias (3), cinco dias (5) e sete dias (7) apos a
semeadura, sob duas condicBes de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da
capacidade de retencdo de dgua) e sem estresse (70% da capacidade de retencédo
de &gua) de duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).
4.4  Anélises transcriptomicas

Estudos com relacdo aos mecanismos envolvidos na tolerancia ao déficit hidrico tem
sido realizados por meio da avaliacdo do controle genético e da expressao de transcritos (LIU
et al., 2013; WANG; DONG, 2009; ZHOU et al., 2012). A técnica de PCR em tempo real é
amplamente utilizada por permitir a quantificacdo da expressao do gene alvo, auxiliando a
andlise de genes associados a tolerancia a estresses abidticos.

Por meio dos resultados da analise da expressdo de transcritos, em sementes seca,
ponta de espigas e plantulas de duas linhagens de milho, L91-T e L57-NT, sendo as plantulas
desenvolvidas em condi¢fes com estresse e sem estresse hidrico, observa-se uma grande
variacdo na expressdo dos genes nos diferentes tecidos avaliados.

Na Figura 5, esta representada a expressao relativa do gene ZmALDH9. Observa-se

reduzida expressdo nas sementes secas € uma maior expressdo na ponta de espigas para as
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duas linhagens avaliadas, sendo maior a expressdo na ponta de espigas observada para a
linhagem L57-NT.

A superfamilia de genes aldeido desidrogenase (ALDH) foi caracterizada pelo grande
desempenho na adaptacdo de plantas a varios estresses abidticos, como o gene ZmALDH9, o
qual apresenta importante papel na tolerdncia de plantas ao déficit hidrico (ZHOU et al.,
2012). Santos (2016) estudando a expressdo do gene, observou maior expressao deste em
parte aérea de plantulas desenvolvidas em condigdo sem estresse hidrico e, no geral, tal gene
ndo se expressou em raizes desenvolvidas em condicéo de baixa disponibilidade hidrica.

Na linhagem L91-T, verifica-se maior expressdo em plantulas, a qual é maior nas
plantulas desenvolvidas em condicdo de estresse hidrico. A planta quando sujeita ao déficit
hidrico desencadeia um maior acimulo de espécies reativas de oxigénio (EROS), e que de
acordo com Rodrigues et al. (2006), tal aumento da atividade do gene ZmALDH9 ¢é
considerado uma estratégia de defesa eficiente para eliminar as substancias toxicas causadas
pelas EROS, promovendo maior adaptacdo da planta a essa condicdo adversa de baixa

disponibilidade hidrica.

Figura5- Expressdao do gene ZmALDH9 em sementes secas, ponta de espigas e plantulas
sob duas condicGes de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade
de retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Observa-se em geral, maior atividade do gene ZmALDH9 nas pléantulas da linhagem
tolerante (L91-T) em relacdo a linhagem ndo tolerante (L57-NT) ao déficit hidrico. Esse
resultado é condizente com a afirmacdo de Zhou et al. (2012), que considerou que a maior
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expressdo do gene estd relacionada & maior tolerdncia da planta ao estresse pela baixa
disponibilidade hidrica.

A expressao relativa do gene ZmAN13 esta representada na Figura 6. O gene ZmAN13
pertence a familia ZNF-AN1 e em geral, nas plantas, a maioria dos genes dessa familia esta
envolvida em respostas a estresses abidticos, a qual desempenha funcéo de forma especifica
ao estresse (JIN et al., 2007).

Pode-se observar por meio da quantificacdo relativa, reduzida expressdo do gene em
plantulas desenvolvidas nas duas condi¢Bes de disponibilidade hidrica, com e sem estresse,
para as duas linhagens em estudo. Com relagdo a expresséo do gene em ponta de espigas, esta
é relativamente maior para a linhagem L57-NT em comparagéo com a linhagem L91-T.

Figura6 - Expressdo do gene ZmAN13 em sementes secas, ponta de espigas e plantulas sob
duas condicdes de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Observa-se importante expressdo do gene ZmAN13 em sementes secas da linhagem
L91-T, linhagem esta considerada tolerante ao estresse. Com relacdo a linhagem L57-NT, a
expressao em sementes secas € menor. O fato desse gene se expressar mais em sementes secas
da linhagem tolerante ao estresse, permite ser um importante potencial como um bom
marcador na selecdo precoce de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico, sem a necessidade de
avaliacdo em pléntulas.

Com relacdo ao gene ZmPP2C, maior expressao € observada em ponta de espigas da
linhagem L57-NT. As plantulas da linhagem L57-NT desenvolvidas em condicdes de estresse

hidrico, as quais desencadeiam maior acimulo de substancias toxicas causadas pelas espécies
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reativas de oxigénio (EROS), apresentam maior atividade do gene em relacdo as plantulas
desenvolvidas sem estresse (FIGURA 7).

Para a linhagem L91-T, a expressdo do gene € maior em sementes secas, seguidas
pelas plantulas desenvolvidas sob estresse hidrico e sem estresse, porém em espigas observa-
se uma menor expressdo. Santos (2016) avaliando a atividade do gene ZmPP2C observou que
em todos os gendtipos ocorreu uma reducao na expressao do gene em parte aérea de plantulas

sob condicdes de baixa disponibilidade hidrica.

Figura7 - Expressdo do gene ZmPP2C em sementes secas, ponta de espigas e plantulas sob
duas condic¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).

12,00 1

10,00 A

8,00 1

6,00 1

4,00 A

0,00 4 T

L91-T L57-NT

Quantificagdo relativa

ESemente DOEspiga @EPlantula com estresse  MPlantula sem estresse

Fonte: Do autor (2018).

Com relacdo a sementes secas e ponta de espigas, a expressdo € maior na linhagem
ndo tolerante (L57-NT) em relacdo a linhagem tolerante ao déficit hidrico (L91-T). Liu et al.
(2009) avaliando a expressao do gene ZmPP2C em plantas observou que uma superexpressao
do gene reduz a tolerancia das plantas ao déficit hidrico, o que pode ser observado na Figura
7, em geral, uma maior expressao do gene ZmPP2C para a linhagem né&o tolerante ao deficit
hidrico (L57-NT).

A expressao relativa do gene ZmDREB2A/2.1S esta representada na Figura 8. Segundo
Liu et al. (2013) uma familia de fatores de transcrigdo identificada como DREB (Dehydration
responsive element binding protein — Proteina de ligacdo ao elemento responsivo a
desidratacdo) esta relacionada a ativacdo de genes envolvidos a toleréncia ao déficit hidrico.

Na linhagem L91-T, a expressdo do gene encontra-se maior em sementes secas e

menor em ponta de espigas. Analisando as plantulas, a expressdo é relativamente maior nas
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plantulas desenvolvidas em condicGes de estresse em comparagdo as plantulas desenvolvidas
sem estresse hidrico. Em relacdo a linhagem L57-NT, assim como para a linhagem L91-T,
pode-se observar maior expressdo do gene em sementes secas e em plantulas submetidas ao
estresse hidrico. A expressao em ponta de espigas € relativamente menor em comparacdo com
a expressao em sementes.

O fato da expressao do gene ser maior em plantulas desenvolvidas em condic¢des de
baixa disponibilidade hidrica em comparacdo com as plantulas em condicdes sem estresse,
para as duas linhagens analisadas, demonstra 0 aumento da atividade do gene para combater o
efeito tdxico das espécies reativas de oxigénio (EROS) acumuladas nas plantulas
desenvolvidas em condicdes de déficit hidrico, visando o aumento da toleréncia da planta a

condicdo de seca.

Figura8 - Expressdo do gene ZmDREB2A/2.1S em sementes secas, ponta de espigas e
plantulas sob duas condi¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da
capacidade de retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo
de agua), de duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

De acordo com Qin et al. (2007), uma superexpressdo do gene ZmDREB2A/S mostrou
maior tolerancia das plantas ao déficit hidrico. Em geral, maior expressdo do gene é
observado para as sementes secas da linhagem L91-T, seguida pelas sementes secas da
linhagem L57-NT. Em ponta de espigas, maior expressdo ocorre para a linhagem L57-NT.
Nas duas linhagens analisadas, a expressdo em plantulas é maior em condi¢cfes de estresse,
sendo maior para a linhagem L57-NT.

Na Figura 9 estad representada a expressdo relativa do gene oxidase alternativa 2
(AOX2). De acordo com Silva Neta et al. (2015), o gene AOX tem sido um importante
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marcador funcional na selecdo de plantas resistentes a estresses abidticos, como o gene AOX1
apresentando um grande potencial como bom marcador na sele¢do de genoétipos tolerantes a
baixas temperaturas.

Pode-se observar menor expressdao do gene AOX2 em sementes secas e na ponta de
espigas para as duas linhagens em estudo, sendo a maior expressdo nas sementes secas da
linhagem L91-T e a maior expressao na ponta de espigas observada na linhagem L57-NT. Em
plantulas da linhagem L57-NT € observada menor expressao em comparagdo com as plantulas
da linhagem L91-T, sendo a maior expressdo em plantulas desenvolvidas sem estresse
hidrico.

Para a linhagem L91-T, observa-se uma maior expressdo do gene AOX2 em plantulas,
ocorrendo, diferentemente da linhagem L57-NT, maior expressdo em plantulas desenvolvidas
sob condicdes de déficit hidrico, onde o efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROS) sédo
mais acentuados. De acordo com Pastore et al. (2007), o gene AOX pode proteger as plantas
submetidas as condi¢des de estresses biodticos e abiodticos contra os efeitos toxicos das EROS.

Figura9 - Expressdao do gene AOX2 em sementes secas, ponta de espigas e plantulas sob
duas condicdes de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

A maior expressdo do gene nas plantulas desenvolvidas em condicGes de estresse para
a linhagem tolerante sugere, que sob estresse abiotico, como o déficit hidrico, o gene AOX2 ¢
ativado para se opor ao estresse oxidativo, atuando como um sistema de defesa antioxidante

em plantas (PASTORE et al., 2007). O fato do gene AOX2 se expressar mais em plantulas da
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linhagem tolerante ao estresse, permite ser um importante potencial como um bom marcador
na selecdo precoce de gendtipos tolerantes a baixa disponibilidade hidrica.

A expressdo relativa do gene ZmDBP3 encontra-se representada na Figura 10. Em
trabalho realizado por Wang e Dong (2009) foi observado que uma superexpressdo do gene
ZmDBP3, membro do subgrupo Al da familia CBF/DREBs, desencadeou aumento na
tolerancia a seca e ao frio em plantas transgénicas de Arabidopsis.

Nas pontas de espigas para as duas linhagens a expressdo do gene ZmDBP3 é
praticamente nula e menor expressdo é observada para a linhagem néo tolerante ao déficit
hidrico, L57-NT, em todos os tratamentos analisados. Porém na linhagem classificada como
tolerante ao déficit hidrico, L91-T, pode-se observar maior expressdo do gene em sementes
secas e em plantulas, sendo a maior expressdo em plantulas desenvolvidas em condicdo sem

estresse hidrico.

Figura 10 - Expressdao do gene ZmDBP3 em sementes secas, ponta de espigas e plantulas sob
duas condi¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Diante disso, o fato de o gene ZmDBP3 ser mais expresso na linhagem tolerante ao
estresse, faz com que este possa ser importante potencial como marcador para sele¢do precoce
de gendtipos tolerantes ao déficit hidrico. Ressalta-se também o fato de 0 gene se expressar
em sementes, permitindo a selecdo precoce, sem a necessidade de germinar as sementes para
a obtencdo de plantulas.

Na Figura 11 estd representado a expressao relativa do gene ZmLEA3. Maior

expressao do gene € observado na ponta de espigas da linhagem L57-NT. No geral, para a
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linhagem L91-T h& baixa expressdo nos diferentes tratamentos analisados, com maior
expressdo na ponta de espigas. Em pléantulas da linhagem L91-T e L57-NT, a expressao é
maior em plantulas desenvolvidas em condicdo de estresse hidrico em comparagdo com as
plantulas desenvolvidas em condicdo sem estresse, visto que em condi¢Ges de baixa
disponibilidade hidrica as plantas sdo sujeitas a um maior estresse oxidativo.

Segundo Liu et al. (2013) uma superexpressdo do gene ZmLEA3 em folhas de tabaco
resultou em um aumento da tolerdncia ao estresse osmotico e oxidativo. Contudo Santos
(2016) observou em todos 0s genotipos analisados uma reducdo da expressao do gene em

parte aérea e raizes, sob condic¢des de déficit hidrico.

Figura 11 - Expressdo do gene ZmLEA3 em sementes secas, ponta de espigas e plantulas sob
duas condic¢des de disponibilidade hidrica, com estresse (10% da capacidade de
retencdo de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua), de
duas linhagens de milho (L91-T e L57-NT).
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Fonte: Do autor (2018).

Os resultados observados nas analises fisiologicas, protedmicas e transcriptomicas
reforcam a complexidade envolvida na caracteristica tolerancia ao deficit hidrico. Isto
evidencia a necessidade de estudos visando auxiliar os programas de melhoramento de plantas
na obtencdo de gendtipos tolerantes ao estresse.

Os estudos fisiologicos de sementes juntamente com as anélises protedmicas auxiliam
na selecdo de genotipos superiores. Contudo, a avaliacdo da expressdo de genes possibilita
acelerar a selecdo de materiais com caracteristica de interesse, tornando uma importante
ferramenta devido ao menor trabalho, tempo e espago exigido. A expressdo de genes que
torna possivel a identificacdo de linhagens tolerantes ao déficit hidrico, como os genes
ZmAN13 e ZmDBP3 avaliados neste trabalho, podem atuar como marcadores funcionais

visando a selecdo de genotipos tolerantes ao estresse, principalmente porque a expressdo do
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gene ocorre em sementes, sem a necessidade de germinar as sementes, implicando em menor
tempo e espaco para a selecdo.

Diante disso, pela complexidade dos aspectos fisiologicos e bioquimicos envolvidos
nos caracteres de tolerancia ao déficit hidrico, recomenda-se outras pesquisas na area de
sementes avaliando a expressdo de mais genes em maior nimero de genoétipos e utilizando

diferentes restri¢@es hidricas.
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5 CONCLUSOES

Ha maior expressdo na ponta de espigas da linhagem L91-T das enzimas catalase,
peroxidase e esterase.

Ha& reducdo da expressdo da enzima catalase e esterase em plantulas de sete dias para
ambas as linhagens analisadas.

Maior atividade das proteinas resistentes ao calor ocorre nas sementes secas da
linhagem L91-T.

Os genes ZmAN13, AOX2 e ZmDBP3 sdo potenciais marcadores moleculares para

selecdo de linhagens de milho tolerantes ao déficit hidrico.
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APENDICE A

Tabela 1A - Resumo da analise de variancia para a germinacdo de sementes de quatro
linhagens de milho.

Fatores GL oM
Germinagéo 1° contagem Germinagéo 2* contagem
Linhagens 3 19,0 12,9167
Erro 12 6,5 3,9167
Total 15
CV (%) 2,6352 2,0324

Tabela 2A - Resumo da andlise de varidncia para a germinagdo de sementes de quatro
linhagens de milho submetidas ao envelhecimento acelerado.

QM
Fatores GL L
Germinacio
Linhagens 3 627,0*
Erro 12 17,1667
Total 15
CV (%) 4,7761

*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).

Tabela 3A - Resumo da analise de variancia para porcentagem de emergéncia (E%), indice
de velocidade de emergéncia (IVE), comprimento de raiz (CR) e comprimento
de parte aérea (PA) de quatro linhagens de milho submetidas a diferentes
disponibilidades hidricas (DH), sem estresse (10% da capacidade de retencédo
de agua) e sem estresse (70% da capacidade de retencdo de agua).

QM
Fatorest GL
E% IVE CR PA

Linhagens 3 0,0406* 8,9144* 74,3515* 27,6253*
DH 1 0,0002 0,0436 9,4758 65,7613*
Linhagens*DH 3 0,0037 0,4903 7,0809* 2,0826*
Erro 24 0,0055 0,1779 2,2606 0,4379
Total 31
CV (%) 5,2055 3,5728 8,2995 5,0392

!DH=disponibilidade hidrica; Linhagens*DH=intera¢do entre linhagens e disponibilidade hidrica.
*Significativo a 5% de probabilidade, pelo teste F (p<0,05).



