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RESUMO 

 

O processo de germinação de sementes de milho é influenciado pela temperatura. Sob 

temperaturas adversas o estabelecimento da população de plantas pode ser comprometido, 

assim como a produtividade de grãos. Com o avanço do cultivo de milho em regiões mais 

quentes, é importante entender os mecanismos fisiológicos, bioquímicos e moleculares, 

relacionados a tolerância às altas temperaturas durante a germinação, visando assessorar os 

programas de melhoramento em processo de seleção para o desenvolvimento de híbridos 

adaptados às regiões nas quais as temperaturas são altas durante a germinação das sementes. 

Dessa forma, objetivou-se avaliar os aspectos fisiológicos e moleculares envolvidos na 

tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e emergência de 

plântulas de diferentes genótipos de milho. Foram utilizadas sementes de quatro linhagens de 

milho, duas classificadas como tolerantes (91 e 54) à alta temperatura durante a germinação de 

sementes e duas intolerantes (44 e 64), também foram utilizadas sementes híbridas, dos 

recíprocos, as quais foram produzidas a partir das linhagens classificadas como tolerantes e 

intolerantes e as da população F2. Assim, sementes de 20 genótipos de milho foram submetidas 

às temperaturas de 25 e 35 ºC durante o processo de germinação. Foi avaliada a germinação aos 

seis dias, e o vigor pelos testes de primeira contagem de germinação (4 dias), velocidade de 

germinação, comprimento de raiz primária e da parte aérea de plântula e número de raízes 

seminais. Após a análise dos resultados, foram selecionadas duas linhagens mais discrepantes 

quanto a tolerância à alta temperatura, 35 ºC, L91 (tolerante) e L44 (intolerante) e seus 

respectivos híbridos e recíprocos, cujas sementes submetidas à embebição para a construção da 

curva de embebição. As sementes submetidas ao processo de embebição foram utilizadas para 

a análise da expressão das enzimas piruvato descarboxilase, álcool desidrogenase, malato 

desidrogenase, esterase, glutamato oxaloacetato transaminase, alfa-amilase, superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase e proteínas resistentes ao calor por meio da 

técnica de eletroforese em gel. Foram realizadas a quantificação do peróxido de hidrogênio, 

peroxidação lipídica e a atividade das enzimas SOD, CAT e ascorbato peroxidase, e da proteína 

total, por meio da técnica de espectrofotômetria de microplacas. Há efeito do genótipo sobre a 

característica de tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e 

desenvolvimento inicial de plântulas de milho. Há maior velocidade de embebição em sementes 

de genótipos classificados como tolerantes à alta temperatura durante a germinação das 

sementes. Há variações das expressões de enzimas associadas à respiração e ao sistema 

antioxidante em sementes secas e embebidas à 25 e 35 °C, de genótipos classificados quanto a 

tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e desenvolvimento 

inicial de plântulas. As enzimas da respiração piruvato descarboxilase e álcool desidrogenase e 

as do sistema antioxidantes superóxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase 

foram identificadas como bons marcadores para avaliar os genótipos de milho tolerantes à alta 

temperatura durante a germinação de sementes e desenvolvimento inicial de plântulas. Há 

maior expressão das enzimas α-amilase e esterase em genótipos tolerantes à alta temperatura.  

 

 

 

Palavras-chave: Zea mays. Estresse abiótico. Qualidade fisiológica. Padrão de absorção. 

Enzimas. Sistema Antioxidante. 

 

 

 



   
 

ABSTRACT 

 

 The germination process of corn seeds is influenced by temperature. Under adverse 

temperatures the establishment of the plant population can be compromised, as well as the grain 

yield. With the advancement of corn growth in warmer regions, it is important to understand 

the physiological, biochemical and molecular mechanisms related to the tolerance to high 

temperatures during germination, aiming to help breeding programs in the selection stages to 

develop hybrids adapted to the regions where temperatures are high during seed germination. 

Thus, the objective was to evaluate the physiological and molecular aspects involved in high 

temperature tolerance during the process of seed germination and seedling emergence of 

different corn genotypes. Seeds of four corn inbred were used, two classified as tolerant (91 

and 54) to high temperature during seed germination and two intolerant (44 and 64), hybrid 

seeds of the reciprocals were also used, which were produced from of the lines classified as 

tolerant and intolerant and the F2 population. Seeds of 20 maize genotypes were subjected to 

temperatures of 25 and 35 ºC during the germination process. Germination was evaluated at six 

days, and vigor by the first germination count (4 days), germination speed index, primary root 

and shoot length and number of seminal roots. After analyzing the results, two lines, the more 

discrepant ones, were selected in terms of tolerance to high temperature, 35 ºC, L91 (tolerant) 

and L44 (intolerant) and their respective hybrids and reciprocals, whose seeds were subjected 

to imbibition for the construction of the imbibition curve. The seeds submitted to the imbibition 

process were used to analyze the expression of the enzymes pyruvate decarboxylase, alcohol 

dehydrogenase, malate dehydrogenase, esterase, glutamate oxaloacetate transaminase, alpha-

amylase, superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase and proteins resistant to heat 

using, through the gel electrophoresis technique. The quantification of hydrogen peroxide, lipid 

peroxidation and the activity of SOD, CAT and ascorbate peroxidase enzymes, and total 

protein, were performed using the microplate spectrophotometry technique. There is effect of 

the genotype on high temperature tolerance during the process of seed germination and initial 

development of corn seedlings. There is a higher imbibition speed in seeds of genotypes 

classified as tolerant to high temperature during seed germination. There are variations in the 

expression of enzymes associated with respiration and the antioxidant system in dry and soaked 

seeds at 25 and 35 °C, from genotypes classified as high temperature tolerance during the 

process of seed germination and initial development of seedlings. The enzymes from 

respiration: pyruvate decarboxylase and alcohol dehydrogenase and the antioxidant system 

superoxide dismutase, catalase, peroxidase and ascorbate peroxidase were identified as good 

markers to evaluate high temperature tolerant corn genotypes during seed germination and early 

seedling development. There is greater expression of α-amylase and esterase enzymes in 

genotypes tolerant to high temperature.  

 

 

 

Keywords: Zea mays. Abiotic stress. Physiological quality. Absorption pattern. Enzymes. 

Antioxidant System. 
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CAPÍTULO 1 INTRODUÇÃO GERAL 

 

1 INTRODUÇÃO  

 

 O milho é uma das principais culturas cultivadas no Brasil e no mundo. Sua utilização 

é bastante vasta, desde o consumo in natura até os produtos industrializados. Assim, com o 

aumento da demanda, cultivos de milho têm sido realizados em diferentes regiões, sendo que 

em algumas dessas ocorrem altas temperaturas durante a germinação de sementes e 

desenvolvimento inicial de plântulas.  

 No ano safra 2020/21 a produção mundial de milho chegou a 1,197 bilhão de toneladas, 

destinada à alimentação animal, consumo direto, em biocombustíveis e na indústria de 

alimentos (USDA, 2021). O Brasil se destaca como um dos maiores produtores e exportadores 

mundiais, ocupando a terceira posição na produção mundial, com uma produção de 85,75 

milhões de toneladas no ano safra 2020/21, com volume 16,4% menor em relação à safra 

anterior, devido as condições climáticas que afetaram diretamente na produtividade (CONAB, 

2021).  

 Sabe-se que a temperatura é um dos fatores ambientais mais críticos que controlam e 

regulam o crescimento e desenvolvimento de plantas e que estas podem ter diferentes respostas 

de acordo com a espécie (YOUSAF et al., 2021), e com genótipo dentro da mesma espécie. O 

estresse causado por altas temperaturas induz mudanças bioquímicas, moleculares e 

fisiológicas, que influenciam vários processos celulares da planta (SHRESTHA; GURUNG; 

DHITAL, 2018) e na de germinação das sementes.  

 Com as mudanças climáticas e com o grande avanço da produção de milho em regiões 

mais quentes, há necessidade de desenvolver genótipos que sejam tolerantes às altas 

temperaturas, durante o processo de germinação e desenvolvimento inicial de plântulas. Sabe-

se que o estabelecimento do estande recomendado para cada cultivar é fundamental para a 

obtenção de altas produtividades.  

 As altas temperaturas induzem vários eventos metabólicos nas células, levando à 

superprodução das espécies reativas de oxigênio (EROs) e estresse oxidativo, que danificam os 

ácidos nucléicos, proteínas e lipídios, e pode ocasionar a morte da célula (TIWARI; YADAV, 

2019). Assim, o estresse oxidativo é caracterizado pelo estágio metabólico em que a produção 

das EROs passa a ser maior do que sua neutralização. 
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 As EROs são produzidas em quase todas as células, incluindo cloroplastos, 

mitocôndrias, peroxissomos, membranas celulares e subcelulares, e são reconhecidas como 

importantes sinalizadoras e mensageiros secundários envolvidos na resposta ao estresse, vias 

de defesa e morte celular programada (MITTLER, 2017; TIWARI; YADAV, 2019).  

 As plantas desenvolveram um mecanismo de defesa conhecido como sistema 

antioxidante para protegê-las dos danos das EROs, que inclui os sistemas enzimático e não 

enzimático (APEL; HIRT, 2004; KAUR; SHARMA; DAS, 2020). O sistema enzimático inclui 

algumas enzimas como: superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX), 

ascorbato peroxidase (APX) e glutationa peroxidase (GPX) (FOYER; NOCTOR, 2005; 

CHOUDHURY et al., 2017). Já o sistema não enzimático é composto principalmente de 

tocoferóis, β-caroteno, ácido ascórbico, glutationa e polifenóis (TIWARI; YADAV, 2019). 

 Além das enzimas antioxidantes, o aumento da temperatura ocasiona alteração nas 

enzimas envolvidas na atividade respiratória, como a piruvato descarboxilase (PVD), álcool 

desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH), dentre outras. Também pode alterar 

composição e estrutura de membranas celulares e a síntese de proteínas, a exemplo proteínas 

resistentes ao calor (MANI et al., 2016). Essas proteínas estão relacionadas aos mecanismos de 

proteção contra danos (TUNNACLIFFE et al., 2010) e podem estar associadas a estabilidade 

da membrana em ambientes sob estresse (WAHID et al., 2007).    

 Para a semente germinar ela depende das mesmas condições ambientais que são 

requeridas para o crescimento vegetativo. Água e oxigênio devem estar disponíveis e a 

temperatura e demais condições climáticas devem ser adequadas. Germinação então, pode ser 

definida como o retorno do crescimento do embrião da semente madura ou ainda, consiste na 

reativação do crescimento do embrião, por meio de uma sequência ordenada de eventos 

metabólicos, resulta na ruptura do tegumento ou do endosperma pela radícula 

(ALBUQUERQUE et al., 2009).  

 A absorção de água pelas sementes ortodoxas (tolerantes à dessecação) geralmente é 

dividida em três fases: fase I, caraterizada pela rápida absorção de água (BEWLEY et al., 2013); 

fase II, onde há redução da velocidade de hidratação das sementes e intensidade da respiração, 

sendo considerada uma fase mais longa (MARCOS FILHO, 2015) e; fase III, considerada 

resultado da expansão celular, em que a zona de transição entre a radícula e hipocótilo se 

alongam (SLIWINSKA; BASSEL; BEWLEY, 2009). 
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 A temperatura é um dos fatores mais importantes no processo de germinação e 

influencia na absorção de água pelas sementes (BEWLEY et al., 2013; NASCIMENTO et al., 

2016), na redução da porcentagem de germinação das sementes, na velocidade e uniformidade 

da germinação (SANTOS et al., 2019), além de afetar o desenvolvimento do sistema radicular 

das plântulas (KHALID et al., 2021). Portanto, o processo de germinação das sementes e 

desenvolvimento inicial de plântulas é altamente afetado pelas condições de temperatura 

(PÊGO; GROSSI; BARBOSA, 2012).  

 As análises proteômicas é uma ferramenta, que juntamente com os testes de germinação 

e vigor podem auxiliar os programas de melhoramento na seleção de genótipos de interesse 

durante o desenvolvimento inicial da cultura. Marques et al. (2019) evidenciam a necessidade 

de estudos sobre atividade enzimática que é uma ferramenta que permite aceleração da 

característica de interesse, além de servir como marcadores funcionais na seleção de genótipos.  

 Diante do exposto, objetivou-se estudar os aspectos fisiológicos e moleculares, 

envolvidos na tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e 

emergência de plântulas de diferentes genótipos de milho.   
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CAPÍTULO 2   CURVA DE ABSORÇÃO DE ÁGUA E QUALIDADE FISIÓLOGICA 

DE SEMENTES DE MILHO SUBMETIDAS À ALTA 

TEMPERATURA 

 

RESUMO 

 

A germinação é uma das fases mais importantes para o estabelecimento de uma cultura. 

O aumento da temperatura pode afetar negativamente a porcentagem, velocidade e 

uniformidade da germinação das sementes, assim como a emergência, o que pode comprometer 

o estabelecimento das plantas, o estande final e, consequentemente, a produtividade de grãos. 

Assim, o desenvolvimento de cultivares tolerantes às altas temperaturas durante a germinação 

de sementes e estabelecimento de plantas é fundamental em programas de melhoramento. Dessa 

forma, objetivou-se neste trabalho avaliar a qualidade fisiológica e o padrão de absorção de 

água em sementes de milho, submetidas à alta temperatura durante o processo de germinação 

de sementes e desenvolvimento inicial de plântulas. Foram utilizadas sementes de quatro 

linhagens de milho do programa de melhoramento da Universidade Federal de Lavras (UFLA), 

duas classificadas como tolerantes (91 e 54), e duas não tolerantes (44 e 64) à alta temperatura 

no processo de germinação e desenvolvimento inicial de plântulas, além dos seus respectivos 

híbridos e recíprocos resultantes do cruzamento dessas quatro linhagens, e das sementes 

população F2. As sementes foram submetidas a determinação do teor de água, aos testes de 

germinação e a testes de vigor (primeira contagem de germinação, velocidade de germinação, 

comprimento de raiz primária e da parte aérea de plântula e o número de raízes seminais) nas 

temperaturas de 25 ºC (controle) e 35 ºC (alta temperatura). Para a curva de absorção de 

sementes foram selecionadas as duas linhagens mais contrastantes, L91 como tolerante e L44 

como não tolerante, além do híbrido, recíproco desenvolvido a partir destas linhagens e F2. Para 

cada teste foram utilizadas quatro repetições de 50 sementes e o delineamento experimental 

utilizado, foi o inteiramente ao acaso, com os tratamentos distribuídos em esquema fatorial 

20x2 (genótipos e temperaturas). Para a curva de embebição foram utilizadas quatro repetições 

de 25 sementes para ambas as temperaturas (25 e 35 ºC). A linhagem L91 foi a mais tolerante 

à temperatura de 35 ºC durante o processo germinativo, enquanto a linhagem L44 foi a menos 

tolerante nesta condição. Em sementes dos cruzamentos nos quais a L91 foi utilizada como 

parental feminino ou masculino observou-se maiores valores de germinação e vigor, 

principalmente quando a L91 foi utilizada como parental feminino. Houve maior 

desenvolvimento do sistema radicular de plântulas quando a linhagem L91 foi utilizada como 

parental feminino na combinação dos híbridos. Houve maior variação da qualidade fisiológica 

em sementes da população F2. Há efeito do genótipo sobre a característica de tolerância à alta 

temperatura durante o processo de germinação de sementes e desenvolvimento inicial de 

plântulas de milho. Há maior velocidade de embebição em sementes de genótipos classificados 

como tolerantes à alta temperatura durante a germinação das sementes. 

 

 

  

Palavras-chave: Zea mays. Estresse térmico. Germinação. Estresse abiótico.  
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ABSTRACT 

 

 Germination is one of the most important stages for the establishment of a crop. The 

increase in temperature can negatively affect the percentage, speed and uniformity of seed 

germination, as well as emergence, which can compromise plant establishment, the final stand 

and consequently the grain yield. Thus, the development of cultivars tolerant to high 

temperatures during seed germination and plant establishment is fundamental in breeding 

programs. The objective of this work was to evaluate the physiological quality and the pattern 

of water absorption in corn seeds, submitted to high temperature during the process of seed 

germination and initial development of seedlings. Seeds of four maize inbreds from the corn 

breeding program of the Universidade Federal de Lavras (UFLA) were used, two classified as 

tolerant (91 and 54), and two non-tolerant (44 and 64) to high temperature in the germination 

process and initial seedling development, in addition to their respective hybrids and reciprocals 

resulting from the crossing of these four lines, and the F2 population seeds. The seeds were 

submitted to water content determination, germination tests and vigor tests (first germination 

count, germination speed index, length of the primary root and of the aerial part of the seedling 

and the number of seminal roots) at temperatures of 25 ºC (control) and 35 ºC (high 

temperature). For the seed water absorption curve, the two most contrasting lines were selected, 

L91 as tolerant and L44 as non-tolerant, in addition to the reciprocal hybrid resulted from these 

lines and the F2. For each test, four replications of 50 seeds were used in a completely 

randomized design, with treatments in a 20x2 factorial scheme (genotypes and temperatures). 

For the imbibition curve, four replications of 25 seeds were used for both temperatures (25 and 

35 ºC). The L91 line was the most tolerant at 35 ºC during the germination process, while the 

L44 line was the least tolerant in this condition. The seeds from crosses in which L91 was used 

as a female or male parent, higher values of germination and vigor were observed, especially 

when L91 was used as a female parent. There was greater development of the root system of 

seedlings when the L91 line was used as a female parent in the combination of the hybrids. 

There was greater variation in physiological quality in seeds from the F2 population. There is 

effect of the genotype on temperature tolerance during the process of seed germination and 

initial development of corn seedlings. There is a higher imbibition speed in seeds of genotypes 

classified as tolerant to high temperature during seed germination. 

 

 

 

Keywords: Zea mays. Heat stress. Germination. Abiotic stress 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A germinação de sementes e o desenvolvimento inicial de plântulas são as fases mais 

importantes para o estabelecimento de plantas no campo. Podem ser afetadas negativamente 

com o aumento temperatura que pode levar à redução da porcentagem de germinação das 

sementes, à viabilidade (FAHAD et al., 2017), à velocidade e à uniformidade da germinação 

(MARCOS FILHO, 2015), além de afetar o desenvolvimento do sistema radicular das plântulas 

(KHALID et al., 2021) 

 A germinação consiste na retomada da atividade metabólica do eixo embrionário, que 

tem início com a absorção de água e encerra com o alongamento do eixo embrionário, 

culminando na emergência da radícula (MARCOS FILHO, 2015; SOUTO et al., 2017), 

resultado dos diferentes processos bioquímicos, fisiológicos e moleculares (MANGRAUTHIA 

et al., 2016).  

 O padrão de absorção de água pelas sementes geralmente é dividido em três fases: a fase 

I, caraterizada pela rápida absorção de água (BEWLEY et al., 2013); fase II, onde há redução 

da velocidade de hidratação das sementes e intensidade da respiração, sendo uma fase mais 

longa (MARCOS FILHO, 2015) e; fase III, considerada resultado da expansão celular, em que 

a zona de transição entre a radícula e hipocótilo se alongam (SLIWINSKA; BASSEL; 

BEWLEY, 2009). Dentre os principais fatores que afetam a absorção de água pelas sementes e 

as reações bioquímicas e fisiológicas que regulam todo o processo de germinação das sementes 

está a temperatura (BEWLEY et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2016).  

 A faixa ideal de temperatura no processo de germinação e desenvolvimento inicial de 

plântulas varia com cada espécie, além de variar com cada genótipo dentro da mesma espécie, 

sendo que respondem de forma diferente sob condições de elevadas temperaturas nestas fases 

(MAGRAUTHIA et al., 2016).  

 Em milho, todos os estágios de crescimento e desenvolvimento das plantas são 

influenciados pelas variações da temperatura, que podem causar redução significativa na 

produtividade. Uma das alternativas utilizadas para minimizar o efeito de altas temperaturas é 

o uso de genótipos tolerantes a essa condição de estresse (YOUSAF et al., 2021), 

principalmente nas fases iniciais de desenvolvimento da planta. 

 Com o aumento da área plantada de milho em regiões mais quentes e com as diversas 

oscilações de temperatura durante o desenvolvimento da cultura é necessário a seleção de 

https://internal-journal.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2018.01768/full#B13
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linhagens tolerantes para compor os híbridos, cujas sementes tolerem altas temperaturas durante 

a germinação, uma vez que essa caraterística pode ser herdada dos seus progenitores 

(ANDRADE et al., 2001; PRAZERES; COELHO; SOUZA, 2021).  

 A seleção de genótipos por meio de características morfológicas para a tolerância a 

diferentes estresses abióticos durante a germinação e desenvolvimento inicial da cultura do 

milho tem sido estudada nos últimos anos, a exemplo de altas temperaturas durante a 

germinação de sementes (DUTRA et al., 2015), baixa temperatura durante a germinação de 

sementes (SILVA NETA et al., 2020) e estresse hídrico durante a germinação e emergência de 

plântulas (ABREU et al., 2018), o que comprovam que essa abordagem é eficiente na seleção 

de genótipos.  

 Assim, a seleção dos genótipos com tolerância à alta temperatura nas fases de 

germinação e desenvolvimento inicial de plântulas torna-se cada vez mais importante em 

programas de melhoramento de milho. Para isso, testes de germinação, vigor e curva de 

absorção de água podem ser utilizados como ferramenta em processos de seleção em programas 

de melhoramento, visando a tolerância à alta temperatura nas fases iniciais de desenvolvimento 

da cultura.    

 Dessa forma, objetivou-se avaliar a qualidade fisiológica e o padrão de absorção de água 

em sementes de diferentes genótipos de milho, visando a seleção de genótipos tolerantes à alta 

temperatura durante o processo germinativo e desenvolvimento inicial de plântulas. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1  Local de realização dos experimentos  

  

 Os experimentos foram realizados no Laboratório Central de Sementes e na área 

experimental do Departamento de Agricultura (DAG), Escola de Ciências Agrárias de Lavras 

(ESAL) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras – MG, cujas coordenadas 

geográficas são: latitude 21º14'S, longitude 40°17'W e altitude de 918,80m. 

 

2.2  Seleção dos genótipos  

 

 Na primeira etapa do experimento foi realizada a seleção dos genótipos de milho 

contrastantes quanto a tolerância à alta temperatura durante a germinação e desenvolvimento 

inicial de plântulas. Os materiais genéticos foram provenientes do programa de melhoramento 

de milho da Universidade Federal de Lavras e a seleção destes foi realizada a partir do trabalho 

e resultados de Dutra et al. (2015). Foram selecionadas duas linhagens tolerantes (L91 e L54) 

e duas linhagens não tolerantes (L44 e L64) à alta temperatura durante o processo de 

germinação e desenvolvimento inicial de plântulas. Foram utilizados ainda, os híbridos e 

recíprocos resultantes do cruzamento dessas quatro linhagens, e também população F2 derivada 

deste (TABELA 1).   

 

Tabela 1 - Genótipos de milho selecionados quanto a tolerância à alta temperatura. 

Linhagens Híbridos Recíprocos População F2 População F2 

L91  91x44 44x91 F2 91x44 F2 44x91 

L54  91x64 44x54 F2 91x64 F2 44x54 

L64  54x44 64x91 F2 54x44 F2 64x91 

L44  54x64 64x54 F2 54x64 F2 64x54 
Fonte: Da autora (2022). 

  

Após a seleção dos genótipos contrastantes quanto a tolerância à alta temperatura 

durante o processo de germinação e emergência de plântulas, foi implantado um experimento 

durante a safra 2018/2019 para a multiplicação das linhagens e obtenção das sementes híbridas.  
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2.3  Multiplicação das linhagens, obtenção dos cruzamentos e da população F2 

 

 A semeadura para a multiplicação das sementes das linhagens e obtenção das sementes 

híbridas foi realizada em parcelas de 10 linhas de 10 m. Para a obtenção de sementes da 

população F2, sementes dos híbridos e de seus recíprocos foram semeadas entre linhas de 0,6 

m e 5 plantas por metro. Foram realizados três splits para garantir a coincidência do 

florescimento entre as linhagens envolvidas, assim, foram semeadas 3 linhas de cada genótipo, 

a cada seis dias após o plantio. O solo foi preparado convencionalmente e as correções foram 

feitas de acordo com a análise química do mesmo. A adubação de cobertura, assim como os 

demais tratos culturais, foi realizada de acordo com as recomendações para a cultura. 

 Ao longo do florescimento as inflorescências femininas foram protegidas com sacos 

plásticos, antes da emissão dos estilo-estigmas. Quando os estilo-estigmas estavam receptivos, 

foram realizados os cruzamentos manualmente, sendo as linhagens utilizadas ora como parental 

feminino, ora como parental masculino, conforme Tabela 1. Com isso, foram obtidos 4 híbridos 

e 4 recíprocos. Paralelamente, foram realizadas as autofecundações das quatro linhagens e dos 

híbridos para a obtenção da população F2. Dessa forma, as sementes foram produzidas todas 

nas mesmas condições edafoclimáticas e na mesma safra agrícola. 

 As espigas oriundas das autofecundações das linhagens, dos híbridos e dos cruzamentos 

foram colhidas com teor de água de 35%. Após a colheita, as espigas foram despalhadas 

manualmente e distribuídas em secadores de madeira, de acordo com Navratil e Burris (1984). 

As espigas despalhadas, inicialmente foram pré-condicionadas durante o processo de secagem 

à 35 ºC até as sementes atingirem 20% do teor de água. Posteriormente, houve o aumento da 

temperatura para 42 ºC até as sementes alcançarem o teor de água de 13%. As sementes foram 

classificadas em peneiras de crivos circulares, e as retidas nas peneiras 20 – 18 foram utilizadas 

para a realização dos testes. Estas foram armazenadas em câmara fria a 10 °C e umidade relativa 

de 50%, até o momento de realização das análises.  

 

2.4 Dados climáticos durante a condução do experimento 

 

 O experimento foi realizado entre os meses de novembro de 2018 a abril de 2019. Os 

dados de temperatura máxima, mínima e precipitação, durante a condução do experimento em 

campo, estão apresentados na Figura 1. 
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Figura 1 - Dados climáticos de Temperatura Máxima (°C), Mínima (°C) e Precipitação (mm). 

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

2.5 Avaliação da qualidade fisiológica e determinação do teor de água 

 

 As sementes das quatro linhagens, dos 4 híbridos e dos seus recíprocos, da população 

F2, foram avaliadas quanto a tolerância à alta temperatura durante a germinação e emergência 

de plântulas. Foram realizados os seguintes testes e determinações: 

a) Teor de água - determinado pelo método da estufa a 105 ± 3 °C por 24 horas, conforme 

as Regras para Análise de Sementes (BRASIL, 2009), utilizando-se quatro repetições 

de 10 sementes inteiras. 

b) Teste de germinação - as sementes foram previamente tratadas com o fungicida 

VITAVAX®-THIRAM 200, na dosagem de 250 ml por 100 kg-1 de sementes. Foram 

utilizadas quatro repetições de 50 sementes, totalizando 200 sementes por tratamento. 

As sementes foram distribuídas sobre duas folhas de papel germitest, cobertas com uma 

terceira e organizadas em forma de rolo e o papel germitest foi previamente umedecido 

com água destilada e deionizada em quantidade equivalente a 2,5 vezes a massa do papel 

seco. 

c) Os rolos foram colocados em sacos plásticos transparentes, fechados com atilhos de 

borracha, a fim de evitar a perda de água por evaporação, e acondicionados em 
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germinadores tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand) regulados para as temperaturas 

constantes de 25 (controle, recomendado RAS – Brasil, 2009) e 35 °C (alta temperatura) 

(±2 °C), utilizando-se lâmpadas fluorescentes tipo luz do dia (4 x 20 W).  

d) As avaliações da porcentagem de germinação de sementes foram realizadas 

diariamente, do quarto ao sexto dia após a instalação do teste, quando o experimento foi 

encerrado. Computou-se as plântulas que apresentassem 3,0 cm de raiz primária e de 

parte aérea, além de 3 ou mais raízes seminais, padrão este que diferenciava 

fenotipicamente os tratamentos avaliados.  

e) Primeira contagem de germinação - determinada juntamente com o teste de germinação, 

mediante contagem do número de plântulas no quarto dia após a instalação do teste, e 

os resultados foram expressos em porcentagem. 

f) Velocidade de germinação (VG) - as contagens do número de sementes germinadas 

foram realizadas diariamente, no mesmo horário, do quarto ao sexto dia após a 

instalação do teste, sendo velocidade de germinação (VG) calculada pela fórmula 

proposta por Edmond e Drapala (1958).  Computou-se as plântulas que apresentassem 

3,0 cm de raiz primária e de parte aérea, além de 3 ou mais raízes seminais, padrão este 

que diferenciava fenotipicamente os tratamentos avaliados.  

g) Comprimento de raízes e parte aérea de plântulas – para avaliação do comprimento da 

raiz primária e da parte aérea, foi realizado um teste com quatro repetições de 10 

sementes, distribuídas sobre duas folhas de papel germitest, cobertas com uma terceira 

e organizadas na forma de rolos, os quais foram acondicionados em sacos de polietileno. 

Antes da distribuição das sementes, o papel germitest foi umedecido com água destilada 

e deionizada, equivalente a 2,5 vezes o seu peso seco. O teste foi conduzido em câmara 

tipo B.O.D. (Biological Oxygen Demand) regulada nas temperaturas de 25 (controle) e 

35 °C (alta temperatura) (± 2 °C) por 7 dias. Os comprimentos da raiz primária e da 

parte aérea foram medidos com o auxílio de uma régua graduada em centímetros, e os 

resultados expressos em cm.plântula-1, em uma única avaliação no sétimo dia, após a 

semeadura. 

h) Número de raízes seminais (NRS) - número total de raízes seminais das plântulas foi 

determinado simultaneamente com o comprimento de raízes e parte aérea, mediante a 

contagem número de raízes seminais e os resultados expressos em número médio de 

raízes seminais por plântula.  



25 

 

   
 

2.6 Delineamento experimental e análise estatística 

 

  O delineamento experimental utilizado foi o inteiramente casualizado, em esquema 

fatorial 20 x 2 (genótipos x temperaturas), com os tratamentos distribuídos em quatro repetições 

de 50 sementes. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as médias 

comparadas entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o programa 

estatístico R (R Development Core Team, 2020). 

 

2.7 Curva de embebição das sementes  

 

 Para a determinação do padrão de absorção de água pelas sementes, foram selecionadas 

duas linhagens contrastantes quanto a tolerância à alta temperatura durante o processo de 

germinação e emergência de plântulas, L91 como tolerante e L44 como não tolerante, seguidos 

de seu híbrido (91x44), recíproco (44x91) e da sua população F2 (F2 91x44 e F2 44x91).  

 A curva de embebição foi realizada com quatro repetições de 25 sementes. As sementes 

foram embebidas em papel germitest, sendo distribuídas sobre duas folhas e cobertas com uma 

terceira e organizadas em forma de rolo, assim como para o teste de germinação. As folhas de 

papel germitest foram umedecidos com 3,0 vezes o seu peso seco e os rolos, acondicionados 

em sacos de polietileno, fechados com atilhos de borrachas, a fim de evitar a perda de água por 

evaporação. Estes foram colocados em câmera de germinação do tipo B.O.D. (Biological 

Oxygen Demand) nas temperaturas de 25 °C (controle) e 35 °C (alta temperatura) (+ ou – 2 °C).  

 As sementes foram retiradas dos rolos de papel cuidadosamente, e pesadas em balança 

digital com precisão de 0,0001g. Durante as primeiras seis horas, as sementes foram pesadas 

de hora em hora e após esse período as pesagens foram realizadas a cada 3 horas, até que 

ocorresse a protrusão das radículas de 50% +1 das sementes de cada genótipo, que caracterizou 

o final da fase II e o início da fase III. Posteriormente, as sementes submetidas a embebição 

foram armazenadas a -86 ºC.    

 Para monitorar a absorção de água, as sementes foram pesadas antes do início das 

embebições. A representação gráfica da curva de embebição foi ajustada ao modelo polinomial 

de terceiro grau sigmóide em função dos períodos de avaliação.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO  

 

 As sementes de milho dos diferentes genótipos no momento da realização do 

experimento, encontravam-se com o teor de água de 11,2% com variação de ±1%. Para todas 

as variáveis analisadas observou-se interação significativa entre as linhagens e as temperaturas.  

Em relação à primeira contagem de germinação, observa-se na temperatura de 25 ºC 

maiores porcentagens de germinação em sementes do híbrido 54x64 (61%) e nas do recíproco 

64x91 (63%), não diferindo entre si, enquanto os menores valores foram observados nas das 

linhagens L91, L54 e L44, seguidos dos recíprocos R44x91 e R64x54, e nas de todos das 

populações F2, com um percentual inferior a 14% de germinação (TABELA 2). Já na 

temperatura de 35 °C verificou-se maiores porcentagens de germinação em sementes da 

linhagem L91 (90%) e nas dos híbridos H91x44 (84%), H91x64 (93%) e H54x64 (87%), 

diferenciando-se estatisticamente dos demais materiais genéticos. A menor porcentagem de 

germinação foi observada na linhagem L44 (10%), estatisticamente inferiores à observada nos 

demais genótipos. 

 De maneira geral, as maiores porcentagens de germinação das sementes na primeira 

contagem foram observadas na temperatura de 35 ºC. Isso provavelmente acorreu porque em 

temperaturas mais altas, a embebição acontece de forma mais rápida e acelera a velocidade das 

reações (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012). Assim, o padrão adotado foi alcançado mais 

rápido, ressaltando-se que neste trabalho foram consideradas como plântulas normais aquelas 

com três centímetros de raiz primária e de parte aérea, e com três ou mais raízes seminais.    

 Sabe-se que a temperatura tem grande influência sobre a porcentagem e a velocidade de 

germinação das sementes devido a maior velocidade de absorção de água e reações bioquímicas 

envolvidas no processo. Assim, quanto maior a temperatura, até certo limite, mais rápida será 

a germinação e mais eficiente o processo germinativo (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012).  

 Em relação ao comportamento das sementes das linhagens consideradas como tolerantes 

L91 e L54 na temperatura de 25 ºC, obteve-se uma porcentagem de germinação muito baixa. 

Isto pode ser explicado pelo fato de as plântulas destas linhagens não terem atingido o tamanho 

da parte aérea estabelecido. Para a L91 esse comportamento já era esperado, porque tem sido 

observado que ela atrasa o desenvolvimento da parte aérea, embora apresente maior 

desenvolvimento das raízes (ABREU et al., 2018; SANTOS et al., 2021).  
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Em sementes dos híbridos e recíprocos da população F2, tanto na temperatura de 25 °C 

como na temperatura de 35 °C, houve uma maior variação das porcentagens de germinação 

quando da primeira contagem. Isto está associado ao maior nível de segregação, característica 

em população F2 (RAMALHO et al., 2012; BORÉM; MIRANDA; FRITSCHE-NETO, 2021).  

Referente à germinação, verificou-se na temperatura de 25 ºC, diferenças significativas 

entre os genótipos avaliados (TABELA 2). Em sementes das linhagens L54 e L44, e das do 

recíproco F2 44x91, foram observadas as menores porcentagens de germinação 86, 87 e 86%, 

respectivamente. Para os demais genótipos verificou-se as maiores porcentagens de 

germinação, 93 a 100%, não havendo diferença significativa entre si.  Isso evidencia o potencial 

germinativo dos genótipos quando expostos em temperatura favorável para a germinação das 

sementes.  

Quando as sementes foram germinadas à 35 ºC (TABELA 2), as maiores porcentagens 

de germinação foram observadas em sementes da linhagem L91 (93%), seguidos das híbridas 

H91x44 (100%), H91x64 (99%), H54x44 (90%), H54x64 (91%) e F2 64x54 (91%) e dos 

recíprocos R44x91 (92%), R64x91 (95%), R64x54 (93%), F2 44x91 (91%), F2 44x54 (91%) e 

F2 64x54 (87%), sem diferenças estatísticas entre estas. As menores porcentagens de 

germinação foram constatadas em sementes das linhagens L44 (23%), L64 (55%), e nas do 

recíproco R44x54 (53%) e híbrido F2 91x64 (47%).  
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Tabela 2 - Primeira contagem de germinação (PCG), germinação (G) e velocidade de 

germinação (VG) de sementes de linhagens, híbridos, recíprocos e população F2 

de milho submetidas às temperaturas de 25 °C e 35 °C durante a germinação. 

Genótipos 

Temperatura 

25 °C  35 °C 

PCG (%) G (%) VG (dias)  PCG (%) G (%) VG (dias) 

L91 2 Eb 99 Aa 5,25 Ca  90 Aa 93 Aa 4,05 Db 

L54 14 Eb 86 Ba 5,02 Da  72 Ba 77 Bb 4,05 Db 

L44 9 Ea 87 Ba 5,10 Ca  10 Fa 23 Eb 4,57 Bb 

L64 45 Cb 99 Aa 4,57 Fa  74 Ba 55 Db 3,22 Eb 

H91x44 49 Bb 100 Aa 4,55 Fa  84 Aa 100 Aa 4,20 Db 

H91x64 31 Db 99 Aa 4,72 Ea  93 Aa 99 Aa 4,05 Db 

H54x44 40 Cb 99 Aa 4,67 Ea  78 Ba 90 Aa 4,15 Db 

H54x64 61 Ab 99 Aa 4,42 Fa  87 Aa 91 Aa 4,02 Db 

R44x91 3 Eb 96 Aa 5,20 Ca  81 Ba 92 Aa 4,07 Db 

R44x54 28 Db 96 Aa 4,75 Ea  41 Da 53 Db 4,22 Db 

R64x91 63 Ab 100 Aa 4,37 Fa  81 Ba 95 Aa 4,17 Db 

R64x54 0 Eb 94 Aa 5,90 Aa  82 Ba 93 Aa 4,20 Db 

F2 91x44 2 Eb 93 Aa 5,60 Aa  56 Ca 74 Bb 4,32 Cb 

F2 91x64 2 Eb 95 Aa 5,50 Ba  20 Ea 47 Db 4,92 Ab 

F2 54x44 0 Eb 95 Aa 5,72 Aa  25 Ea 65 Cb 5,05 Ab 

F2 54x64 2 Eb 97 Aa 5,45 Ba  64 Ca 91 Aa 4,42 Cb 

F2 44x91 0 Eb 86 Ba 5,82 Aa  65 Ca 91 Aa 4,35 Cb 

F2 44x54 7 Eb 94 Aa 5,37 Ba  75 Ba 91 Aa 4,17 Db 

F2 64x91 0 Eb 97 Aa 5,47 Ba  43 Da 84 Bb 4,55 Bb 

F2 64x54 6 Eb 93 Aa 5,22 Ca  57 Ca 87 Aa 4,35 Cb 

CV (%) 18,87 7,15 3,39  18,87 7,15 3,39 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na coluna, e minúscula, na linha, não diferem entre si pelo 

teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 

Fonte: Da autora (2022). 
 

A linhagem L91 destacou-se com maior porcentagem de germinação na temperatura de 

35 ºC, com relação as demais linhagens. Além disso, nos cruzamentos nas quais a linhagem 

estava envolvida como parental feminino ou masculino, também se observou as maiores 

porcentagens de germinação, exceto em sementes dos híbridos da população F2, quando houve 

variação da germinação, isso está relacionado a segregação, assim como observado na primeira 

contagem de germinação.   

 O resultado obtido para a linhagem L91 já vem sendo observado em diversos trabalhos, 

nos quais a linhagem L91 tem sido tolerante a diferentes tipos de estresses abióticos, como 

tolerância a baixa temperatura durante a germinação (SILVA NETA et al., 2020; SILVA NETA 
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2020 et al., 2015), estresse térmico (SANTOS et al., 2019), deficiência hídrica (VILELA, 

2019); (ABREU et al., 2018) e tolerância às altas temperaturas na germinação (DUTRA et al., 

2015).  

 À 35 ºC, para a linhagem L64, obteve-se uma porcentagem de germinação inferior ao 

da primeira contagem, ao que tudo indica, na primeira contagem esta temperatura ainda não 

tinha afetado o desenvolvimento das plântulas, mas no sexto dia essa porcentagem foi reduzida. 

Durante a avaliação verificou-se que, embora algumas plântulas tivessem alcançado o padrão 

proposto, em várias plântulas houve morte da raiz principal, os tecidos condutores foram 

atingidos em razão de terem sido consideradas plântulas anormais.  

 Os dados assemelham-se aos observados por Santos et al. (2019), os quais observou-se 

para essa mesma linhagem, porcentagem de germinação 23%, à 35 ºC e de 94% à temperatura 

de 25 ºC, sendo que esta última está na faixa de temperatura considerada ideal para a 

germinação de sementes de milho. Isso evidencia que a linhagem L64 não tolera a germinação 

de sementes e o desenvolvimento de plântulas à 35 ºC.  

 Em relação à linhagem L44, considerada como não tolerante, quando as sementes foram 

expostas à temperatura de 35 ºC, foi observada a menor porcentagem de germinação, em relação 

às observadas nos demais genótipos. A temperatura afetou tanto o desenvolvimento das raízes, 

como da parte aérea, o que resultou em maior número de plântulas anormais.   

 Em um estudo no qual foi avaliada a germinação de cultivares de milho em diferentes 

temperaturas (16, 20, 24, 28, 32, 36 e 40° C), Borges et al. (2020) adotaram um padrão para 

considerar como sementes germinadas, as que emitiram 0,5 cm de raiz primária. Os autores 

observaram que nas temperaturas de 16 e 40 °C, as sementes atingiram o padrão e foram 

consideradas como germinadas, mas não houve desenvolvimento de plântulas normais, ou seja, 

houve protrusão das raízes primárias, no entanto, essas temperaturas acarretaram danos 

irreversíveis ao desenvolvimento das plântulas. Nas temperaturas de 20 e 36 ºC, foi possível 

observar o maior número de plântulas anormais.   

 Na presente pesquisa de modo geral, a germinação das sementes de milho foi afetada 

pelo aumento da temperatura. As linhagens consideradas como tolerantes sobressaíram em 

relação às demais linhagens. Em sementes da linhagem L54 foi observada maior porcentagem 

de germinação em relação às das linhagens L44 e L64. No entanto, menor em relação a da 

linhagem L91. As porcentagens de germinação das sementes dos híbridos e recíprocos, exceto 

R44x54, foram superiores aos das linhagens, exceto linhagem L91 (TABELA 1). Esses 
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resultados estão de acordo com diversos trabalhos, nos quais foi verificado o efeito da heterose 

sobre a qualidade fisiológica de sementes (SILVA NETA et al., 2020; ROSADO et al., 2020; 

ABREU et al., 2018; PRAZERES; COELHO, 2016; ANDRADE, 2015; OLIVEIRA et al., 

2015; NERLING; COELHO; NODARI et al., 2013; GOMES et al., 2000).  

 Cabral et al. (2013), observaram a existência do efeito recíproco para a qualidade 

fisiológica de sementes de milho de pipoca e sugeriram que os genitores feminino e masculino 

sejam determinados antes dos cruzamentos. Da mesma forma, Nascimento et al. (2016) 

verificaram em sementes de tomates, ao considerar o caráter de resistência à temperatura, efeito 

dos pais sobre esse carácter. Para Costa et al. (2021) a combinação das linhagens afetou a 

tolerância das sementes de milho ao retardamento na secagem, e relataram que linhagens que 

não toleram essa condição, não devem ser utilizadas como parentais femininos. 

 A velocidade de germinação pode ser avaliada por meio do número médio de dias para 

a germinação, portanto, quanto maior a velocidade de germinação, menor será o número de 

dias. Dessa forma, na temperatura de 25 ºC (TABELA 2), foi observada germinação mais rápida 

em sementes da linhagem L64, em todos os híbridos e nos recíprocos R44x54 e R64x91, em 

média 4,57 dias.  Em sementes dos híbridos e recíprocos da população F2, constatou-se maior 

número de dias para que ocorresse a germinação, em média de 5,51 dias.  

 Sob a temperatura de 35 ºC, obteve-se o menor número de dias (3,22 dias) para que 

ocorresse a germinação das sementes da linhagem L64, em relação dos demais genótipos. 

Sementes das linhagens L91 e L54, seguidos de todos os híbridos e recíprocos, atingiram a 

germinação em média com 4,11 dias.  Com relação aos híbridos e recíprocos da população F2, 

foi possível verificar uma variação média de 4,17 a 5,05 dias, para a germinação das sementes.  

 De maneira geral, a velocidade de germinação foi mais rápida na temperatura de 35 ºC. 

Assim como aconteceu para a primeira contagem de germinação, a alta temperatura 

proporcionou a embebição mais rápida das sementes. Assim, em sementes expostas a altas 

temperaturas dentro de certos limites durante o processo de germinação ocorre a germinação 

mais rápida (SBRUSSI; ZUCARELI, 2014). 

 A germinação e/ou emergência de plântulas mais rápidas, em um período de tempo mais 

curto, é importante para a uniformidade e estabelecimento das plantas no campo (ROSADO et 

al., 2020), uma vez que sementes que germinam mais lentamente ficam expostas às condições 

adversas, o que pode interferir no seu estabelecimento (FERREIRA et al., 2013).  
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 A velocidade de germinação aconteceu de forma mais rápida na linhagem L64, tanto na 

temperatura de 25 ºC, como na de 35 ºC, comparada às demais linhagens. Em temperatura 

favorável para a germinação, foi observado que sementes desta linhagem tem uma velocidade 

de absorção de água muito rápida (TABELA 2). Já na temperatura de 35 ºC, no quarto e no 

quinto dia, a temperatura ainda não tinha afetado o desenvolvimento das plântulas. Assim, essa 

absorção de água com o aumento da temperatura aconteceu de forma ainda mais rápida, mas 

no sexto dia a temperatura ocasionou a morte das raízes principais o que pode ser observado no 

teste de germinação. Por isso, sementes da linhagem L64, por mais que tenham uma velocidade 

de germinação mais rápida sob alta temperatura, não resultam em plântulas normais ao final do 

processo de germinação.  

 O comprimento da raiz primária das plântulas de milho dos diferentes genótipos 

encontra-se na Tabela 3. Houve diferença significativa na temperatura de 25 ºC, entre os 

genótipos avaliados. O maior comprimento da raiz primária foi verificado nas linhagens L54 

(16,92 cm) e L64 (18,25 cm), seguido da combinação H54x64 (19,82 cm) e dos recíprocos 

R64x91 (19,45 cm) e R64x54 (17,07 cm). Os menores comprimentos foram observados na 

linhagem L44 (11,20 cm), no híbrido F2 91x44 (10,77 cm) nos recíprocos R44x54 (12,52 cm), 

F2 44x91 (7,30 cm), F2 64x91 (10,17 cm).  

Na temperatura de 35 ºC, os maiores resultados para o comprimento de raiz primária 

foram observados nos híbridos H91x44 (18,07 cm), H91x64 (17,02 cm), seguido dos recíprocos 

R44x91 (18,77 cm), R44x54 (17,27 cm) e R64x91 (17,62 cm), diferindo estatisticamente com 

relação aos demais genótipos. Na linhagem não tolerante L44, obteve-se o menor comprimento 

de raiz primária com 1,27 cm, em relação a todos os genótipos. 
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Tabela 3 - Comprimento de raiz primária (CR) e parte aérea (CPA) e número de raízes seminais 

(NRS) de plântulas de linhagens, híbridos, recíprocos e população F2 de milho 

submetidas às temperaturas de 25 °C e 35 °C durante a germinação.  

Genótipos 

Temperatura 

25 °C  35 °C 

CR (cm) CPA (cm) NRS  CR (cm) CPA (cm) NRS 

L91 14,10 Ba 11,65 Ba 6,37 Ba  3,85 Db 7,37 Eb 5,20 Cb 

L54 16,92 Aa 10,57 Ca 3,52 Ea  7,07 Cb 7,82 Eb 1,55 Gb 

L44 11,20 Ca 9,32 Ca 3,00 Fa  1,27 Db 5,10 Fb 0,45 Hb 

L64 18,25 Aa 14,12 Aa 4,82 Da  5,40 Cb 5,17 Fb 3,02 Eb 

H91x44 14,12 Bb 11,67 Bb 5,65 Ca  18,07 Aa 14,60 Ba 4,47 Db 

H91x64 14,15 Bb 10,97 Cb 4,82 Db  17,02 Aa 15,65 Ba 6,90 Aa 

H54x44 15,75 Ba 14,45 Aa 3,45 Ea  15,00 Ba 13,80 Ba 2,95 Ea 

H54x64 19,82 Aa 14,80 Aa 4,45 Da  12,82 Bb 11,20 Cb 3,02 Eb 

R44x91 12,52 Cb 12,67 Bb 4,35 Da  18,77 Aa 16,35 Aa 4,57 Da 

R44x54 14,72 Ba 10,10 Cb 2,75 Fa  17,27 Aa 17,25 Aa 3,07 Ea 

R64x91 19,45 Aa 15,70 Aa 7,12 Aa  17,62 Aa 15,17 Ba 5,62 Bb 

R64x54 17,07 Aa 12,75 Ba 4,00 Ea  8,35 Cb 10,50 Cb 2,65 Fb 

F2 91x44 10,77 Ca 10,40 Ca 5,07 Da  5,92 Cb 9,27 Da 3,57 Eb 

F2 91x64 15,42 Ba 11,00 Ca 2,50 Fa  4,22 Db 6,32 Fb 1,57 Gb 

F2 54x44 16,20 Ba 13,52 Aa 4,37 Da  7,15 Cb 8,05 Eb 2,90 Eb 

F2 54x64 15,12 Ba 13,00 Ba 4,45 Da  11,92 Bb 10,22 Cb 4,00 Da 

F2 44x91 7,30 Db 6,77 Db 5,12 Db  13,80 Ba 14,87 Ba 6,07 Ba 

F2 44x54 14,42 Ba 12,27 Ba 4,67 Da  3,27 Db 7,60 Eb 2,55 Fb 

F2 64x91 10,17 Ca 7,75 Da 3,22 Ea  8,92 Ca 6,85 Ea 2,25 Fb 

F2 64x54 16,12 Ba 11,87 Ba 4,20 Da  5,40 Cb 8,92 Db 2,45 Fb 

CV (%) 15,59 10,25 12,81  15,59 10,25 12,81 

Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, na coluna, e minúscula, na linha, não diferem entre si pelo 

teste de Scott-Knott, a 5% de probabilidade. 

Fonte: Da autora (2022). 
 

 A temperatura é fundamental para o desenvolvimento das estruturas iniciais das 

plântulas, a exemplo da raiz primária, que durante o processo germinativo para a maioria das 

espécies é a primeira estrutura a surgir e tem grande importância no estabelecimento das 

plântulas no ambiente (OLIVEIRA; PEREIRA, 2014). O sistema radicular está em rápido 

processo de divisão celular e fatores ambientais adversos podem reduzir o seu desenvolvimento. 

Assim, temperaturas desfavoráveis para desenvolvimento de plântulas e plantas afetam 

diretamente essa estrutura (MARCOS FILHO, 2015), contudo, parece existir variabilidade 

genética para a tolerância à alta temperatura durante o desenvolvimento inicial de plântulas.  

 Em plântulas das linhagens L54 e L64, foram observados os maiores comprimentos de 

raiz primária, com relação às demais linhagens, na temperatura de 25 ºC. Assim, quando 
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envolvidas em cruzamentos como parental feminino, o comprimento de raiz primária foi 

superior, em relação aos observados nas dos demais híbridos, o que se pode inferir o efeito 

materno para esta característica.  

 Já em plântulas da linhagem L44, observou-se o menor comprimento de raiz primária, 

comparando aos das demais linhagens, na temperatura de 25 ºC. Quando esta linhagem foi 

utilizada como parental feminino ou masculino nas combinações dos híbridos, o comprimento 

foi menor, o que pode ser explicado pelo efeito de genes aditivos para esta característica.   

 Em plântulas da população F2, foi observado o mesmo comportamento das variáveis 

anteriores. Houve variações nos comprimentos de raiz primária, tanto na temperatura de 25 ºC, 

como na de 35 ºC. 

 De forma geral, na temperatura de 35 ºC, os resultados de comprimento de raiz de 

primária de plântulas dos híbridos foram superiores aos observados nas das linhagens, exceto 

para o cruzamento R64x54, diferentemente do que foi observado para esse genótipo sob 

temperatura de 25 ºC.  

 Os híbridos que resultaram nos maiores comprimentos de raiz primária, na temperatura 

de 25 ºC, não foram os mesmos à temperatura de 35 ºC. É importante destacar o maior 

desenvolvimento da raiz primária nos genótipos em que a L91 está envolvida, tanto como 

parental feminino quanto masculino (TABELA 3). 

 Quando da avaliação de um híbrido ou recíproco, é necessário ver a combinação das 

duas linhagens, sempre olhando o potencial da linhagem tolerante, pois nos cruzamentos estão 

envolvidos tanto os efeitos aditivos, por meio das estimativas da capacidade geral de 

combinação, que têm sido úteis na recomendação de genitores superiores, como os efeitos não 

aditivos, que estão associados a capacidade especifica de combinação, que refere-se ao 

desempenho de genitores em combinações híbridas (CRUZ; REGAZZI; CARNEIRO, 2012), 

pois existem vários genes envolvidos para essa característica. 

 Segundo Rosado et al. (2020) o efeito do recíproco é importante para demonstrar qual 

o genótipo é o mais promissor quando usado como progenitor feminino ou masculino. Além 

disso, os mesmos autores inferem que há efeito materno para a qualidade fisiológica de 

sementes. Costa et al. (2021), observaram que as combinações dos parentais afetou a tolerância 

das sementes de milho ao retardamento na secagem e afirmam que linhagens não tolerantes a 

essa caraterística não podem ser utilizadas como parental feminino, pois há efeito materno para 

o atraso na secagem.  



34 

 

   
 

 Dados semelhantes foram mencionados por Silva Neta et al. (2020), quando estudaram 

o controle genético para tolerância a baixa temperatura durante a germinação de sementes de 

milho. Foram cruzadas linhagens contrastantes e observaram que existe efeito de heterose e 

efeito do recíproco para a característica de tolerância ao frio durante o processo germinativo, 

mas não foi observada correlação direta entre maior tolerância ao frio e a utilização da linhagem 

mais tolerante como parental feminino, reforçando a importância de analisar as melhores 

combinações híbridas, não só visando a produtividade final, mas também a alta qualidade 

fisiológica das sementes. Abreu et al. (2018) relataram que há efeito recíproco para a qualidade 

fisiológica de sementes, quando avaliada em condições de estresse hídrico, os quais evidenciam 

a importância da escolha dos genitores femininos para compor os cruzamentos.   

 Na Tabela 3, encontra-se o comprimento da parte aérea das plântulas de milho oriundas 

de sementes submetidas à temperatura de 25 ºC. Os menores comprimentos entre todos os 

genótipos, foram observados nos recíprocos F2 44x91 (6,77 cm) e F2 64x91 (7,75 cm). Os 

maiores comprimentos foram observados na linhagem L64 (14,12 cm), nos híbridos 54x44 

(14,45 cm), 54x64 (14,80 cm) e F2 54x44 (13,52 cm) e no recíproco R64x54 (15,70 cm), os 

quais não diferiram estatisticamente entre si. Quanto ao desenvolvimento da parte área na 

temperatura de 35 ºC, foram constatados os maiores valores em linhagens tolerantes L91 (7,37 

cm) e L54 (7,82 cm), quando comparados ao das linhagens não tolerantes.  

 As melhores combinações dos cruzamentos para essa característica foram verificadas 

quando as linhagens tolerantes foram como parental masculino e a linhagem L44 como parental 

feminino, 16,35 cm, para o R44x91 e 17,25 para o R44x54. Assim, como observado para o 

comprimento da raiz primária, o menor comprimento da parte área das plântulas dos híbridos 

ocorre no R64x54, 10,50 cm.  

 Foi verificado efeito da heterose para a qualidade fisiológica de sementes sob condições 

de estresse por alta temperatura, principalmente para as características de comprimento de parte 

área e raiz primária. Nascimento et al. (2016), observaram o efeito da heterose em condições 

de estresse por alta temperatura para qualidade fisiológica, para a caraterística de germinação. 

 Abreu et al. (2018) constataram o efeito da heterose em sementes de milho submetidas 

ao estresse hídrico, principalmente para características de raiz. Gomes et al. (2000), constataram 

efeito da heterose para a qualidade fisiológica de sementes de milho, para as características de 

comprimento de parte aérea e radícula.  
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 Ao avaliar a qualidade fisiológica de três lotes de sementes de milho submetidas a 

diferentes temperaturas (15, 25, 35 e 40 °C) por 24 horas, Marini et al. (2013), observaram 

maior comprimento de raiz e parte área das plântulas nas temperaturas extremas de 15 e 40 °C. 

Os autores observaram que essas temperaturas estimularam o crescimento inicial das plântulas, 

o rápido consumo de reserva o que constituiu uma estratégia de defesa das sementes, mas essa 

resposta não significa que estas plântulas se estabeleceriam de forma eficiente no campo.  

 Na presente pesquisa o maior número de raízes seminais (TABELA 3), à 25 ºC, foi 

observado para o recíproco R64x91 (7,12), diferindo estatisticamente dos demais genótipos. 

Entre as linhagens o maior número de raízes seminais (6,37), foi observado para a linhagem 

L91, seguido da linhagem L64 (4,82). Em plântulas da linhagem L44, do híbrido F2 H91x64 e 

do recíproco R44x54, foram verificadas as menores médias, 3,00, 2,50 e 2,75, respectivamente, 

em relação aos demais genótipos.  

Para a temperatura de 35 ºC, em plântulas da linhagem L44 obteve-se o menor número 

de raízes seminais (0,45), com relação às de todos os outros genótipos. Na linhagem L91, foi 

verificado o maior número de raízes seminais (5,20), em relação as demais linhagens. Nas 

plântulas que foram originadas do híbrido H91x64, verificou-se o maior número, com 6,90, 

com diferença estatística significativa em relação ao demais genótipos.  

 Vale ressaltar que, em plântulas que foram originadas da linhagem tolerante L91, 

expostas às temperaturas de 25 e 35 ºC observou-se elevado número de raízes seminais. Nos 

cruzamentos em que a mesma está envolvida como parental feminino ou masculino, verificou-

se plântulas com o maior número de raízes seminais, em relação aos demais genótipos, para 

ambas temperaturas.  

 Quando se compara a linhagem L64, não tolerante com a linhagem L91, houve mais 

raízes seminais em plântulas da linhagem L91 à temperatura de 25 ºC e sob condições de 

estresse, à temperatura de 35 ºC. Quando da análise dos resultados nas combinações híbridas 

envolvendo estas duas linhagens, mais raízes foram observadas quando da utilização da 

linhagem L91 como parental feminino. Assim, pode-se inferir o efeito materno para esta 

característica, o que evidencia a importância da escolha do progenitor feminino quando das 

escolhas das combinações dos híbridos.  

 Também foi observado que em plântulas da linhagem L44, na temperatura de 35 ºC 

havia um menor número de raízes seminais, mas em plântulas derivadas dos cruzamentos 

H91x44 e R44x91, foi observado aumento expressivo do número dessas raízes, 4,47 e 4,57, 
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respectivamente. Assim, infere-se que a linhagem L91 contém maior expressão dos alelos 

favoráveis para tolerância à altas temperaturas durante o processo de germinação e emergência 

de plântulas.  

 Quanto ao desenvolvimento do sistema radicular, foi possível observar que em plântulas 

do genótipo tolerante L91 houve mais desenvolvimento da raiz primária, como também do 

número de raízes seminais, o que não foi observado em plântulas do genótipo não tolerante 

L44. Nestas, quando expostas à alta temperatura durante a germinação e desenvolvimento 

inicial de plântulas, o sistema radicular foi prejudicado.  

 Magrauthia et al., (2016), observaram redução significativa do comprimento da parte 

aérea (55,50%), raiz primária (59,50%) e do número de raízes seminais (66,70%) de plântulas 

de arroz submetidas a alta temperatura (42 ºC) durante a germinação, quando comparadas com 

às plântulas desenvolvidas sob 30 °C.  

 Sabe-se que as raízes seminais são responsáveis pela absorção de água e nutrientes nas 

primeiras semanas de desenvolvimento da plântula (ABREU et al., 2016). Assim, os genótipos 

não tolerantes à alta temperatura durante o processo de germinação e desenvolvimento inicial 

de plântulas têm menor desenvolvimento de raízes. 

 As plântulas da linhagem tolerante L54 apresentavam raiz primária e parte área bem 

desenvolvidas, em ambas as temperaturas testadas. No entanto, existiam poucas raízes 

seminais, inclusive em plântulas dos cruzamentos nas quais esta faz parte como parental 

feminino ou masculino.  

 Vale salientar que à 25 ºC, em plântulas da linhagem L64, e nas do cruzamento R64x54, 

foi observado maior comprimento de raízes, e nas dos cruzamentos R64x91, maior número de 

raízes seminais em relação aos demais genótipos. Mas quando as sementes foram germinadas 

e plântulas desenvolvidas à temperatura de 35 ºC houve redução do comprimento de raiz 

primária e diminuição do número de raízes seminais.  

 De modo geral, na população F2 de híbridos e recíprocos, para todas as variáveis 

analisadas, observou-se variações dos resultados, em ambas as temperaturas de 25 e 35 ºC, o 

que pode ser explicado pela segregação.  

De maneira geral, na linhagem L91 e nas combinações em que a mesma fez parte, foi 

verificado melhor desempenho sob condições de alta temperatura durante o processo 

germinativo e emergência de plântulas, em todas as variáveis analisadas. Assim, infere-se que 



37 

 

   
 

essa linhagem pode ser explorada em programas de melhoramento visando a tolerância à alta 

temperatura durante o processo de germinação e desenvolvimento inicial de plântulas.   

Com bases nestes resultados, foram selecionadas as duas linhagens discrepantes quanto 

a tolerância à alta temperatura durante o processo germinativo, a linhagem L91 como tolerante 

e a linhagem L44 como não tolerante, assim como de seu híbrido, recíproco e população F2 

para realização da curva de absorção de água.  

 Em relação às curvas de embebição, para os genótipos avaliados foram observados o 

padrão trifásico de absorção descrito por Bewley e Black (1994). Além disso, foi possível 

verificar que as sementes expostas à temperatura de 35 ºC atingiram a fase III de forma mais 

rápida, em virtude de que, quanto maior a temperatura, maior a velocidade das reações 

envolvidas no processo de germinação (CARVALHO; NAKAGAWA, 2012; FLORES et al., 

2014).   

 O aumento da temperatura ocasiona embebição mais rápida, por haver redução da 

viscosidade e aumento da energia cinética da água, que favorecem o processo de embebição. 

Além disso, temperaturas mais altas favorecem a velocidade das atividades metabólicas que 

ocorrem em sementes (MARCOS FILHO, 2015).  

 Na Figura 1, observa-se a curva de absorção de água das sementes da linhagem L91, 

nas temperaturas de 25 e 35 ºC. A fase I foi caracterizada por um aumento significativo do peso 

fresco das sementes, principalmente nas primeiras 6 horas de embebição, em ambas as 

temperaturas. Na fase II, à 25 °C a absorção de água aconteceu de forma mais lenta, 27 horas, 

aproximadamente e à 35 °C, 18 horas, aproximadamente. A protrusão da radícula ocorreu com 

36 horas de embebição na temperatura de 25 ºC e com 27 horas de embebição, à 35 °C, quando 

foram observadas 50% das sementes +1 protrusão radicular, o que indica o início da fase III. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



38 

 

   
 

Figura 1 -  Curva de absorção de água em sementes de milho da linhagem L91 submetidas às 

temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular. 

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 O padrão trifásico de absorção é caracterizado por uma fase inicial, a fase I, com rápida 

absorção de água, podendo ocorrer em sementes viáveis ou não viáveis, pois essa fase é definida 

pelo processo físico que independe da atividade metabólica das sementes (BEWLEY; BLACK, 

1994). Na fase II, há redução da velocidade de hidratação e da intensidade de respiração, quando 

ocorre a degradação das substâncias de reservas para o preparo do alongamento celular. Por 

fim, na fase III, há visível retomada do crescimento do eixo embrionário e evidente protrusão 

da radícula (MARCOS FILHO, 2015).   

 De modo geral, constatou-se prolongamento da fase II sob temperatura de 25 ºC, com 

uma diferença de 9 horas em relação ao observado sob temperatura de 35 ºC, até que ocorresse 

a protrusão radicular. Além disso, observou-se maior velocidade de embebição à 35 ºC, quando 

comparada com a observada à 25 ºC. O que pode estar associado a tolerância da linhagem L91 

à altas temperaturas, no processo de germinação de sementes.  

 Na curva de absorção de água de sementes da linhagem L44 (FIGURA 2), foi possível 

observar rápida embebição durante as 6 primeiras horas, definido como a fase I, sob 

temperaturas de 25 e 35 ºC. Em seguida, houve um prolongamento da fase II, de 6 a 33 horas, 

aproximadamente sob a temperatura de 25 ºC e de 6 a 21 horas, aproximadamente para a 

temperatura de 35 ºC. A fase III, caraterizada pela protrusão da radícula aconteceu com cerca 
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de 42 horas de hidratação para a temperatura de 25 ºC e 30 horas sob temperatura de 35 ºC, 

quando foram observadas 50% sementes +1 com protrusão radicular.  

 

Figura 2 -  Curva de absorção de água em sementes de milho da linhagem L44 submetidas às 

temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular. 

 
Fonte: Da autora (2022). 

  

É importante destacar pelas curvas de embebição das sementes das linhagens L44 e L91, 

que tanto à 25 °C como à 35 °C, a velocidade de embebição é maior em sementes da linhagem 

L91 e à 35 °C esta velocidade ainda é maior em sementes da linhagem L91. Infere-se que este 

comportamento pode estar associado à maior tolerância da linhagem L91 às altas temperaturas 

durante o processo de germinação de sementes e desenvolvimento inicial de plântulas.  

 Sabe-se que, em sementes com baixa qualidade fisiológica, o reparo e/ou proteção do 

sistema de membranas é mais deficiente e lento, antes do início do crescimento do eixo 

embrionário (EHRHARDT-BROCARDO; COELHO, 2016), o que poderia estar associado às 

diferenças dos padrões de absorção de água em sementes, observados na presente pesquisa.  

 Os resultados observados na curva de absorção de água estão diretamente relacionados 

com os resultados obtidos na qualidade fisiológica das sementes de milho, demostrando que as 

sementes da linhagem L44 quando expostas a temperatura 35 ºC, possui uma baixa qualidade 

fisiológica e uma protrusão radicular mais lenta durante a curva de absorção de água.   

 Prazeres e Coelho (2017), avaliaram a curva de hidratação e a qualidade fisiológica das 

sementes de milho sob condição de estresse hídrico, observaram que os genótipos quando 
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tinham baixa qualidade fisiológica, exibiram protrusão mais lenta durante a curva de hidratação 

das sementes. Ainda segundo os mesmos autores, os testes de germinação e vigor estão 

associados ao padrão de hidratação das sementes. 

 O padrão de absorção de água das sementes do híbrido H91x44 encontra-se na Figura 

3.  Houve um aumento significativo no peso fresco das sementes nas primeiras 6 horas sob as 

temperaturas de 25 ºC e 35 ºC, sendo caracterizado pela da fase I. Na fase II, a absorção de água 

ocorre de forma mais lenta, na temperatura de 25 ºC durou de 6 a 24 horas, aproximadamente 

e na temperatura de 35 ºC de 6 a 15 horas, aproximadamente. A protrusão radicular, que é 

caraterizada pelo fim da fase II e o início da fase III, aconteceu com cerca de 33 horas de 

hidratação das sementes para a temperatura de 25 ºC e 24 horas sob temperatura de 35 ºC, 

quando atingiram 50% sementes +1 de protrusão radicular.  

 

Figura 3 - Curva de absorção de água em sementes de milho do híbrido H91x44 submetidas às 

temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular.  

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 É possível observar que em sementes do híbrido H91x44 houve comportamento 

próximo do parental feminino, destacando-se a maior velocidade de absorção de água, na 

temperatura de 35 ºC, em relação à observada a 25 ºC. Parece haver o efeito materno para esta 

característica, o que implica na importância da escolha do parental feminino quando das 

escolhas das combinações híbridas. Na temperatura de 35 °C, a protrusão radicular ocorreu com 

cerca de 24 horas.  
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 Para a curva de absorção de água das sementes do recíproco R44x91 (FIGURA 4), assim 

como para os genótipos anteriores, a fase I ocorreu nas 6 primeiras horas de hidratação das 

sementes, em ambas as temperaturas. Na sequência houve redução da absorção de água de 6 a 

24 horas, aproximadamente para a temperatura de 25 ºC e de 6 a 15 horas, aproximadamente 

sob a temperatura de 35 ºC, assim, caracterizando a fase II, como mais longa. O início da fase 

III aconteceu quando as sementes foram embebidas por 33 e 24 horas, nas temperaturas de 25 

e 35 ºC, respectivamente.  

 

Figura 4 -   Curva de absorção de água em sementes de milho do recíproco R44x91 submetidas 

às temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular.   

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 O comportamento das curvas de absorção de água em sementes do recíproco R44x91 

foi semelhante ao observado na linhagem L44, em que as velocidades de embebição nas 

temperaturas de 25 e 35 ºC são semelhantes. Neste caso, o parental feminino é a linhagem 

intolerante e o masculino tolerante, o que reforça o efeito materno para a característica de 

tolerância à alta temperatura, discutido anteriormente.  

 O comportamento da absorção de água e a duração das fases podem diferir entre 

espécies, cultivares, lotes, devido a diferenças genéticas, à qualidade fisiológica das sementes 

(RODRIGUES et al., 2008) e a tolerância a estresses.  

 Quanto ao padrão de absorção de água das sementes de milho da população F2 91x44 

(FIGURA 5), verificou-se protrusão radicular cerca de 42 e 30 horas de hidratação, nas 
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temperaturas de 25 e 35 ºC, respectivamente. A fase I ocorreu no intervalo das primeiras 6 horas 

de embebição em ambas as temperaturas. A fase II foi atingida ente 6 e 33 horas de embebição 

para a temperatura de 25 ºC e entre 6 e 21 horas de hidratação para 35 ºC. 

 

Figura 5 - Curva de absorção de água em sementes de milho da população F2 91x44 submetidas 

às temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular. 

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 Na curva de absorção de água em sementes da população F2 91x44, nota-se maior 

velocidade de embebição à 35 ºC em relação a de 25ºC.  O período de hidratação das sementes 

foi mais longo, para que ocorresse a protrusão radicular, quando comparado aos observados em 

sementes das linhagens, híbrido e recíproco.  

 As sementes de milho do recíproco da população F2 44x91 (FIGURA 6), atingiram a 

fase I, também nas primeiras 6 horas de hidratação das sementes, nas temperaturas de 25 e 35 

ºC. Na sequência houve redução da velocidade de embebição, 6 a 21 horas, aproximadamente 

à 35 ºC de 6 a 30 horas, aproximadamente à 25 °C, o que caracteriza a fase II. Já a fase III 

ocorreu cerca 30 e 39 horas de embebição, respectivamente, quando foram observadas 

protrusões radiculares de 50% +1 das sementes de milho.  
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Figura 6 - Curva de absorção de água em sementes de milho da população F2 44x91 submetidas 

às temperaturas de 25 °C e 35 °C, até a protrusão radicular. 

 

Fonte: Da autora (2022). 

  

O padrão de embebição das sementes da população F2 não seguiu o comportamento 

observado do parental feminino do híbrido e recíproco à 25 e 35 ºC. Assim, como observado 

em sementes do híbrido da população F2, também ocorreu no seu recíproco, o que pode ser 

explicado pela segregação existente na população F2.  

 De maneira geral, em sementes dos genótipos classificados como tolerantes foram 

observados maiores valores de germinação e vigor sob temperatura de 35 °C. Também, como 

observado em outras pesquisas, há efeito materno e heterose para a caraterística de tolerância à 

alta temperatura durante a germinação e desenvolvimento inicial de plântulas. Em plântulas 

destes genótipos foi observado mais número de raízes seminais, principalmente quando 

germinadas à 35 °C. 

 Por meio da revisão realizada, pode-se inferir que a tolerância à altas temperaturas 

durante o processo de germinação e desenvolvimento inicial de plântulas também está associada 

à tolerância ao déficit hídrico nestas fases (SILVA NETA et al., 2020).  

 A velocidade de embebição das sementes também foi maior em genótipos classificados 

como tolerantes e sob temperatura de 35 °C e parece estar associado ao efeito materno. 
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4 CONCLUSÕES  

 

 Há efeito do genótipo sobre a característica de tolerância à alta temperatura durante o 

processo de germinação de sementes e desenvolvimento inicial de plântulas de milho.  

 Há maior velocidade de embebição em sementes de genótipos classificados como 

tolerantes à alta temperatura durante a germinação das sementes.  
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CAPÍTULO 3  ANÁLISE PROTEÔMICA EM SEMENTES DE MILHO SUBMETIDAS 

À ALTA TEMPERATURA DURANTE A GERMINAÇÃO 

 

RESUMO 

 

Altas temperaturas influenciam vários processos celulares e induzem mudanças em 

níveis bioquímicos, moleculares e fisiológicos. A tolerância à altas temperaturas durante a 

germinação de sementes e emergência de plântulas de milho é fundamental para o 

estabelecimento das plantas no campo. Diante disso, objetivou-se avaliar a expressão das 

proteínas que possam estar relacionadas a tolerância à alta temperatura durante o processo de 

germinação e desenvolvimento inicial de plântulas de milho. Foram utilizadas duas linhagens 

de milho, classificadas como tolerantes (L91), e não tolerante (L44) à alta temperatura durante 

a germinação e emergência de plântulas, além de seus respectivos híbridos e recíprocos 

resultantes dos cruzamentos dessas duas linhagens, e a população F2. As análises proteômicas 

foram realizadas em sementes embebidas até a fase III da curva de embebição de água, sob 

temperaturas de 25 (controle) e 35 ºC (alta temperatura). As expressões das enzimas piruvato 

descarboxilase (PDC), álcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenase (MDH), esterase 

(EST), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT), alfa-amilase (α- amilase), superóxido 

dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) e proteínas resistentes ao calor, foram 

avaliadas por meio da técnica de eletroforese em gel. Também quantificados o peróxido de 

hidrogênio, peroxidação lipídica e a atividade das enzimas superóxido dismutase, catalase, 

ascorbato peroxidase, e da proteína total, por meio da técnica espectrofotometria de 

microplacas. Maior expressão das enzimas ADH, GOT, EST, α- amilase e SOD, avaliadas pela 

técnica de eletroforese e de proteína total e MDA, avaliadas por meio de espectrofotometria de 

microplacas foram observadas em sementes da linhagem L91 e naquelas de genótipos em que 

esta linhagem foi utilizada como parental feminino, quando submetidas a germinação à 35 °C. 

Para estes mesmos genótipos e sob as mesmas condições de germinação, à 35 °C, menor 

expressão foi verificada para as enzimas PDC, MDH, CAT e POX, avaliadas pela técnica de 

eletroforese e de CAT, APX, H2O2 e SOD, avaliadas por meio de espectrofotometria de 

microplacas. Assim, há variações das expressões de enzimas associadas à respiração e ao 

sistema antioxidante em sementes secas e embebidas à 25 e 35 °C, de genótipos classificados 

quanto a tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e 

emergência de plântulas. As enzimas da respiração piruvato descarboxilase e álcool 

desidrogenase e as do sistema antioxidantes superóxido dismutase, catalase, peroxidase e 

ascorbato peroxidase foram identificadas como bons marcadores para avaliar os genótipos de 

milho tolerantes à alta temperatura durante a germinação de sementes e desenvolvimento inicial 

de plântulas. Há maior expressão das enzimas α-amilase e esterase em genótipos tolerantes à 

alta temperatura.  

 

 

 

Palavras-chave: Zea mays. Estresse térmico. EROs. Sistema antioxidante.  
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ABSTRACT 

 

 High temperatures influence many cellular processes and induce changes at 

biochemical, molecular and physiological levels. Tolerance to high temperatures during seed 

germination and emergence of corn seedlings is essential for the establishment of plants in the 

field. Therefore, the objective was to evaluate the expression of proteins that may be related to 

high temperature tolerance during the germination process and initial development of corn 

seedlings. Two maize inbreds were used, classified as tolerant (L91) and non-tolerant (L44) to 

high temperature during germination and seedling emergence, in addition to their respective 

hybrids and reciprocals resulting from the crossings of these two lines, and the F2 population. 

Proteomic analyzes were performed on seeds soaked up to phase III of the embibition curve, 

under temperatures of 25 (control) and 35 ºC (high temperature). Expressions of the enzymes 

pyruvate decarboxylase (PDC), alcohol dehydrogenase (ADH), malate dehydrogenase (MDH), 

esterase (EST), glutamate oxaloacetate transaminase (GOT), alpha-amylase (α-amylase), 

superoxide dismutase (SOD), catalase (CAT), peroxidase (POX) and heat-resistant proteins 

were evaluated by the gel electrophoresis technique. Hydrogen peroxide, lipid peroxidation and 

the activity of the enzymes superoxide dismutase, catalase, ascorbate peroxidase, and total 

protein were also quantified using the microplate spectrophotometry technique. Higher 

expression of ADH, GOT, EST, α-amylase and SOD enzymes, evaluated by electrophoresis 

technique, and total protein and MDA, evaluated by microplate spectrophotometry, were 

observed in seeds of the L91 line and in those of genotypes in which this line was used as a 

female parental, when submitted to germination at 35°C. For these same genotypes and under 

the same germination conditions, at 35 °C, lower expression was verified for the enzymes PDC, 

MDH, CAT and POX, evaluated by the electrophoresis technique and CAT, APX, H2O2 and 

SOD, evaluated by microplate spectrophotometry. Thus, there are variations in the expression 

of enzymes associated with respiration and the antioxidant system in dry and soaked seeds at 

25 and 35 °C, of genotypes classified as high temperature tolerant during the process of seed 

germination and seedling emergence. The enzymes related to respiration such as pyruvate 

decarboxylase and alcohol dehydrogenase and the antioxidant system superoxide dismutase, 

catalase, peroxidase and ascorbate peroxidase were identified as good markers to evaluate high 

temperature tolerant corn genotypes during seed germination and early seedling development. 

There is greater expression of α-amylase and esterase enzymes in high temperature tolerant 

genotypes. 

 

 

 

Keywords: Zea mays. Heat stress. ROS. Antioxidant system. 
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1 INTRODUÇÃO  

 

 A temperatura influencia em vários processos bioquímicos, moleculares e fisiológicos 

nos diferentes estádios de desenvolvimento das plantas (TIWARI; YADAV, 2019; 

SHRESTHA; GURUNG; DHITAL, 2018). Na cultura do milho, Li et al. (2015) consideram o 

processo de germinação de sementes e a emergência de plântulas como os mais sensíveis ao 

estresse de alta temperatura, em função da influência destes sobre a população de plantas e 

rendimento da cultura (SABAGH et al., 2020).  

 Assim, elucidar os eventos que acontecem durante o processo de germinação de 

sementes expostas às altas temperaturas, por meio de análises bioquímicas e moleculares é 

importante em programas de melhoramento visando a seleção de genótipos com tolerância à 

altas temperaturas nos processos de germinação e emergência de plântulas.  

 A alta temperatura aumenta a produção e o acúmulo das espécies reativas de oxigênio 

(EROs), que podem afetar os ácidos nucléicos, proteínas e lipídios (TIWARI; YADAV, 2019; 

SANTOS et al., 2017), além de alterar a expressão de enzimas antioxidantes, aumentar a 

peroxidação lipídica que avança para a degradação de membranas e pode levar à morte celular 

(MARINI et al., 2013; GILL; TUTEJA, 2010). 

 No entanto, as células vegetais possuem um mecanismo de defesa eficiente para a 

remoção das EROs que é amplamente conhecido, o sistema antioxidante (SANTOS et al., 

2017). Enzimas que fazem parte do complexo antioxidante são: superóxido (SOD), peroxidase 

(POX), ascorbato peroxidase (APX) e catalase (CAT) (CHOUDHURY et al., 2017; MITTLER, 

2017), dentre outras. Essas enzimas são os principais agentes responsáveis na eliminação das 

espécies reativas de oxigênio em células e são utilizadas como marcadores em condições de 

estresse abióticos (MARQUES et al., 2019). 

 O equilíbrio entre a produção de EROs e a capacidade de ativação do sistema de defesa 

antioxidante reflete resposta da planta ao estresse e, consequentemente, a tolerância às 

condições adversas a que as plantas estão submetidas (MITTLER, 2002; MATOS; BORGES; 

SILVA, 2015; MITTLER, 2017). Plantas estão sujeitas aos estresses durante todo o ciclo. Altas 

temperaturas durante os processos de germinação e emergência de plantas podem induzir a 

expressão de enzimas que ativam em diferentes rotas.  

 Além das enzimas antioxidantes, o estresse térmico pode causar alterações em enzimas 

envolvidas na respiração, como a piruvato descarboxilase (PVD) e álcool desidrogenase (ADH) 
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que atuam na rota anaeróbica, e a malato desidrogenase (MDH) que atua na rota aeróbica. Essas 

enzimas também vêm sendo utilizadas como marcadores moleculares para elucidar eventos que 

ocorrem durante o processo de germinação, como também para condições de estresse ao longo 

do armazenamento (CARVALHO et al., 2014). Outras enzimas como a esterase (EST) pode 

estar associada à integridade do sistema de membrana (PIRES et al., 2017), uma vez que atua 

em ésteres de membrana.  

 Com o aumento da temperatura no desenvolvimento de plantas, tem sido observado o 

aumento da expressão de proteínas resistentes ao calor (SCHULZE et al., 2005; MANI, 2016).  

Também tem sido observado o acúmulo de proteínas LEA (Late Embryogenesis Accumulated), 

às quais tem sido associada tolerância às condições de estresse (ANDRADE, 2015), 

particularmente sob estresse de temperatura (ZARF et al., 2016). Proteínas LEA parecem estar 

envolvidas na manutenção da função de proteínas e na integridade de membranas celulares 

(FRAGKOSTEFANAKIS et al., 2016 ; OHAMA et al., 2016 ).  

 Maior conhecimento dos mecanismos envolvidos nos processos de germinação de 

sementes e emergência de plântulas em nível molecular ajudará na definição de estratégias 

apropriadas em processo de seleção para o desenvolvimento de genótipos de milho com 

tolerância à alta temperatura.   

 Dessa forma, objetivou-se avaliar a expressão das proteínas relacionadas a tolerância à 

alta temperatura em sementes de milho, durante o processo de germinação e emergência de 

plântulas.  

  

https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00938/full#ref41
https://www.frontiersin.org/articles/10.3389/fpls.2019.00938/full#ref85
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2 MATERIAL E MÉTODOS  

 

2.1 Local de realização dos experimentos  

 

 A pesquisa foi conduzida no Laboratório Central de Sementes, Escola de Ciências 

Agrárias de Lavras (ESAL) da Universidade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras – MG, cujas 

coordenadas geográficas são: latitude 21º14'S, longitude 40°17'W e altitude de 918,80m. Para 

a realização do trabalho, foram utilizadas sementes das linhagens classificadas como tolerante 

(L91) e não tolerante (L44) do programa de melhoramento de milho da Universidade Federal 

de Lavras (UFLA), assim como sementes híbridas derivadas de cruzamentos entre estas 

linhagens e de seus recíprocos, além da população F2 produzidas a partir das sementes híbridas. 

 

2.2 Análises proteômicas pela técnica de eletroforese 

 

2.2.1  Expressão das enzimas  

 

 Foram utilizadas sementes de milho secas e as submetidas ao processo de embebição 

até a fase III, quando foi observada a protrusão radicular, nas temperaturas de 25 e 35 °C.  

 As análises das enzimas piruvato descarboxilase (PDC, EC 4.1.1.1), álcool 

desidrogenase (ADH, EC 1.1.1.1), malato desidrogenase (MDH, EC 1.1.1.37), esterase (EST, 

EC 3.1.1.1), glutamato oxaloacetato transaminase (GOT, EC 2.6.1.1), superóxido dismutase 

(SOD, EC 1.15.1.1), catalase (CAT, EC 1.11.1.6) e peroxidase (POX, EC 1.11.1.7), foram 

realizadas por meio da técnica de eletroforese (ALFENAS, 2006). As sementes foram 

maceradas na presença de polivinilpirrolidona (PVP) e nitrogênio líquido e posteriormente as 

amostras foram armazenadas em temperatura de -86 ºC.  

 Para a extração de todas as enzimas utilizou-se o tampão Tris HCL 0,2M pH 8,0 + 0,1% 

de β-mercaptoetanol, exceto para a enzima POX, cuja o tampão foi o fosfato de potássio, todos 

na proporção de 300μL por 100mg de sementes. O material foi homogeneizado em vortex e 

mantido por 12 horas na geladeira, seguido de centrifugação a 14.000 rpm por 30 minutos, a 4 

ºC. 

 As corridas eletrofóreticas foram realizadas em um sistema descontinuo, géis de 

poliacrilamida, modalidade NATIVA-PAGE, a 7,5% (gel separador) e 4,5% (gel concentrador). 
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O tampão de corrida utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Foram aplicados 50 μL do sobrenadante 

das amostras no gel e a corrida eletroforética foi realizada a 150 V por seis horas sob 

refrigeração. Ao final das corridas, os géis foram revelados conforme metodologias descritas 

por Alfenas (2006), com modificações. Os géis foram fotografados sobre transluminador.   

 Para cada enzima foram utilizadas três repetições biológicas. Para a quantificação das 

enzimas utilizou-se o software ImageJ® (SCHNEIDER et al., 2012) e os resultados expressos 

em mm². As avaliações foram feitas em função da intensidade e pela presença ou ausência das 

isoformas obtidas.  

 

2.2.2 Proteínas resistentes ao calor  

 

 Para a extração das proteínas resistentes ao calor, foram utilizadas sementes secas e as 

submetidas a cinco horas de embebição nas temperaturas de 25 e 35 ºC. As sementes foram 

maceradas na presença de nitrogênio e PVP (polivinilpirrolidona) e armazenadas a -86 ºC, até 

a realização da análise.  

 No processo de extração foram utilizados 100 mg de cada amostra, macerada. 

Acrescentou-se solução tampão (50mM tris-HCL-7,5; 500mM NaCL; 5mM MgCl2; 1mM 

PMSF) na proporção de 1:10 (peso do material: volume tampão de extração), seguido de 

homogeneização das amostras em vórtex. Em seguida, foram centrifugados a 14000 rpm por 

30 minutos, a 4 °C, e posteriormente os sobrenadantes foram transferidos para novos 

microtubos e incubados em banho-maria a 85 °C por 15 minutos.  

 As amostras foram centrifugadas novamente e o sobrenadante foi vertido em microtubos 

e o pellet descartado. Em outro microtúbo, foram adicionados 70 μL do extrato + 40 μL de 

solução tampão da amostra (2,5mL de glicerol; 0,46g de SDS; 20mg de azul Bromofenol e 

completado o volume para 20 ml de tampão de extração Tris pH 7,5), seguido de imersão em 

água fervente em banho-maria por 5 minutos (BLACKMAN et al., 1991). Posteriormente, 50 

μL de cada amostra foram aplicadas no gel de poliacrilamida SDS-PAGE a 12,5% (gel 

separador) e 6% (gel concentrador). Na primeira canaleta, foram aplicados 10 μL da amostra 

padrão da proteína. A corrida eletroforética foi realizada a 130 v por seis horas e a coloração 

do gel foi realizada em solução Coomassie Blue a 0,05%, durante 8 horas e descorados em 

solução de ácido acético 10% por 4 horas, de acordo com Alfenas (2006).  O gel foi fotografado 

sobre o transluminador.  
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2.2.3 Enzima alfa amilase  

 

 Para a extração da enzima alfa amilase (α-amilase, EC 3.2.1.1), as sementes foram 

germinadas em rolo de papel, nas temperaturas de 25 e 35 ºC, por um período de 72 horas. 

Posteriormente, os eixos embrionários e escutelos das sementes foram descartados e os 

endospermas foram macerados, em moinho refrigerado, na presença de nitrogênio líquido e 

PVP (polivinilpirrolidona) e armazenadas a -86 ºC, até a realização das análises. A enzima alfa 

amilase também foi extraída de sementes secas de milho.  

 Para a extração foram utilizados 100 mg de cada amostra macerada, logo após, 

aplicaram-se 300 µL do tampão de extração (Tris-HCl 0,2M, pH 8,0 + 0,1% de β-

mercaptoetanol). Os materiais foram homogeneizados em agitador vórtex e mantidos em 

geladeira por período de 12 horas, seguido de centrifugação a 14000 rpm por 30 minutos, a 4 

ºC (ALFENAS, 2006). 

 Em cada canaleta foram aplicados 50 µL do extrato, em gel de poliacrilamida a 7,5% 

(gel separador – contendo amido solúvel 1%) e 4,5% (gel concentrador). Ao término da corrida, 

o gel foi revelado de acordo Alfenas (2006). Após a revelação, o gel foi fotografado sobre um 

transluminador. A imagem do gel, foi avaliada utilizando-se do software ImageJ® 

(SCHNEIDER et al., 2012), os resultados foram expressos em mm2. 

 

2.3 Análises pela técnica do espectrofotômetro de microplacas 

 

2.3.1  Quantificação do peróxido de hidrogênio  

 

 A quantificação de H2O2 foi realizada em 200 mg de sementes, que foram maceradas 

em nitrogênio líquido e PVP (polivinilpirrolidona). Em seguida, as amostras foram 

homogeneizadas com ácido tricloroacético (TCA) 0,1% e centrifugados a 14000 rpm por 15 

minutos, a 4 ºC. Foram retirados 90 µL dos sobrenadantes de cada amostra e adicionados ao 

tampão fosfato de potássio e iodeto de potássio. As leituras foram realizadas em 

espectrofotômetro a 390 nm e o conteúdo de H2O2, foi posteriormente calculado a partir da 

curva padrão (VELIKOVA et al., 2000). Em cada tratamento foram utilizadas duas amostras 

das sementes, que constituíram duas repetições biológicas e as análises foram realizadas em 

duplicatas.  
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2.3.2 Quantificação da peroxidação lipídica  

 

 A peroxidação lipídica foi medida pela quantidade de Malonaldeído (MDA) nas 

amostras, determinada pelo método ácido tiobarbitúrico (TBARS), descrito por Buege e Aust 

(1978). Amostras de 200 mg de sementes foram maceradas, em moinho refrigerado, na presença 

de nitrogênio líquido com PVP (polivinilpirrolidona) e homogeneizadas em 1500 µL de ácido 

tricloroacético (TCA) 0,1%. Posteriormente, as amostras foram centrifugadas a 14.000 rpm, 

por 15 minutos, a 4 ºC. Foram retiradas alíquotas de 125 μL do sobrenadante e adicionadas 250 

μL de solução, contendo 0,5% de ácido tiobarbitúrico (TBA) e 10% de ácido tricloroacético 

(TCA). De cada tratamento foram utilizadas duas amostras e as análises realizadas em 

duplicada, as quais foram incubadas em banho-maria a 95 ºC por 30 minutos, e resfriadas em 

gelo durante 10 minutos. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro a 535 e 600 nm.  

 

2.3.3 Atividade das enzimas do sistema antioxidante avaliada pela técnica de 

espectrofotometria 

 

 Para a extração das enzimas superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e ascorbato 

peroxidase (APX), foram utilizadas 0,2 g de sementes, maceradas em moinho refrigerado, na 

presença de nitrogênio líquido e polivinilpirrolidona (PVP), às quais foram homogeneizadas 

com 1,5 de solução, contendo: 375 μl de tampão fosfato de potássio 400 mM (pH 7,8), 15 μL 

de EDTA 10 mM (pH 7,0), 75 μl ácido ascórbico 200 mM e 1035 μl de água destilada 

(BIEMELT; KEETMAN; ALBRECHT, 1998), em cada microtúbo. Em seguida, as amostras 

foram centrifugadas a 14000 rpm por 10 minutos, a 4 °C. Os sobrenadantes foram coletados e 

transferidos para um novo microtúbo. Em todos os tratamentos foram utilizadas duas amostras, 

que constituíram duas repetições biológicas sendo que todas as análises foram realizadas em 

triplicata.   

 A atividade da superóxido dismutase foi avaliada pela capacidade de a enzima inibir a 

fotorredução do azul de nitrotetrazólio cloreto (NBT), conforme descrito por Giannopolitis e 

Ries (1977), com modificações. Adicionou-se uma alíquota de 10 μL do extrato enzimático a 

190 μL da solução de incubação contendo: 100 μL de fosfato de potássio 100 mM (pH 7,8), 40 

μL de metionina 70mM, 3μL de EDTA 10μM, 30 μL de água destilada, 15 μL de NBT 1 mM 

e 2 μL de riboflavina 0,2 mM. A placa de acrílico visível, contendo o meio de incubação e a 
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amostra, foram iluminadas com lâmpada fluorescente de 20 W por 7 minutos antes da leitura. 

A leitura foi realizada a 560 nm no espectrofotômetro de microplacas.   

 A atividade da enzima catalase foi realizada de acordo com Havir e McHale (1987). Foi 

utilizada uma alíquota de 10 μL do extrato enzimático e adicionados 190 μL do meio de 

incubação contendo 100 μL de fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 80 μL de água destilada, 

seguida de incubação a 28 °C e por último foram adicionados 10 μL peróxido de hidrogênio 

250 mM, na placa ultravioleta. A atividade dessa enzima foi determinada pelo decréscimo na 

absorbância a 240 nm, a cada 15 segundos, durante 3 minutos monitorado, medida pelo 

consumo de peróxido de hidrogênio por meio do espectrofotômetro de microplacas. O 

coeficiente de extinção molar utilizado foi 36 Mm-1.cm-1corrigido para 18 mM-1.cm-1, devido 

ao comprimento de 0,5 cm dos poços da placa UV (REIS, 2013). 

 Para a atividade da enzima ascorbato peroxidase foi utilizada uma alíquota de 10 μL do 

extrato enzimático, na qual foram adicionados 190 μL do meio de incubação contendo: 100 μL 

fosfato de potássio 200 mM (pH 7,0), 10 μL de ácido ascórbico 10 mM, 70 μL de água destilada, 

seguido de incubação à 28 ºC em banho-maria, antes da aplicação nas amostras e por último a 

aplicação de 10 μL de peróxido de hidrogênio 2 mM (NAKANO; ASADA, 1981). A 

microplaca utilizada foi a ultravioleta. A leitura foi realizada a 290 nm de 15 em 15 segundos 

durante 3 minutos. O coeficente de extinção molar utilizado foi 2,8 Mm-1.cm-1 corrigido para 

1,4 mM-1.cm-1, devido ao comprimento 0,5 cm dos poços da placa UV.  

 

2.3.4 Quantificação da proteína total  

 

 Para determinar a concentração da proteína total, foi utilizado o método Bradford (1976) 

por meio de espectrofotometria. A extração para a quantificação das proteínas totais foi 

realizada com o mesmo tampão de extração das enzimas antioxidantes, conforme descrito por 

Biemelt; Keetman e Albrecht (1998). A placa utilizada para a realização da leitura foi a 

microplaca visível, na qual foram utilizadas alíquotas de 6 μL e 294 μL de Bradford, para cada 

amostra. A leitura foi realizada em uma leitura única a 595 nm no espectrofotômetro BioTek 

Eon™. Neste processo, ocorre uma reação do Bradford com as amostras em diferentes tons de 

azul escuro.  
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2.4 Delineamento experimental e análise estatística 

 

 O esquema fatorial utilizado foi de 6 x 2 (genótipos x temperaturas), com os tratamentos 

distribuídos em três repetições. Os dados obtidos foram submetidos à análise de variância e as 

médias comparadas entre si, pelo teste de Scott-Knott a 5% de probabilidade, utilizando-se o 

programa estatístico R (R DEVELOPMENT CORE TEAM, 2020). 

 Já para a quantificação das proteínas por meio de espectrofotometria de microplacas foi 

utilizado o esquema fatorial 6 x 2 (genótipos x temperaturas), com os tratamentos distribuídos 

em duas repetições biológicas. Os dados obtidos foram analisados em planilha Excel 

(Microsoft), por meio do erro padrão da média.  
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

 Quanto ao padrão eletroforético da enzima piruvato descarboxilase (PDC) (FIGURA 1), 

na qual foi observada menor expressão em sementes secas da linhagem L91 e nas híbridas e da 

população F2, nas quais a linhagem L91 foi utilizada como parental feminino.  
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Figura 1 - Expressão da enzima piruvato descarboxilase (PDC) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 

(A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). A isoforma indicada pelas 

setas.  

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 
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  A menor expressão da enzima piruvato descarboxilase também foi observada em 

sementes destes genótipos, as quais foram germinadas à 25 e 35 ºC, com exceção das expressões 

observadas em sementes das populações F2 91x44 e F2 44x91 germinadas à 25 ºC, que foram 

estatisticamente iguais (FIGURA 1). Por meio desta mesma figura pode ser observada maior 

expressão desta enzima em sementes da linhagem L44 e naquelas híbridas e da população F2 

cuja linhagem, (L44), foi utilizada como parental feminino, com exceção das expressões 

observadas em sementes das populações F2 91x44 e 44x91 germinadas à 25 ºC, que não 

diferiram entre si.  

 Menores expressões da enzima piruvato descarboxilase foram observadas em sementes 

secas. As expressões foram aumentadas quando as sementes foram germinadas à 25 e 35 ºC, 

foi observada maior expressão quando foram germinadas à 35 ºC, independentemente do 

genótipo avaliado. Foi observada expressão semelhante em sementes secas e germinadas à 25 

ºC, apenas em sementes híbridas, combinação 44x91, na qual a linhagem foi utilizada como 

parental feminino.  

 A piruvato descarboxilase atua no metabolismo anaeróbio da respiração (ALMEIDA et 

al., 2019). É uma enzima fermentativa, que é responsável pela conversão irreversível do 

piruvato em acetaldeído e dióxido de carbono, catalisada no citoplasma (LONG et al., 2015). 

 Como já abordado, a maior expressão desta enzima foi observada em sementes da 

linhagem L44 germinadas à temperatura de 35 ºC, esse genótipo classificado como não 

tolerante à altas temperaturas. Infere-se assim, que sob altas temperaturas a rota anaeróbica é 

aumentada com o subsequente aumento da expressão desta enzima e acúmulo de acetaldeído o 

qual é tóxico às células. Infere-se ainda que a toxicidade do acetaldeído pode ter aumentado o 

processo deteriorativo das sementes dos genótipos nos quais estava envolvida a linhagem L44.  

 A consequência final pode ser observada por meio do comprometimento da qualidade 

fisiológica destas sementes. Importante ressaltar que em todas as sementes dos genótipos 

envolvendo a linhagem L44, como parental feminino a expressão da enzima piruvato 

descarboxilase foi maior, o que foi observado também em sementes da linhagem L44.  

 Por outro lado, em sementes da linhagem L91, classificada como tolerante, e naquelas 

dos genótipos envolvendo esta linhagem como parental feminino 91x44 e F2 91x44 a expressão 

desta enzima foi menor, o que está associado à menor produção de acetaldeído o que pode 

explicar a maior tolerância das sementes à altas temperaturas durante o processo de germinação. 

Isto fica ainda mais evidente quando se compara a expressão desta enzima em sementes da 
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linhagem L91 e nas híbridas 91x44, quando não foi observada diferença da atividade da enzima 

quando sementes foram germinadas à 25 e 35 ºC.  

 Na Figura 2, observa-se a expressão da enzima álcool desidrogensase (ADH). Essa 

enzima atua em seguida da enzima piruvato descarboxilase na respiração anaeróbica, pois 

converte o acetaldeído produzido a partir da piruvato descarboxilase, em etanol, um composto 

com menor toxidade (LEMES et al., 2018; CHAENGSAKUL et al., 2019). Assim, quanto 

maior expressão da enzima álcool desidrogenase, as sementes ficam menos suscetíveis à ação 

deletéria do acetaldeído (VEIGA et al., 2010; CARVALHO et al., 2014; CASTRO et al., 2017). 

 

Figura 2 -  Expressão da enzima álcool desidrogenase (ADH) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 
 

 

 Maior expressão desta enzima foi observada em sementes secas, das linhagens L91 e 

L44 e dos respectivos híbridos quando comparada à observada em sementes germinadas à 25 e 

35 ºC.  
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 Sabe-se que esta enzima está envolvida na rota anaeróbica e participa de reações nas 

quais a partir do acetaldeído é produzido o etanol. Em sementes da linhagem L91 e L44 

germinadas à 35 ºC, não houve diferença significativa em relação a expressão da ADH. No 

entanto, nesta mesma condição maior expressão da enzima foi observada em sementes que a 

linhagem L91 foi utilizada como parental feminino, híbrido 91x41 e F2 91x44.  

 Assim, infere-se que nestas sementes o acetaldeído tenha sido transformado em etanol 

o que estaria relacionado à menor toxidade, menor deterioração e melhor qualidade fisiológica, 

o que poderia ser explicado pela maior tolerância destes genótipos para característica de 

germinação de sementes sob alta temperatura. Carvalho et al. (2014) observaram ao longo do 

armazenamento, maior expressão da ADH nas sementes com maior qualidade fisiológica. 

 Quanto à expressão da enzima malato desidrogenase (MDH) (FIGURA 3), menor 

expressão foi observada em sementes secas quando comparadas à observada em sementes 

submetidas à germinação à 25 e 35 ºC, com exceção daquela observada em sementes da 

população F2 44x91, quando menor expressão foi observada em sementes germinadas à 35 ºC. 

A menor expressão em sementes secas pode ser explicada pelo fato de a respiração em sementes 

secas ser intensificada quando da embebição de sementes. 
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Figura 3 -  Expressão da enzima malato desidrogenase (MDH) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 

 

 Quando as sementes foram germinadas sob alta temperatura, 35 ºC, foi observada menor 

atividade em sementes da linhagem L91 em relação à observada na linhagem L44 (FIGURA 

3). No entanto, nesta mesma condição, em sementes nas quais estão envolvidas esta mesma 

linhagem, como parental feminino híbrido 91x44 e F2 91x44, foi observada maior expressão 

desta enzima em relação à observada em sementes dos genótipos 44x91 e F2 44x91.  

 Por meio de pesquisas tem sido observada maior respiração em sementes menos 

deterioradas. Santos et al. (2016), observaram que em sementes de milho com alto vigor, as 
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sementes respiram mais, comparando com as sementes menos vigorosas. Além disso, os autores 

verificaram maior expressão da enzima MDH, nos lotes de sementes de milho com maior vigor.  

 A respiração é mediada por várias enzimas é fundamental para que ocorra a retomada 

do crescimento do eixo embrionário das sementes. Pires et al. (2017), ao avaliarem em sementes 

de gergelim (Sesamum indicum) embebidas em água e em soluções de PEG 6000, durante o 

processo de germinação, observaram diferenças significativas na expressão da MDH, assim 

como observado na presente pesquisa.    

 Quanto à enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) (FIGURA 4), menor 

expressão ocorreu quando as sementes dos genótipos L44, 91x44, 44x91, F2 91x44 foram 

expostas a temperatura de 35 ºC, quando comparada à expressão observada em sementes secas. 

Já quando se compara a expressão desta enzima em sementes germinadas à 25 e 35 ºC houve 

redução da expressão em sementes de todos os genótipos com o aumento da temperatura (35 

ºC).  
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Figura 4 - Expressão da enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) em sementes de 

milho secas e submetidas à embebição a 25 e 35ºC até o início da fase III de 

germinação. Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e 

F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 

 

 Tanto em sementes secas quanto naquelas germinadas à 25 ºC, menor expressão desta 

enzima foi observada em sementes da linhagem L91 e dos genótipos nas quais esta linhagem 

foi utilizada como parental feminino 91x44 e F2 91x44, quando comparada às observadas em 

sementes da linhagem L44 e 44x91 e F2 44x91.  

 Nas sementes secas da linhagem L91, a expressão dessa enzima é baixa, mas quando as 

sementes foram submetidas às temperaturas de 25 e 35 ºC, houve aumento da atividade desta, 

diferentemente do que ocorreu em sementes da linhagem L44.   

 A enzima glutamato oxaloacetato transaminase (GOT) é responsável pela oxidação de 

aminoácidos, fornecendo energia para o Ciclo de Krebs ou para redução do α-cetoglutarato para 

a síntese de novos aminoácidos destinados ao desenvolvimento do embrião (VIEIRA et al., 
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2009; ALMEIDA et al., 2019). Além de participar do metabolismo de aminoácidos, esta enzima 

também está envolvida no metabolismo do nitrogênio participando de reações de transaminação 

durante a eliminação de nitrogênio dos ácidos (WREGE et al., 2011; PEDÓ et al., 2015). 

 O aumento da atividade desta enzima para a linhagem L91, que ocorreu principalmente 

na temperatura de 25 ºC, pode estar relacionado com a síntese de aminoácidos na via metabólica 

durante a germinação (ALMEIDA et al., 2019). 

 Nas sementes submetidas à temperatura de 25 ºC, foram observadas novas isoformas da 

enzima esterase em sementes de todos os genótipos (FIGURA 5). Em sementes da linhagem 

L91 e das derivadas 91x44 F2 91x44, secas e germinadas à 25 ºC foram observadas menores 

expressões da enzima esterase, quando comparadas às observadas em sementes da linhagem 

L44 e das derivadas 44x91 e F2 44x91. No entanto, quando germinadas à 35 ºC houve aumento 

da expressão desta enzima em sementes dos genótipos L91 e 91x44 em relação a observada em 

sementes dos genótipos L44 e 44x91.  
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Figura 5 - Expressão da enzima esterase (EST) em sementes de milho secas e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 

(A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). A isoforma 

indicada pelas setas.  

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 
 

 

 Maior expressão desta enzima foi observada em sementes de todos os genótipos, 

germinadas à 25ºC em relação à observada em sementes secas e também quando comparada à 

observada em sementes germinadas à 35 ºC com exceção da observada na linhagem L91, 

quando houve maior expressão à 35 ºC.  

 Ao analisar o zimograma observa-se diferenças quantitativas (intensidade de bandas) e 

qualitativas (presença e ausência de bandas) entre os genótipos, entre sementes secas, 

germinadas à 25 e 35 ºC, o que refletem na expressão final observada no gráfico em barras 

(FIGURA 5). 
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 Silva Neta et al. (2015), ao estudarem a composição química das sementes destas 

linhagens, observaram maior porcentagem de ácidos graxos saturados na linhagem L44 quando 

comparada à linhagem L91. Assim, quanto maior a saturação lipídica, mais densa e rígida é a 

membrana, o que pode estar associado à baixa tolerância da linhagem L44 à alta temperatura 

durante a germinação.   

 Pelo fato de as sementes da linhagem L91 ter maior porcentagem de ácidos graxos 

insaturados e maior a saturação lipídica da membrana, a probabilidade de se manter fluida, e 

manter as atividades mesmo em condições de alta temperatura sem afetar a qualidade 

fisiológica das sementes é maior. Isso pode estar associado à maior expressão desta enzima em 

sementes da linhagem L91 e do híbrido 91x44 germinadas à 35 ºC.  

 A menor expressão dessa enzima em sementes secas da linhagem L91 também foi 

observada por Dutra et al. (2015) e Silva Neta et al. (2015). Os autores associaram a menor 

expressão desta à alta qualidade fisiológica das sementes, quando submetidas à condição de 

estresse.  

 Quanto enzima alfa amilase (FIGURA 6), a expressão em sementes secas foi nula ou 

muito baixa. Segundo Kigel e Galili (1995), em sementes secas não há atividade da α-amilase, 

pois ela é uma enzima hidrolítica e precisa ser sintetizada ‘de novo’. Essa enzima é secretada 

pela camada de aleurona em resposta à ação das giberelinas liberadas pelo embrião, após o 

início da embebição (MARCOS FILHO, 2015).  
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Figura 6 - Expressão da enzima α-amilase (α–A) em sementes de milho seca e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC por 72h. Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 

(D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

  
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 
 

 

 Houve menor expressão da α-amilase em sementes da linhagem L91 e nas híbridas cujo 

parental feminino foi a L91. A maior expressão foi observada nas sementes dos genótipos 

44x91, F2 91x44 e na linhagem L44. Silva Neta et al. (2015), também observaram menor 

expressão da enzima alfa amilase em sementes submetidas temperatura de 25 ºC e nas da 

linhagem L91 durante o processo de germinação e ainda maior expressão nas sementes da 

linhagem L44, quando comparadas com a das sementes da linhagem L91.  

 Já quando as sementes foram submetidas à temperatura de 35 ºC, a maior expressão 

dessa enzima foi observada em sementes da linhagem L91 e nas do híbrido 91x44 e menor 

expressão em sementes da L44 e nos dos genótipos 44x91, F2 91x44 e F2 44x91. Vale destacar 

que em sementes da linhagem L91 germinadas à 35 ºC foi observada uma nova isoforma a qual 
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estava ausente na temperatura de 25 ºC. Para as populações F2 em ambas temperaturas, a maior 

expressão foi observada no genótipo F2 91x44.  

 A alfa amilase é a principal enzima relacionada à hidrólise do amido presente no 

endosperma, importante como fonte de energia para o crescimento do eixo embrionário (DINIZ 

et al., 2018; LIU et al., 2018). Em sementes de milho é uma das principais enzimas envolvidas 

no processo de germinação. 

  É importante ressaltar que à 35 ºC, sob estresse, a expressão desta enzima aumentou 

quando comparada à observada à 25 ºC. Isso pode estar associado a maior tolerância desta 

linhagem à altas temperaturas durante o processo de germinação das sementes, porque há 

manutenção da atividade dessa enzima à alta temperatura.  

 Dutra et al. (2015) não verificaram relação entre a expressão da α-amilase e a qualidade 

fisiológica das sementes das linhagens de milho, submetidas a deterioração controlada. Oliveira 

et al. (2013) relatam que além dos genes das amilases, diversos outros genes que podem estar 

envolvidos na qualidade fisiológica, como os da respiração. 

 Para a enzima superóxido dismutase (SOD) (FIGURA 7), maior expressão foi 

observada em sementes da linhagem L91, nas dos híbridos 91x44 e F2 91x44 em comparação 

com a observada em sementes da linhagem L44, 44x91 e F2 44x91, resultado este que pode 

estar associado a tolerância da linhagem L91 à alta temperatura. Ressalta-se que, de uma 

maneira geral, maior atividade desta enzima foi observada em sementes germinadas à 25 ºC. A 

expressão da SOD reduz quando as sementes são germinadas à 35 ºC, com exceção do 

observado para o genótipo F2 91x44.  
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Figura 7 - Expressão da enzima superóxido dismutase (SOD) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 

 

 A SOD é a primeira enzima do sistema antioxidante que atua para reduzir os efeitos de 

EROs, por meio da dismutação do radical superóxido (O2
-) em peróxido de hidrogênio (H2O2) 

e oxigênio (O2) (PAUL; ROYCHOUDHURY, 2017; SHARMA et al., 2012; GILL; TUTEJA, 

2010). Assim, sob altas temperaturas durante o processo de germinação, a maior atividade desta 

em genótipos tolerantes pode estar associada à maior proteção das células nestas condições. 

 Como observado para a enzima SOD, maior atividade da enzima catalase (CAT) foi 

observada em sementes germinadas à 25 ºC, a menor atividade foi observada em sementes secas 

em todos os genótipos avaliados (FIGURA 8).  
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Figura 8 - Expressão da enzima catalase (CAT) em sementes de milho secas e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 

(A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 

 

  

 Quando a expressão desta enzima é avaliada em sementes secas, germinadas à 25 e 35 

ºC comparando-se os genótipos, pode ser observada menor atividade em sementes da linhagem 

L91 e também em sementes cujas combinações envolvem esta linhagem como parental 

feminino 91x44 e F2 91x44, quando comparadas às observadas em sementes dos genótipos da 

linhagem L44, 44x91 e F2 44x91.  

 A catalase está envolvida na desintoxicação das células, por meio da decomposição do 

H2O2 em moléculas menores, como a água e oxigênio (CHELIKANI; RAMANA; 

RADHAKRISHNAN, 2005; PAUL; ROYCHOUDHURY 2017; MARQUES et al., 2019). 

 Assim, a menor atividade em sementes da L91, H91x44 e F2 91x44, genótipos de 

alguma forma considerados mais tolerantes à altas temperaturas durante o processo de 

germinação, podem ser atribuídos à menor necessidade de remoção de H2O2 das células ou pela 

baixa concentração nas células ou pela capacidade de tolerância a H2O2 sem danos.  
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 Na Figura 9, referente ao zimograma da enzima peroxidase (POX), em sementes secas 

da linhagem L91, nas submetidas à germinação à 25 e 35 ºC não houve expressão dessa enzima. 

Menor atividade foi observada em sementes secas quando comparadas às germinadas à 25 e 35 

ºC.  

 

Figura 9 - Expressão da enzima peroxidase (POX) em sementes de milho secas e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 

(A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

 
Médias seguidas pela mesma letra maiúscula, entre os genótipos, e minúscula, entre as sementes secas 

e as temperaturas, não diferem estatisticamente entre si pelo teste de Scott-Knott, à 5% de probabilidade. 

Barras verticais representam o desvio padrão das médias.  

Fonte: Da autora (2022). 
 

 

 A 35 ºC maior expressão da enzima foi observada em sementes da linhagem L44 e do 

genótipo F2 44x91. Vale destacar, que embora não tenha ocorrido expressão da enzima nas 

sementes da linhagem L91, na maioria das combinações nas quais a linhagem L91 foi utilizada 

como parental feminino houve expressão desta em sementes secas, germinadas à 35 e 35 °C. À 
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35 °C, sob alta temperatura, maior expressão foi observada em sementes nas quais a linhagem 

L44 estava envolvida como parental feminino.  

 Quando se compara a expressão da POX entre as sementes dos genótipos avaliados, 

menor expressão foi observada em sementes da linhagem L91 e nas dos genótipos envolvendo 

esta linhagem como parental feminino, com exceção da observada em sementes do híbrido 

91x44. Já nas sementes da linhagem L44, 44x91 e F2 44x91 verificou-se maior atividade.  

 Assim como a catalase, a peroxidase está envolvida na remoção dos níveis de H2O2. Esta 

atua diretamente na remoção deste composto nos cloroplastos e citosol, enquanto a catalase 

atua principalmente nos peroxissomos (LIU; SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; 

MARQUES et al., 2019).  Em condições de estresse térmico, Santos et al. (2017), observaram 

aumento na atividade da CAT e POX, quando as sementes de brauna (Melanoxylon brauna), 

foram submetidas a temperatura de 35 ºC.   

 Na Figura 10, encontra-se o zimograma da expressão de proteínas resistentes ao calor 

(PRC). Em sementes secas, verificou-se menor expressão da linhagem L44 em relação aos 

demais genótipos. Nos híbridos, recíprocos e a população F2, observou-se polimorfismo 

semelhante com pesos moleculares diferentes. É importante ressaltar que, em peso 10 e 15 kDa, 

não há o aparecimento de proteínas na linhagem L44, no entanto, houve o aparecimento de 

proteínas em sementes dos híbridos e recíprocos, quando comparados com a população F2. E 

em peso de 60 kDa verificou-se proteínas na linhagem L91 que não apareceu na linhagem L44, 

essa proteína apareceu também nos híbridos e recíprocos e na população F2.  
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Figura 10 -  Expressão das proteínas resistentes ao calor em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 

(F). 

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 Em sementes germinadas a 25 °C, foi observada maior expressão PRC em relação à 

observada em sementes secas e naquelas germinadas à 35 °C. Sob temperatura de 25 e 35 °C 

foi observada isoforma de 10 kDa em sementes da linhagem L44 que não estava presente em 

sementes secas. Maior intensidade de isoformas com 10, 15 e 16 kDa foi observada em 

sementes dos genótipos L91, 91x44 e F2 44x91. Em sementes da L44 foi observada nas 

proteínas de peso de 70 kDa, a qual não foi observada em sementes secas.  

 A redução de PRC em sementes germinadas à 35 °C pode ser atribuída à maior 

velocidade de embebição das sementes, consequentemente estas sementes se encontravam em 

estágios mais avançados de metabolismo celular que as dos demais tratamentos. Sabe-se que, 

com o avanço do processo de germinação, a expressão destas proteínas reduz e aumenta a 

intolerância à dessecação (ALBUQUERQUE et al., 2009). 

 De maneira geral, a maior expressão de proteínas resistentes ao calor foi observada em 

sementes da linhagem L91 e naquelas em que esta linhagem foi utilizada como parental 

feminino 91x44 e F2 91x44.  
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 Andrade (2015), ao avaliar a expressão de proteínas resistentes ao calor, associada à 

qualidade fisiológica de sementes de milho, observou maior expressão desta em sementes da 

linhagem L91 com peso molecular de até 40 kDa. Na presente pesquisa, foram observadas 

proteínas com até 80 kDa, com maior expressão em sementes do genótipo tolerante (L91), 

quando comparada à observada em sementes da linhagem de menos tolerância (L44). Também 

foi possível associar à melhor qualidade fisiológica das sementes, da linhagem L91 sob 

condições de alta temperatura, em detrimento da observada em sementes da linhagem L44.   

 Além de Andrade (2015), outros autores também observaram correlação da expressão 

da PRC e qualidade fisiológica de sementes (AMARA et al., 2013; SILVA NETA et al., 2015; 

SILVA NETA et al., 2020). A maior porcentagem de germinação de sementes de diversas 

culturas em situações de estresse tem sido associada à maior expressão de PRC (LIU et al., 

2013), pois essas proteínas estão envolvidas no mecanismo de defesa contra danos 

(TUNNACLIFFE et al., 2010; SABAGH et al., 2020) e associadas à estabilidade da membrana 

em ambientes sob estresse (WAHID et al., 2007).  

 Em relação à proteína total (FIGURA 11), de maneira geral, maiores valores foram 

observados em sementes da linhagem 91 e naquelas em que a linhagem foi utilizada como 

parental feminino, quando comparadas a valores observados em sementes da linhagem L44 e 

nas dos genótipos cuja parental feminino foi esta linhagem, exceções ocorreram nos valores 

observados em sementes das populações F2. Nestas populações há segregação, o que pode 

explicar estas variações para a característica avaliada.  
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Figura 11 - Quantificação da proteína total em sementes de milho secas e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: 

L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). Barras 

verticais representam o erro padrão das médias.  

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 À 35 °C, maiores valores de proteína total foram observados em sementes dos genótipos 

L91, 91x44, quando comparados aos genótipos L44 e 44x91. Entre as populações F2 não houve 

diferença significativa. Nesta temperatura, houve aumento no teor de proteína total em sementes 

do híbrido 91x44 (3,60 mg/g), quando comparado ao observado em sementes submetidas à 

temperatura de 25 ºC. Já em sementes da linhagem L44 foram observados os menores valores 

de proteína total em sementes secas e germinadas à 25 e 35 °C.  

 As proteínas são os componentes básicos de toda a célula viva e são convertidas em 

aminoácidos, pela atividade das proteases (MARCOS FILHO, 2015).  Segundo o autor, em 

sementes essas proteínas são hidrolisadas e translocadas para os pontos de crescimento do eixo 

embrionário, para a formação de tecidos ou participam de reações durante o processo de 

respiração.  

Nesta pesquisa, quando as sementes foram expostas à temperatura 25 ºC 

independentemente do genótipo, foi possível observar maior emergência de plântulas, em razão 

da temperatura ser favorável para a germinação das sementes de milho.  
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De acordo com Prazeres, Coelho e Souza (2021), houve aumento de proteína solúvel 

total em sementes de híbridos de milho com melhor qualidade fisiológica, após 20 dias de 

semeadura, em condições de estresse hídrico. Eles inferiram que este aumento pode estar 

associado à tolerância a estresses.  

 Ehrhardt-Brocardo e Coelho (2022), relataram que sementes com alto vigor possuem 

maior teor de proteínas durante o processo germinativo, no momento específico da protrusão 

da radícula, uma vez que as proteínas solúveis são convertidas em aminoácidos. Portanto, 

genótipos tolerantes à alta temperatura durante a germinação parecem apresentar maior 

eficiência nos processos de hidrólise e mobilização do componente proteico, o que pode estar 

associado à tolerância nesta condição de estresse.   

 A concentração de peróxido de hidrogênio (H2O2) (FIGURA 12) em sementes secas foi 

maior em sementes híbridas 91x44 e 44x91, além disso, há concentração maior de peróxido em 

sementes da população F2 44x91, em relação a população F2 91x44.   

 

Figura 12 - Quantificação do H2O2 em sementes de milho secas e submetidas à embebição a 25 

ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 

91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). Barras verticais representam o 

erro padrão das médias.  

 
Fonte: Da autora (2022). 
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 Na temperatura de 25 ºC é possível observar redução da concentração de peróxido de 

hidrogênio em relação à observada em sementes secas, em sementes da linhagem L44, dos 

híbridos 91x44 e 44x91.  

 À 35 ºC houve o aumento da concentração do peróxido hidrogênio em sementes dos 

genótipos L91, L44 e F2 44x91, em relação ao observado em sementes germinadas à 25 °C. 

Ressalta-se menor concentração de H2O2 em sementes da linhagem L91, do híbrido 91x44 e da 

população F2 91x44.   

 Segundo Santos et al. (2017), em condições de altas temperaturas há o aumento da 

produção de H2O2 e essa alta concentração de H2 O2 pode contribuir para a redução da qualidade 

fisiológica em sementes de milho, principalmente em genótipos que não são tolerantes a essa 

condição de estresse, a exemplo da linhagem L44 a produção de H2O2, é baixa em sementes 

secas e germinadas a 25 °C, mas tem grande aumento quando colocadas para germinar a 35 °C, 

o que relaciona com a menor tolerância desse material genético. 

 Na presente pesquisa, maior concentração do H2O2, à temperatura de 35 ºC, em 

sementes da linhagem L44 classificada como intolerante à alta temperatura durante a 

germinação das sementes e também naquelas em que a linhagem L44 era o parental feminino, 

parece estar associada à baixa tolerância a condições ambientais adversas.  

  Silva Neta et al. (2020), estudaram o controle genético para tolerância à baixa 

temperatura durante a germinação de sementes de milho. Foram cruzadas linhagens 

contrastantes e observaram que existe efeito de heterose e efeito do recíproco para a 

característica de tolerância ao frio durante o processo germinativo.  

 Em condições ideais de temperatura a produção das EROs é menor (SANTOS et al., 

2017) como observado para a maioria dos genótipos nesta pesquisa, quando as sementes foram 

germinadas à 25 °C. No entanto, o mesmo autor relata que diante de uma condição de estresse 

a homeostase celular é rompida e, consequentemente, ocorre o aumento da produção das EROs.  

 A quantificação do malonaldeído (MDA) encontra-se na Figura 13, sendo que em 

sementes secas observa-se maior concentração do MDA na linhagem L91, em relação à 

linhagem L44. Já entre os genótipos 91x44, 44x91, F2 91x44 não houve diferença significativa 

nos valores de MDA. Na temperatura de 25 ºC, as maiores concentrações de MDA foi 

observada na linhagem L91 e na população F2 91x44, cujos valores não diferenciaram entre si. 

Sob a temperatura de 35 ºC, as maiores concentrações de MDA foram observadas em sementes 

dos genótipos L91, L44, 91x44 e F2 91x44 e menores nas do genótipo 44x91. 
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Figura 13 - Quantificação do malonaldeído (MDA) em sementes de milho secas e submetidas 

à embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: 

L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). Barras 

verticais representam o erro padrão das médias. 

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 Quando comparados os resultados observados em sementes germinadas à 25 e 35 °C, 

observa-se de uma maneira geral, aumento da concentração de MDA. Para os genótipos F2 

91x44 F2 44x91 não houve diferenças significativas nestas mesmas condições.  O aumento da 

concentração MDA pode ser um indicador de altas taxas de peroxidação lipídica (SANTOS et 

al., 2017), associado também à qualidade fisiológica das sementes. 

 Sabe-se também que a peroxidação lipídica não é causada apenas por H2O2 e outras 

espécies reativas de oxigênio também podem estar associadas ao aumento da concentração de 

MDA, a exemplo do superóxido (O2
-) radical hidroxila (OH–) e oxigênio singleto (1O2).  

 Com relação à atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) (FIGURA 14), maior 

atividade em sementes secas foi observada nas da linhagem L44 e nas combinações híbridas 

que ela se encontrava como parental feminino. Quando as sementes foram submetidas a 

temperaturas de 25 ºC e 35 ºC, houve aumento da atividade da SOD em sementes da linhagem 

L44 e nas do recíproco 44x91. No entanto, em sementes do híbrido e recíproco da população 

F2 os resultados não diferiram entre si.  
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Figura 14 - Atividade da enzima superóxido dismutase (SOD) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

Barras verticais representam o erro padrão das médias.  

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

Para a maioria dos genótipos, a maior atividade da SOD ocorreu em sementes 

submetidas à 25 e 35 ºC, em relação às sementes secas. Menor atividade da SOD foi observada 

em sementes da linhagem L 91 e nas do híbrido 91x44. Ressalta-se que a linhagem L91 na 

combinação 91x44 foi utilizada como parental feminino. Parece ser possível inferir que em 

materiais tolerantes à alta temperatura há menor expressão desta enzima, provavelmente por 

estar menos sujeitos à oxidação e formação em excesso de EROs.  

 A SOD é considerada a primeira enzima antioxidante no processo de defesa contra as 

EROs, que atua anulando a ação dos superóxidos, catalisando sua conversão a H2O2 e O2 (LIU; 

SOUNDARARAJAN; MANIVANNAN, 2019; GILL; TUTEJA, 2010).  

Na presente pesquisa houve aumento da atividade desta enzima sob alta temperatura 

durante o processo de germinação para a maioria dos genótipos avaliados. Embora seja uma 

importante enzima do sistema antioxidante, a ação desta enzima não deve ser avaliada 

individualmente, pois POX, APX e/ou CAT, também são exemplos de outras enzimas 

envolvidas no processo.  
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 Houve menor atividade da catalase (CAT) em sementes secas para todos os genótipos 

(FIGURA 15), quando comparada à observada em sementes germinadas às 25 e 35 ºC.  

 

 

Figura 15 - Atividade da enzima catalase (CAT) em sementes de milho secas e submetidas à 

embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. Tratamentos: L91 

(A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). Barras verticais 

representam o erro padrão das médias.  

 
Fonte: Da autora (2022). 

  

Ao analisar a Figura 15, é possível inferir que, como observado para atividade da SOD, 

também houve maior atividade da catalase em sementes da linhagem L44 e naquelas do híbrido 

44x91, comparadas às observadas em sementes da linhagem L91 e nas do híbrido 91x44. 

Importante também observar, que nos materiais mais intolerantes à alta temperatura durante o 

processo de germinação há aumento da atividade desta enzima quando são submetidas à alta 

temperatura.  

 A catalase é uma enzima que atua principalmente nos peroxissomos (CHOUDHARY; 

KUMAR; KAUR, 2019), responsável pela desintoxicação celular, transformando o peróxido 

de hidrogênio em moléculas menores, água e oxigênio (CHOUDHURY et al., 2017; 

MARQUES et al., 2019). 

 Como observado para a SOD e a CAT, menor atividade da ascorbato peroxidase (APX) 

também foi observada em sementes secas de todos os genótipos. Também foi observada maior 
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atividade em sementes da linhagem L44e nas do híbrido 44x91, em relação à dos genótipos L91 

e 91x44 (FIGURA 16). A enzima APX possui alta afinidade por H2O2 e tem importante papel 

na remoção das EROs (MITTLER, 2017). 

 

Figura 16 - Atividade da enzima ascorbato peroxidase (APX) em sementes de milho secas e 

submetidas à embebição a 25 ºC e 35ºC até o início da fase III de germinação. 

Tratamentos: L91 (A); L44 (B); 91x44 (C); 44x91 (D); F2 91x44 (E) e F2 44x91 (F). 

Barras verticais representam o erro padrão das médias.  

 
Fonte: Da autora (2022). 

 

 Prazeres, Coelho e Souza (2021), ao avaliarem a atividade do sistema antioxidante 

(SOD, CAT e APX) em sementes de alta e baixa qualidade fisiológica, relacionado com a 

tolerância ao déficit hídrico em plantas de milho após 20 dias de semeadas, verificaram que em 

sementes classificadas com alta qualidade fisiológica houve aumento das enzimas 

antioxidantes, mesmo nos estágios iniciais de desenvolvimento da planta, em comparação com 

o híbrido de baixo vigor, em que os níveis das atividade das enzimas permaneceram inalterados.  

 É importante ressaltar, que os materiais genéticos utilizados nesta pesquisa são 

diferentes dos utilizados em outras, assim como a forma e o tipo de estresse aos quais as 

sementes foram impostas. Isso dificulta a comparação entre os resultados obtidos em diferentes 

pesquisas.  
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 A CAT e a APX têm a capacidade de eliminar H2O2. No entanto, a atividade da enzima 

CAT é alta, mas a afinidade pelo H 2 O 2 é fraca, e a APX possui alta afinidade pelo H 2 O 2. 

(MITTLER, 2002; MITTLER, 2017). Os mesmos autores afirmam que a APX é responsável 

para sinalização celular, CAT é responsável por remover o excesso de EROs gerado durante 

condições de estresse. 

 Por meio dos resultados observados para os valores de peróxido de hidrogênio e da 

atividade das enzimas do sistema antioxidante (SOD, CAT e APX) parece ter ocorrido maior 

estresse oxidativo em sementes da linhagem não tolerante e nas dos híbridos em que a mesma 

estava como parental feminino. 

 Dessa forma, as maiores atividades das enzimas do sistema antioxidantes foram 

observadas em genótipos não tolerantes ao estresse à alta temperatura, o que pode estar 

associado à menor qualidade fisiológica das sementes, quando comparada aos demais 

genótipos.  

  De maneira geral, maior expressão das enzimas ADH, GOT, EST, α- amilase e SOD, 

avaliadas pela técnica de eletroforese e de proteína total e MDA, avaliadas por meio de 

espectrofotometria foram observadas em sementes da linhagem L91 e naquelas de genótipos 

em que esta linhagem foi utilizada como parental feminino, quando submetidas à germinação 

à 35 ºC 

  Por outro lado, para estes mesmos genótipos e sob as mesmas condições de germinação, 

à 35 °C, menor expressão foi verificada para as enzimas PVD, MDH, CAT e POX, avaliadas 

pela técnica de eletroforese e de CAT, APX, H2O2 e SOD, avaliadas por meio de 

espectrofotometria.  

  As interpretações dos resultados de expressões destes componentes bioquímicos devem 

ser realizadas de forma conjunta, com os resultados obtidos em análises fisiológicas, uma vez 

que vários são os fatores que interferem nesta expressão.  

  Sementes de genótipos tolerantes à alta temperatura durante o processo de germinação 

e emergência de plântulas parecem formar menos acetaldeído na rota anaeróbica da respiração, 

uma vez que a expressão da enzima PDC é menor. No entanto, nestas sementes a atividade da 

ADH é maior, o que de alguma forma protege a célula do acetaldeído que é mais tóxico que o 

etanol. Enzimas da respiração parecem ser bons marcadores para estudar a tolerância à altas 

temperaturas, uma vez que podem ser associadas à qualidade fisiológica das sementes.  
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  Enzimas que como a α-amilase e esterase que estão associadas ao processo de 

germinação de sementes de milho, se expressam mais em materiais tolerantes à altas 

temperaturas.  

  Em sementes de genótipos tolerantes à alta temperatura parece tolerar mais ao peróxido 

de hidrogênio, o que pode ser observado pela maior atividade da SOD e menor atividade das 

enzimas CAT e POX, avaliadas pela técnica de eletroforese e H2O2, MDA, APX, CAT, 

quantificados por meio de espectrofotometria.   
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4 CONCLUSÃO  

 

 Há variações das expressões de enzimas associadas à respiração e ao sistema 

antioxidante em sementes secas e embebidas à 25 e 35 °C, de genótipos classificados quanto a 

tolerância à alta temperatura durante o processo de germinação de sementes e desenvolvimento 

inicial de plântulas.  

 As enzimas da respiração piruvato descarboxilase e álcool desidrogenase e as do sistema 

antioxidantes superóxido dismutase, catalase, peroxidase e ascorbato peroxidase, foram 

identificadas como bons marcadores para avaliar os genótipos de milho tolerantes à alta 

temperatura durante a germinação de sementes e desenvolvimento inicial de plântulas.  

 Há maior expressão das enzimas α-amilase e esterase em genótipos tolerantes à alta 

temperatura.  
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