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RESUMO

A caracterizagdo precoce de gendtipos, por meicawddiacdes da
gualidade fisiologica de sementes, bem como o estad caracteres associados
a tolerancia a deficiéncia hidrica, podem forngeametros que auxiliardo na
selecdo de novas cultivares em programas de meikata. Assim, 0 objetivo
neste trabalho foi avaliar cinco linhagens de mijoanto a tolerancia a seca,
por meio da qualidade fisiologica, utilizando-seeltes de germinacao, vigor e
da expressdo de proteinas em sementes e de agdotdiretos relacionados a
tolerancia a seca. Foram utilizadas cinco linhagds milho do programa de
melhoramento da empresa Geneseeds Recursos Gendtleg cultivadas em
guatro populacdes de plantas, 40, 60, 80 e 100ptaittas ha-1. Nessas
condigbes foram avaliados os seguintes caractemisetos relacionados a
tolerancia a seca: prolificidadetay green, intervalo entre os florescimentos
feminino e masculino. Foi avaliada ainda a quakdfisiologica das sementes
por meio dos testes de germinacédo, envelhecimenterado, teste frio, analises
das enzimas alfa amilase, esterase, catalase,Osifgerdesmutase, alcool
desidrogenase, malato desidrogenase e de proteisiséentes ao calor. Em
outro experimento, foi avaliada a qualidade figiidd das sementes submetidas
a diferentes potenciais hidricos (0.0, -0.3, -@6& MPa), por meio dos testes de
germinagdo e vigor, além das analises das enziflfasamilase, esterase,
catalase, glutamato oxalacetato transaminase, &uger desmutase, alcool
desidrogenase, malato desidrogenase e proteinggengss ao calor. As
linhagens 63, 64 e 91 foram as que apresentaranorgsaivalores de
produtividade e prolificidade. Os menores valores idtervalo entre o
florescimento masculino e feminino foram observaus as linhagens 63, 54 e
91. N&o houve a influéncia das populacBes de @amtdbre a qualidade
fisiolégica de sementes de milho, sendo que osremialores de germinacao e
vigor foram observados em sementes das linhagen®691. Maiores valores
de germinacéo sob condig8es de restricdo hidrireafebservados em sementes
da linhagem 63. No entanto, maior vigor de sementssas condi¢des foi
observado em sementes das linhagens 91 e 44. Bgigeh expressdo das
isoenzimas, para as linhagens 44 e 91 observows® atividade das enzimas
superéxido dismutase e catalase, enzimas essasaradisis como enzimas do
sistema antioxidantes. Para as avaliacfes de @Eodpeolificidade e intervalo
entre os florescimentos feminino e masculino, r@saljens 63, 64 e 91 mostram-
se as mais promissoras quanto a tolerancia a ®@eaamento da populacdo de
plantas ndo interfere na qualidade fisiologica slmentes. Melhor qualidade
fisiologica é observada em sementes das linhagen®i6e 91.

Palavras-chaveZea mays. Estresse hidrico. Populagéo de plantas. Qualidade
sementes. Selecédo indireta.



ABSTRACT

Early characterization of genotypes through assestm of the
physiological quality of seeds, as well as the wtofl traits associated with
tolerance to drought stress, can provide paramdteat will assist in the
selection of new cultivars in breeding programse Bbjective of this study was
to evaluate five maize inbred lines by means ofgthgsiological quality, using
the germination, vigor and expression of proteimsséeds and indirect traits
related to drought tolerance. We used five maireslifrom the corn breeding
program of the company Geneseeds Recursos Genétidas grown at four
plant densities, 40, 60, 80 and 100 thousand phxiftsln these conditions, the
following characters evaluated indirectly related trought tolerance:
prolificacy, stay green and interval between fematel male flowering, as
related to drought tolerance. The physiologicalliuaf the seeds was also
assessed through the tests of germination, actedeasying, cold test, analysis
of the enzymes alpha amylase, esterase, catalgserogide dismutase, alcohol
dehydrogenase and malate dehydrogenase and hietneproteins. In another
experiment, we evaluated the physiological quabify seeds subjected to
different water potentials (0.0, -0.3, -0.6, -0.2&) by means of germination and
vigor tests, as well as analyses of the enzymdmamylase, esterase, catalase,
glutamate oxaloacetate transaminase, superoxidemutiise, alcohol
dehydrogenase and malate dehydrogenase and histmeproteins. Lines 63,
64 and 91 showed the greatest yields and prolificdbe lower range values
between male and female flowering observed follitres 63, 54 and 91. There
was no influence of planting densities on the piiggjical quality of maize
seeds, and the highest germination and seed vaoes were observed in lines
64, 44 and 91. Higher values of germination undeddions of water restriction
observed in seed production 63. However, higheorvigf seeds in these
conditions observed in seeds of the lines 91 andRkbarding isoenzyme
expression profiles, for the lines 44 and 91 obe@dvigher activity of SOD and
CAT, considered as enzymes of the antioxidant syst&valuations of
production, prolificacy and interval between matel demale flowerings, the
lines 63, 64 and 91 shown to be the most promifingolerance to drought.
Increasing plant population does not interfere wittysiological seed quality.
Better physiological quality of seeds observedriad 64, 44 and 91.

Keywords: Zea mays. Water stress. Plant population. Seed qualityiréwod
selection.
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CAPITULO 1

1 INTRODUGCAO GERAL

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica éasifatores que mais
limitam o desenvolvimento de cultivos agricolas.idMde 90% da area de
milho cultivados no mundo é de sequeiro, e as pesda produtividade anual
em decorréncia da seca ficam em torno de 15% denpiat de rendimento
total. As perdas sdo mais intensas em paises disgicie dependem de uma
temporada de chuvas relativamente imprevisivel panascimento da cultura,
e menos significativas em areas temperadas, oinmdgagao € mais comum € a
precipitacdo é mais distribuida ao longo da temga(BEDMEADES, 2008).

No Brasil, os efeitos da estiagem na produc¢édo algrisdo evidentes,
principalmente na regido Nordeste e Sul. No entamooutras regiées do pais,
dependendo da safra agricola, a estiagem tem capsgjdizos significativos.

No intuito de minimizar esse problema, em programdes
melhoramento de plantas tém sido realizadas salegéecultivares de alto
desempenho e ao mesmo tempo tolerantes a secaenfdifichcdo e a
compreensdo dos mecanismos de tolerdncia a secdusdamentais no
desenvolvimento de novos genétipos comerciais rnaerantes ao déficit
hidrico (SHAO et al., 2008).

A caracterizacdo precoce de genotipos, por meiawddiacdes da
gualidade fisiologica de sementes, bem como o estdds caracteres
associados a tolerancia a estresses abidticos, fpodecer parametros que
auxiliam a selecdo de cultivares produtivas e radéptadas nessas condi¢des

de estresse.
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Assim, o objetivo neste trabalho foi avaliar lineag de milho
visando a tolerancia a seca por meio da qualidad#dhica de sementes e

caracteres indiretos relacionados a tolerdnciaa se
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Estresse hidrico

Todo fator de influéncia externa, bidtico ou almidtique causa danos a
planta, pode ser considerado um estresse, e aidapague a planta apresenta
para resistir a tais fatores é chamada de tolexdficdhlZ; ZEIGER, 2004).
Varios sdo os tipos de estresse que podem afpradatividade das culturas e
até mesmo restringir o cultivo de determinada d@spéatre eles, a alta e baixa
temperatura, salinidade e a restricdo hidrica (SANER TIAN, 2005).

Os diversos tipos de estresses sdo geralmentdoreldos entre si e
podem causar danos semelhantes a célula (LANGRIDGBEK; GEOFF,
2006; ZHU, 2002) e ainda uma série de modificac@esrfolgicas,
fisiologicas, bioquimicas e moleculares, as quaidem restringir o
desenvolvimento da planta e a produtividade finAIANG; VINOCUR;
ALTMAN, 2003). Em resposta a incidéncia de um dateado estresse, uma
série de eventos acontece nas plantas, o qualicie pela percepcdo desse
estresse e finaliza com a expressdo de um conjiengenes-alvo, por meio de
rotas e componentes comuns em resposta ao estrestjndo a essas plantas
uma adaptacdo a essa determinada condicdo adASTIQRI; FOYER,
2002).

Em programas de melhoramento genético, busca-sbtengdio de
gendtipos comerciais visando a alta producédo desgein condicdes normais
de cultivo, no entanto, quando da incidéncia desst hidrico, a produtividade
pode ser afetada negativamente (FROVA et al., 1999)

O milho é uma cultura que apresenta extrema sédaite a estresses
hidricos, principalmente durante a sua fase repr@uO periodo de maior

sensibilidade a deficiéncia hidrica é no florescitoe feminino, mais
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precisamente entre 2 dias antes e 22 dias ap6s {BIBER et al., 2000). O
déficit hidrico durante esse periodo podera comptema producéo final. O
acumulo de matéria seca nos graos esta diretamelaeionado com a
fotossintese e uma vez que esse processo € afetaldimitacdo hidrica, a
assimilacéo de carboidratos torna-se prejudicadajtando em menor acimulo
de matéria seca nos graos (MAGALHAES et al., 2006).

Quando o estresse hidrico incide nessa fase, s@ovaldlos os maiores
danos. Apenas dois dias de estresse hidrico nesfimnento € capaz de
diminuir o rendimento em mais de 20%, quatro a di&s pode provocar mais
de 50% de perdas, pois é nessa época em que aatefmicdo do rendimento
de grdos (DURAES et al., 2004). A seca durante pssi@do pode inibir o
florescimento, provocar falhas na fertilizacao erabdos embrides, resultando
na queda da producdo (WESTGATE, 1994). Observais#a aum maior
desenvolvimento da inflorescéncia masculina, o gmeante a producéo e a
liberacdo do grdo de pdlen, mas, no entanto, midesenvolvimento da espiga
e retarda a emisséo dos estilo-estigmas, ocasionand assincronia entre 0s
florescimentos (BOYLE; BOYER; MORGAN, 1991; SANG96).

O melhoramento vegetal para tolerancia ao défiddrido pode
contribuir também para tolerancia a outros tipogsteesses, como deficiéncia
de nitrogénio (KAMARA et al., 2005) e tolerancialtas densidades de plantio.

A escolha da densidade de plantas utilizada entipdade milho pode
ser em funcdo de varias caracteristicas, tais coultivar, disponibilidade
hidrica, época de plantio, fertilidade do solo,renbutras. No entanto, a
disponibilidade hidrica é a mais limitante para@dpcdo (MATZENAUER et
al., 2002). Nesse sentido, em programas de mellemtantém sido realizadas
sele¢cdes de gendtipos de milho que apresentemdelepadutividade em
condi¢Bes de altas densidades de plantio (80 amilOplantas por hectare) e
reduzidos espagamentos entre linhas (DOURADO NETAD,e2003).
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A tolerancia ao aumento da densidade de plantarieskelacionada a
tolerdncia ao estresse hidrico, sem provocar, n@antn reducbes ha
produtividade em condicbes normais de umidade (MUGDMEADES;
KIRUBI, 2003).

O melhoramento para densidade de plantio € uméarimportante
para aperfeicoar a produtividade de cultivares déhom (CARENA;
SANTIAGO; ORDAS, 1998). Em condicdes de alta desdéd populacional
tem-se um aumento na competicdo por luz, 4gua reemigls disponiveis no
solo, o que simularia uma condicdo de estresseichidiNAKASEKO;
GOTOH; SATO 1978). O adensamento também estimdlangnancia apical,
isso favorece o desenvolvimento do pendao, causstesilidade feminina e
reduz o numero de espigas por planta e grados ppigaeSANGOI,
SALVADOR, 1998a). O carater protandrico da espégieacentuado em
condi¢bes de altas densidades de plantio, comidbupara a producgdo e
liberacdo do grdo de pdlen em detrimento do dedémento das espigas e
estilo-estigmas (SANGOI; SALVADOR, 1998b).

Plantas de milho cultivadas em altas densidadepla®io podem
apresentar um atraso na emissédo dos estilo-estigsgim como as plantas
submetidas a déficit hidrico. Desse modo, é poassivanelhoramento para
tolerédncia a seca em condigBes normais de umidadenpio de elevadas
populaces de plantio (BECK et al., 1996; BOLAN@ERMEADES, 1993;
SANGOI; SALVADOR, 1996).

2.1.1 Caracteres indiretos relacionados a tolerarecia seca
O melhoramento genético convencional para obtemgi@endtipos

produtivos em condicdes de estresse hidrico daveeabzado em condi¢bes

experimentais controladas rigorosamente, o que réodalo e trabalhoso
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(CAMARA et al., 2007; KEBEDE et al., 2001; RIBAUT al., 1997). Portanto,
€ essencial a utilizacdo de caracteres que estejagionados a tolerancia ao
déficit hidrico e a producédo de grdos, 0os quaisgusser empregados em
condicdes normais de cultivos (CAMARA et al., 2007)

Os principais caracteres a serem avaliados em aray de
melhoramento visando a toleréncia a déficit hids@m a prolificidade, o
intervalo entre florescimentos masculino e femin{fleMF), a senescéncia
retardada das folhas e colnmbay green). Esses caracteres sdo adequados por
serem correlacionados com a producdo de grdos edicées de sequeiro,
apresentarem, na maioria das vezes, alta herdadglidpela facilidade de
avaliacdo em larga escala e por ndo estarem adsscia perda de
produtividade em condicdes ideais de umidade (BANGER et al., 2000;
KAMARA et al., 2003; RIBAUT et al., 1996, 1997).

O intervalo entre os florescimentos masculino erfém (IFMF) é uma
das caracteristicas mais importantes a ser avaliagdado o desenvolvimento
de cultivares tolerantes ao déficit hidrico (AGRAMAMOUSSA, 1996;
BANZINGER et al., 2000; BOLANOS; EDMEADES, 1996; XD, 2004). O
IFMF é uma caracteristica singular e de alta hélidable, facil mensuracao e é
totalmente independente das diferencas de maturagfie as cultivares
(BOLANOS; EDMEADES, 1993). O retardamento na enissls estilo-
estigmas, observado na incidéncia do estressetidurante o florescimento,
provoca uma assincronia entre os florescimentosinfaos e masculinos
(BOLANOS; EDMEADES, 1996; RIBAUT et al., 1996), o tende a afetar a
producdo de graos. Quanto maior for o periodo dm gmenor sera a
produtividade (RIBAUT et al., 1996; KAMARA et aR003).

Baixos valores de intervalo entre florescimento cufiso e feminino
(IFMF) indicam um sincronismo no florescimento, uleente da adaptacédo a

determinado estresse, e esta associado ao rendimhergraos sob condi¢cdes
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adversas (DURAES et al., 1998). Reduzido IFMF &iphnente consequéncia
de um maior potencial hidrico da planta durantdoce$cimento, diminui o

abortamento das espigas e apresenta estreitaagdoecom o numero de
espigas por planta (BANZIGER; EDMEADES; LAFITTE,3%).

A prolificidade em cultivares de milho tem siddamonada com a
capacidade de adaptacdo a varias condi¢cbes desesire&eomo aumento da
densidade populacional e a tolerdncia a déficidridis (HALLAUER;
TROYER, 1972; MOTTO; MOLL, 1983; BOLANOS; EDMEADE%993).

A selecéo para prolificidade tende a ser eficiguaieser um carater de
alta herdabilidade e correlacionado com a produt@ogrdos (CARENA,;
SANTIAGO; ORDAS, 1998). No entanto, o aumento dalificidade
geralmente ocasiona 0 quebramento do colmo e acamtande plantas,
caracteristicas que reduzem a produtividade (TH@NISJORDAN, 1995).
Nesse sentido, faz-se necesséario associar a obtelec&ultivares prolificas
juntamente a outras caracteristicas, tais commesséncia retardada de folhas
e colmo §tay green), para minimizar os efeitos indesejaveis de quebrdo de
colmos e o acamamento (CAMARA et al., 2007).

O caraterstay green esta associado a varias caracteristicas desejaveis
tais como maior resisténcia a pragas e doencagrmgeebramento de colmo,
menor acamamento de plantas, maior toleranciateesss hidrico (DUVICK;
CASSMAN, 1999).Em relacdo a tolerancia ao défi¢drino, o caratewstay
green parece ter influéncia principalmente no etapad@eflprescimento. Nesse
periodo, a senescéncia retardada de folhas e gmiovmca um acumulo de
fotoassimilados no final do estagio de enchimergogdios, facilitando o
crescimento da semente. O resultado disso € umr maimero de sementes
desenvolvidas por espiga, um maior peso médio emeainor rendimento
(ZAIDI et al., 2004). A conservacdo de uma copaeeativa e da mobilizacao

de carboidratos estocados no colmo e folhas, aggeriodo de fertilizacdo e
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estabelecimento da espiga, é essencial para alfag#o de graos sob estresse
terminal (CAMPOS et al., 2004; KAMARA et al., 2003)

Estudando a tolerancia a seca na cultura do miClegpman e
Edmeades (1999) concluiram que os gendtipos cowaddestay-green, alta
prolificidade e reduzido intervalo entre os floliesentos masculino e feminino
sdo menos afetados por estresses hidricos. Essa rasisténcia a estresse
bidtico e abidtico devido a caracteristicasthy green pode ser explicada pela
prolongacdo da fotossintese apds o enchimento daes,ge 0 maior
fornecimento de carboidratos para colmos, folhagsiees (CARMO et al.,
2007). Segundo Zaidi et al. (2004), o caractey green esta diretamente
relacionado com a toleréncia a estresses hidrigés a floracdo. De acordo
com Costa et al. (2008), o caratetay-green em milho interage
significativamente com o ambiente.

Em estudos de Betran et al. (2003), foram analsddb hibridos de
milho e 7 linhagens parentais, relatou-se quefaseticas na producéo de graos
entre os hibridos e as linhagens aumentaram caonteasificacdo do estresse
hidrico. A heterose média nos trés anos de avalifm¢d@le 167% para producdo
de graos e 53% para o indice de colheita. Das$ €2G01) avaliando 166
gendtipos de milho, compreendidos por linhagendbeidos, sob diferentes
condicBes de estresse (sem estresse, estresseedtrasse intermediario e
estresse severo), confirmaram que a altura dagpfantafetada severamente
com restricdo da irrigacdo, houve aumento no iaterentre florescimentos
com a imposicdo do estresse e na maioria dos gesdvaliados, os hibridos
foram mais tolerantes em comparacdo com linhagantase da floracéo e

espigamento.
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2.2 Influéncia do estresse hidrico sobre a qualidadisioloégica de sementes

A tolerancia a condi¢cdes de déficit hidrico é warladependendo do
estadio de desenvolvimento da cultura. No entanimportante a identificacao
precoce de gendtipos que apresentem toleranciares®s hidrico, o que
justifica o estudo relacionado a esse estressetguoaprocesso de germinacdo
(THAKUR; SHARMA, 2005).

Durante a germinagéo das sementes, ocorre umadsnieacdes de
hidrélise e sintese de substancias e tecidos, asds gexigem plena
disponibilidade de agua. Além de mediar os prosesswtabdlicos do
desenvolvimento, a agua € responsavel pela mardigteti@ organizacdo do
sistema de membranas celulares (MARCOS FILHO, 2005)

O processo de germinagdo inicia-se com a absorgddgda e a
embebicdo acompanha um padrdo trifasico. A veldeidda embebicéo
depende da superficie de contato entre a semenégea, das condicbes fisicas
das sementes, da temperatura e da pressdo hidas@ARVALHO;
NAKAGAWA, 2000; POPINIGIS, 1977). Em condi¢cdes naiside campo, as
sementes de milho absorvem agua, intumescem e aomacgerminar. A
radicula é a primeira a apresentar elongacao, daguelo coledptilo com
pliumula fechada e as trés ou quatro raizes senm@isis (SILVA et al.,
2006).

Déficits hidricos durante o processo de germinggétem impedir a
germinacédo, alterar a velocidade, 0 tempo e a mumiflade da germinacéo,
comprometendo o estabelecimento da cultura. Defi@é posteriores poderédo
paralisar o crescimento, bem como retardar o desgmento reprodutivo das
plantas (FANCELLI; DOURADO NETO, 2000). Entretantos niveis de
respostas em relacdo a essas varidveis, dependénd@ grau de estresse

quanto da tolerancia ou resisténcia da espécie MR et al., 2010).
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A qualidade fisiolégica de sementes depende deosafatores:
genéticos, de formacdo (microsporogénese, maciogoese e polinizacdo),
de maturacdo, os relacionados aos danos mecamimrsrganismos e insetos,
0os decorrentes das condicdes ambientais durantesendblvimento e o
armazenamento e os relativos a densidade, ao taneaathidade das sementes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000).

Apesar de ser adquirida durante o desenvolvimeat sgmentes, a
gualidade fisiol6gica pode ser perdida por procesdeteriorativo e, na
presenca de condi¢des estressantes, a deterigragéqprocesso inevitavel. A
perda da viabilidade das sementes durante a deigii é devido a reducgéo na
capacidade de sintetizar proteinas devido ao dectie compostos como
ribossomos, RNA mensageiro e alteragbes pds-tramlgisi ocorridas com o
envelhecimento das sementes. Nesse sentido, aeadélienzimas relacionadas
com o metabolismo de reservas ou biossintese desrervidos séo ideais para
determinar o estadio de deterioracdo (VIEIRA et 2002). A diminuicdo da
umidade e da temperatura, por exemplo, fazem com @umetabolismo
desacelere (VIEIRA et al., 2002). Com a analiséleterminadas isoenzimas, é
possivel identificar pontos iniciais de deteriomgiainda determinar a causa
desses eventos e suas consequéncias (CAMARGO,. 2003)

Nos programas de controle de qualidade interno aiag@o da
gualidade fisiolégica de sementes de milho tem stddizada, principalmente,
por meio de testes de germinacdo, teste de friesk tde envelhecimento
artificial (FARIA et al.,, 2002) . Além dos testewsiblégicos, em algumas
pesquisas, tém sido associadas a expressdo deasnpion meio da técnica de
eletroforese, com a qualidade fisiolégica de seesede milho (BRANDAO
JUNIOR et al., 1999).

O uso de marcadores isoenzimaticos é justificado fa¢o de que os

polimorfismos estdo mais perto da expressdo fenatifinal do que os
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polimorfismos de DNA (SOUZA et al., 2005; TORGGLER,ONTEL;
TORGGLER, 1995), fato explicado pelo novo conceitgogene (RESENDE et
al., 2011).

Em milho, a enzima alfa amilase, ao promover adtigl do amido,
disponibiliza os carboidratos necessarios ao debdemento do embrido,
possibilitando assim o processo germinativo (FRANE@I., 2002). A sintese
e a secrec¢do dessa enzima no escutelo ocorremnaie f@pida, no maximo até
0 quarto dia. JA4 a camada de aleurona tem a capacide secretar maior
guantidade dev-amilase e por um periodo de tempo maior. A maxima
expressdo dessa enzima se da entre cinco e sstee diai gradualmente
diminuindo até o fim da germinacdo (SUBBARAO; DATTSHARMA,
1998).

Maior expressao dessa enzima foi observada poei@liet al. (2013)
em sementes de milho embebidas. Com a embebic&edentes, as enzimas
responsaveis pela degradacéo do amido em sementeithd sdo “sintetizadas
de novo”, através da ativacdo pela giberelinaditema camada de aleurona, a
gual é sintetizada no momento da embebicdo dessasntes (XIE et al.,
2007). No entanto, Oliveira (2013) ressalta tamira além dos genes das
amilases, varios outros genes podem estar envslvidocontrole do carater
qualidade fisiolégica de sementes, como exemplo,geses relacionados
diretamente com a respiracao.

No campo, cerca de 60 a 65% da agua disponiveblooescontra-se
retida a uma forca de -0,03 MPa a -0,50 MPa, estéamiimente disponivel as
plantas. O restante, contido entre -0,5 e -1,5 MPale dificil absorcéo,
podendo ocasionar sintomas de murcha nas planf$ZESER et al., 2000).
Pressupde-se que em solos na capacidade de canggoa@gua esta retida a
uma tensdo de -0,01MPa a -0,04MPa, a germinacdoaocmrmalmente
(MARCOS FILHO, 2005).
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Um dos primeiros fatores observados em condi¢coetfiets hidricos
€ a reducdo na velocidade de germinacao, princgrabrem solos com tensdes
superiores a -0,2MPa (ROSSETTO, 1997). A queda o@eptagem de
germinacéo é detectada quando a agua é retideecmdes superiores a -0,4 a -
0,6MPa (ROSSETTO, 1997; SA, 1987). Tensdes supsriar-0,8 a -1,2MPa
impedem a germinacao.

A imposicdo do estresse hidrico em condi¢Bes dardafrio pode ser
feita utilizando-se véarias solu¢cdes osmobticas, taimo cloreto de potassio,
manitol, cloreto de célcio, polietilenoglicol (PEG$olucbes de polietileno
glicol e manitol, compostos nao toxicos e inertdsn sido usualmente
utilizados como agentes osméticos para simulari¢cdoad de estresse hidrico
(PARMAR; MOORE, 1968). O PEG é um composto quimieata inerte,
considerado como um agente osmatico, constituido npacromoléculas as
quais dificultam a absorcdo de 4gua pelo tegum@titd ELA; DONI FILHO;
SEQUEIRA, 1991)

Ao verificar o grau de tolerancia de dois hibridesmilho em relagéo a
restricdo hidrica pelos potenciais osmoéticos d8;-@,6; -0,9 e -1,2 Mpa,
Queiroz (2010) relatou que a diminuicdo do potdnaidrico, simulado pelo
polietilenoglicol (PEG 6000), provocou reducdes até 52% no indice de
germinagdo de sementes. Quanto maior foi a restrigérica imposta as
sementes, menor foi o indice de velocidade de gagéb e maior foi o tempo
médio gasto para germinacao.

Avaliacdo da qualidade fisiolégica de sementesuagrq cultivares de
soja foi avaliada por Meneses (2007), por meiomtiienciais osméticos 0,0; -
0,2; -0,4; -0,6; -0,8; -1,0 MPa impostos pelo PEBBGO aumento crescente da
concentracdo de PEG 6000 na solugdo restringiukeelgigéio pelas sementes
dos genotipos, reduzindo a porcentagem e a velbeide germinacdo dos

mesmos.
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A porcentagem de germinagéo de 15 gendtipos de, astudados por
Pirdashti et al. (2003), foi reduzida com o aumemiopotencial osmatico em
solucbes de PEG 6000, de modo em que a germina;@arblisada em -1,0
MPa.

O efeito do potencial hidrico induzido por PEG 6®00avaliado por
Braccini et al. (1998), por meio de 7 potenciaiferdintes, tendo o autor
concluido que ao nivel de -0,6MPa a germinacdeigar de cultivares de soja
foram praticamente nulos. Torres et al. (1998n&fiam que a tenséo de -
0,4MPa ¢ a ideal para estimar o desempenho de ssmtomate.

Avaliando a qualidade fisiolégica de sementes deidds simples de
milho-pipoca, sob condi¢do de estresse hidricoziddupor polietileno glicol,
Moterle et al. (2008) concluiram que a diminui¢&o mbtencial hidrico do
substrato € prejudicial & germinacdo das semente® e€rescimento das
plantulas e a tolerncia ao estresse hidrico imdkpeda qualidade inicial das
sementes. Também Vaz de Melo et al. (2012) awddiangerminacao e o vigor
de sementes de trés cultivares de milho-pipocaestiesse térmico e hidrico,
simulado com solugdes de PEG 6000, verificarandagéo da porcentagem de
germinacgédo, do comprimento da parte aérea e aurderitadice de velocidade
de germinacdo (IVG) com o aumento da restricaoidaidDe acordo com o
autor, estresse hidrico provocado pelos potenosiséticos abaixo de -0,4
MPa ocasionaram menor velocidade de germinacacsementes de milho-
pipoca.

Embora sejam conhecidos os efeitos gerais do sstre&lrico no
crescimento das plantas, os efeitos primarios diddidrico em niveis
bioquimicos e moleculares ainda ndo sédo bem ediend{CHAVES;
MAROCO; PEREIRA, 2003; YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZKI,
2005; ZHU, 2002).
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Os produtos génicos induzidos pelo estresse podeniassificados em
trés grandes grupos: 1- aqueles que protegem daptamtra 0s estresses
ambientais; 2- aqueles que regulam a expressaoagéra transducao de sinais
de resposta a estresses e 3- 0s de funcdes desddashéSEKI et al., 2002;
YAMAGUCHI-SHINOZAKI; SHINOZAKI, 2005).

O estresse hidrico desencadeia varios processoguilmizcos e
fisiologicos importantes e ainda afeta o sistema ddfesa de enzimas
antioxidantes e peroxidacao lipidica. Esse cawsaimulo de espécies reativas
de oxigénio (EROS), tais como radicais superoxids), e OH (PASTORI;
FOYER, 2002). A formagéo de eros tem sido relataatavarios autores como
produto do estresse bidtico e abiético (FOYER; NORT 2000; REDDY;
CHAITANYA; VIVEKANANDAN, 2004). A intensidade do d@sesse oxidativo
em uma célula é determinada pela abundancia de priogipalmente nas
formas de superoéxido, peréxido de hidrogénio eceaslihidroxil (NOCTOR;
FOYER, 1998).

Crescentes evidéncias indicam que eros também ofwenti como
moléculas sinalizadoras envolvidas em plantas nagulagdo do
desenvolvimento e respostas de defesa da plantgplafsas protegem suas
células e compartimentos subcelulares dos efeito®xicos das EROS com o
auxilio de compostos protetores, como glutatiooigodascorbicog-tocoferol e
carotenoides (MITTLER, 2002; REDDY; CHAITANYA; VIVEANANDAN,
2004), além de varias enzimas antioxidantes, ti®ca superoxido dismutase
(SOD), ascorbato peroxidase (APX), glutationa reskif GSH), peroxiredoxina
(Prx), catalase (CAT), polifenol oxidase (PPO).

Em plantas sob estresse hidrico, observa-se umraoima atividade
dessas enzimas relacionado ao aumento na toleransigca (ZHU, 2002).
Nesse sentido, o equilibrio entre essas enzimasxalantes é fundamental

para a regulacdo dos niveis de EROS nas célulasmdoanismos enzimaticos
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de destoxificacdo, a SOD atua como a primeira lodnalefesa contra EROS,
transformando o superéxido em peréxido de hidragéni

A SOD consiste num grupo de metaloenzimas capazkerdr a célula
do processo oxidativo, catalisando a formacdo déxm de hidrogénio a
partir de radicais superéxidos. O peroxido de lgjé@nio produzido pela SOD
pode ser convertido em agua e oxigénio pela CABomente a agua pela acéo
da APX. O ascorbato pode reduzir radical livre a@é&nio com ou sem a
catalise da APX e pode indiretamente regeneraroddéintes ligados a
membrana como @ tocoferol (NOCTOR; FOYER, 1998).

A catalase é uma enzima tetramérica encontradgpe@ximos, que
sdo organelas especializadas. Essa enzima tengd@ofde consumir o peréxido
de hidrogénio produzido em condi¢fes estressantésda remover as EROS
(MALLICK; MOHN, 2000).

Estresses bibticos e abidticos, tais como esttddseo, estresse salino,
incidéncia de altas temperaturas e infestacdo mmbgpnos tem sido
relacionados ainda com alterac@es no padrao desside proteinas especificas
(ARAUJO; MARGIS-PINHEIRO; RUMJANEK, 1998). No entn para cada
tipo de estresse existe uma especificidade nasipteteica.

Alguns genes de proteases tém sua expressao ragobmdestresse
osmotico e suas enzimas tém a funcdo de promovénpeza de outras
proteinas degradadas durante o estresse, entra elagjuitina, proteina que
marca outras proteinas alvos da degradacdo ptato# as proteinas do
choque térmico que protegem as proteinas desasivpda desidratacéo.
Proteinas do choque térmico (HSPBleat Shock Proteins) sdo especificas ao
estresse de altas temperaturas, mas a sua siarebém € induzida em
condi¢bes de déficit hidrico (ARAUJO; MARGIS-PINHED; RUMJANEK,
1998). Em uma pesquisa realizada com linhagens ilt® montrastantes em

relacdo a tolerancia a estresse hidrico e térmidficaram-se diferencas no
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padrédo de sintese de HSPs. Uma HSP de 45 kDa $ein@tla apenas nas
plantas tolerantes (RISTIC; GIFFORD; CASS, 1991).

Proteinas LEA podem apresentar funcdo importantegprdéecdo e
estabilizacdo da membrana celular, retendo aguatando a cristalizacao de
moléculas durante a desidratacdo (TAIZ; ZEIGER, 420(Enquanto as
proteinas LEA sao principalmente ativas durante esedvolvimento das
sementes, seus respectivos genes sdo também iwmslendresposta ao estresse
hidrico e estresse ao frio, em fase vegetativa teutesas reprodutivas
(BOSTOCK; QUATRANO, 1998).
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3 CONCLUSOES

Os caracteres prolificidadetay green, intervalo entre florescimentos
feminino e masculino podem ser usados na avalimghieta para tolerancia a
seca.

O estudo precoce da tolerancia a seca € possivehaestricdo hidrica

imposta a semente por meio de substancias osmoticas
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CAPITULO 2

Avaliacdo de linhagens de milho quanto a tolerancia seca

RESUMO

A selecdo de genoétipos que apresentam caractelasonados a
toler&ncia a seca é importante em programas deoraefiento de plantas. Alta
prolificidade, stay green, o reduzido intervalo entre florescimento masaukn
feminino estdo entre os caracteres mais utilizgdoa selecdo indireta para a
tolerancia a seca. O objetivo nesta pesquisa fiaacinco linhagens de milho
do programa de melhoramento da empresa Geneseatss®e Genéticos
Ltda., quanto a tolerancia a seca cultivadas errapapulacées de plantio, 40,
60, 80 e 100 mil plantas fessas condicbes foram avaliados os seguintes
caracteres indiretos relacionados a toleranciaca: sy green, prolificidade,
intervalo entre os florescimentos feminino e masculFoi avaliada também a
gualidade fisiol6gica das sementes e a expressficemzimas alfa amilase,
esterase, catalase, superoxido desmutase, alcosiiralgenase, malato
desidrogenase e proteinas resistentes ao calopédimento foi conduzido em
delineamento em blocos casualizados, no esquempaelas subdividas.
Houve diferengas entre as linhagens para todosa@teres analisados. As
linhagens 63, 64 e 91 foram as que apresentaranorgsaivalores de
produtividade e prolificidade e nas 63, 64, 54 ef@fm observados os
menores valores de intervalo entre os florescinsemi@sculino e feminino. N&o
houve a influéncia das populacdes de plantas solopgalidade fisiologica de
sementes de milho, sendo que os maiores valorgsrdénacao e vigor foram
observados em sementes das linhagens 64, 44 es9inh&gens 63, 64 e 91
sdo consideradas promissoras quanto a toleraseieaa

Palavras-chave: Estresse abiotico. FlorescimewjoulR¢céo de plantas. Selecao
indireta.
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ABSTRACT

Plant breeding programs have been carrying out sttlection of
genotypes that exhibit traits related to droughdremce. High prolificacy, stay
green, and a reduced interval between male andddioaering are among the
traits most used for indirect selection for drougtierance. The objective of
this research was to evaluate five maize lines fitoenmaize breeding program
of the company Geneseeds Recursos Geneéticos Lsddroaight tolerance,
grown at four plant densities, 40, 60, 80 and Tausand plants ha-1.In these
conditions, the following characters evaluated necliy related to drought
tolerance: prolificacy, stay green and intervalwesn female and male
flowering, as related to drought tolerance. We aigaluated the physiological
quality of seeds and expression of the enzymesaakuhylase, esterase,
catalase, superoxide dismutase, alcohol dehydregenand malate
dehydrogenase, and heat resistant proteins. Treximgnt was conducted in a
randomized block design in a split plot layout. fehevere differences between
the lines for all traits analyzed. Lines 63, 64 &idshowed the greatest yields
and prolificacy, and lines 63, 64, 54 and 91 hasl ltwest intervals between
male and female flowering. There was no influenicplanting densities on the
physiological quality of maize seeds, and the higlealues of germination and
seed vigor were observed in lines 64, 44 and 9ted.i63, 64 and 91 are
considered as promising for drought tolerance.

Keywords: Abiotic stress. Flowering. Plant popwatilndirect selection.
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1 INTRODUCAO

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica éasfatores que mais
limitam o desenvolvimento de cultivos agricolassiAs em programas de
melhoramento de plantas tém sido selecionadas vands com alta
produtividade e ao mesmo tempo tolerantes ao setfeglrico. Para isso, a
identificacdo e a compreensdo dos mecanismos @edmoia a seca sao
fundamentais no desenvolvimento dessas novas andtivmais tolerantes ao
déficit hidrico (SHAO et al., 2008).

Nesse sentido, 0 uso de caracteres que se coor@atiindiretamente
com a tolerancia a estresses hidricos, pode melaaéiciéncia de selecdo de
cultivares com tolerancia a seca. Varios sdo oacteres indiretos, fatores
fenotipicos e de facil visualizacdo que se relaiorcom essa caracteristica,
tais como alta prolificidadesay green, reduzido intervalo entre florescimento
masculino e feminino (BANZINGER et al., 2000; KAMARet al., 2003). De
acordo com Mugo, Edmeades e Kirubi (2003), o aumdattolerancia a seca
ocorre simultaneamente ao aumento da tolerancialtas alensidades
populacionais, sem que ocorram perdas em prodatieid

Também a caracterizacdo precoce de gendétipos, @aattlerancia a
seca, por meio de avalia¢des da qualidade fisicddde sementes pode auxiliar
na selecao de cultivares com tolerancia a seca.

A qualidade fisiolégica de sementes depende deowafatores:
genéticos, de formacdo (microsporogénese, maciugfoese e polinizacao),
de maturacgdo, os relacionados aos danos mecamimrsrganismos e insetos,
os decorrentes das condigbes ambientais durantesendolvimento e o
armazenamento e os relativos a densidade, ao taneaahidade das sementes
(CARVALHO; NAKAGAWA, 2000). Apesar de ser adquiriddurante o

desenvolvimento das sementes, a qualidade fisa@légode ser perdida por
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processos deteriorativo €, na presenca de condigbessantes, a deterioracéo
€ um processo inevitavel.

A caracterizacdo de gendtipos por meio dos caexctassociados a
tolerancia a estresse abiético e avaliagcBes dadqdeal fisiol6gica de sementes
podem reduzir os custos e tornar pratica a sele¢@m, de fornecer parametros
gue auxiliardo na sele¢éo de novos genétipos.

Nesse sentido, os objetivos neste trabalho foraatiaavo desempenho
de linhagens de milho, cultivadas em quatro po@éagle plantio por meio de
caracteres indiretos relacionadas com a tolerénaaca; avaliar a qualidade
fisiologica de sementes de cinco linhagens de mitaduzidas em quatro

populagbes de plantas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalac@o e conducao dos experimentos

O trabalho foi conduzido na area experimental eatwratério Central
de Sementes do Departamento de Agricultura da thiilsele Federal de
Lavras (UFLA), municipio de Lavras, MG, a 910 m aldtude, latitude de
21°14’S e longitude de 45°00 W.

O solo é classificado como Latossolo Vermelho Dfgto, fase
Cerrado e essa regido apresenta clima tipo Cwledaificacdo de Koppen. A
temperatura meédia anual é de 19,4°C e a pluviosidse distribui,
principalmente de outubro a abril, com valores andea 1529,7 mm.

Foi instalado um campo para a multiplicacdo e agab das sementes
de cinco linhagens de milho, 63, 54, 64, 44 e @hbtjpos provenientes do
programa de melhoramento de milho da empresa GaesRecursos
Genéticos Ltda.

Foram utilizadas quatro popula¢gdes de plantas6@0380 e 100 mil
plantas.hd. O delineamento experimental utilizado foi o Delimento em
Blocos Casualizados, com trés repeticdes, no esguenparcelas subdividas
no espacgo, sendo as linhagens dispostas nas papréiaipais, sendo cada
parcela composta por 4 linhas com 16 metros, nacespento de 0,8m entre
linhas. Nas subparcelas foram trabalhadas as diésreopulacdes de plantas,
compostas por 4 linhas com 4 metros de comprimeatia. Foi considerada
parcela util as duas linhas de semeadura centaiadh parcela.

A semeadura foi realizada em 18/11/2011 e ap6$a30fai realizado o
desbaste para o0 ajuste da populagdo de plantass Taxl tratos culturais e

fitossanitarios foram realizados de acordo com eessdade da cultura. Os
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dados climéaticos de temperatura média e precigitagdiante a conducédo do

experimento estéo representados no Grafico 1.
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Por ocasido do florescimento, as plantas das duaassl da bordadura
foram autofecundadas para multiplicagdo das sesmenpesterior avaliacdo da
qualidade fisiologica das sementes. Para issospigas foram protegidas com
sacos plasticos, antes da emissdo dos estilo-estiglfQuando havia
receptividade dos estilo-estigmas, 0s penddes dpectva planta eram
cobertos com saco de papel para evitar a contaftingenética, e no dia
seguinte as plantas foram autofecundadas manuament

A colheita dos gréos foi realizada em 10/05/2012. espigas das
parcelas uUteis foram colhidas e despalhadas maao@nguando a umidade
dos graos atingiu aproximadamente 20% e debullerdasihador de espigas e
secadas a sombra.
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espigas provenientes de autofecundacdo foramhidesl

manualmente, secadas em secador de espigas at854€ sementes atingirem

o teor de agua de 13%. A debulha foi realizada alamente e as sementes

foram classificadas em peneiras de crivos circelafeoram utilizadas as

sementes que ficaram retidas nas peneiras 19/6%46d.2Posteriormente as

sementes foram armazenadas em camara fria a I®WWhabmento das analises

fisiologicas e enzimaticas.

2.2 Avaliagédo de caracteres indiretos relacionada@stolerancia a seca

Foram avaliados os seguintes caracteres:

a) florescimento Masculino e Feminino: foi determinado pelo

b)

namero de dias da semeadura até que 50% das plisteada
parcela tivessem, respectivamente, antese e estilpmas visiveis.
Definiu-se o florescimento masculino como a datditeracao do
pélen e o florescimento feminino quando os estligenas

atingiram 1 cm de comprimento;

intervalo entre os florescimentos feminino e masadulo em dias

(IFMF): o intervalo entre os florescimentos foi determmamn

dias pela diferenca da semeadura aos florescimdato®ino e

masculino. Para eliminar os possiveis valores hegatos quais
dificultariam a analise de variancia, foi adicioaad todos os
valores de IFMF uma constante de valor 100;

stay green: avaliado a partir da maturidade fisiolégica do&og,

aos 125 dias apdés o semeadura, por uma escalaated®l a 5,
conforme metodologia sugerida por Costa et al. §2@n que a

nota 1 referiu-se as plantas com todas as folhasaagda espiga e



46

pelo menos duas folhas verdes abaixo da espiga;2nats plantas
em que todas as folhas acima da espiga estivesselasy nota 3,
as plantas em que duas folhas acima da espigassgtim secas e as
demais verdes; nota 4, as plantas em que duas fothapice da
planta estivessem verdes; e nota 5, as plantasuemtaglas as
folhas estavam secas. As notas foram atribuidadas tas plantas
da parcela de maneira geral, de 7 em 7 dias, atgirah nota
maxima. Para analise, foi utilizada a média dassabrrigidas
pela data do florescimento feminino de cada linhgge

d) prolificidade: referiu-se ao nimero médio de espigas por pkmta
cada parcela;

e) produtividade de gréos obtida por meio da transformacéo do peso
de grdos obtido na &rea util da parcela, expressokg ha',
corrigidos para o grau de umidade de 13%;

f) peso de 100 graodoram determinados os pesos de seis amostras
de 100 gréos, da producéo final de cada parcetdagicos para o

grau de umidade de 13%.

2.3 Avaliacdo da qualidade das sementes produzidasob diferentes

populagdes de plantas

Para a avaliacdo da qualidade fisioldgica, forafizatlas as sementes
produzidas nas trés repeticbes do campo (60 paycedaparadamente. No
laboratério, cada repeticdo se transformou em dudsmostras, totalizando
seis repeticfes. Apds aconducdo dos testes forasidevadasas médias das
duas subamostras.

O teor de agua das sementes foi determinado pelodmée estufa a
105°C durante 24 horas, utilizando-se duas subaassogtra cada tratamento,
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conforme as Regras para Andlise de Sementes — BR8SIL, 2009). Os
resultados foram expressos em percentagem media (ibada).

As sementes foram tratadas com o fungicida VITAVAXIRAM 200
SC, na dosagem de 3 ml/kg de sementes, anteslidagéa dos testes.

A avaliacdo da qualidade das sementes foi feit@spdguintes testes:

a) germinacdo: foi realizado com seis subamostras de 50 sementes
para cada tratamento, em papel toalha, tipo Gestnita forma de
rolo, umedecido com agua na quantidade equivae{® vezes o
peso do substrato seco. A germinacdo foi realizatiamperatura
constante de 25°C e as avaliacdes foram feitaquaiso e sete dias
apoés a semeadura, segundo as Regras para AnalSenuentes
(BRASIL, 2009);

b) indice de velocidade de germinac@@valiado diariamente a partir
do 2° dia, efetuado em conjunto com o teste de igag@o. Foi
adotado como parametro para a avalicdo o nimeptadaulas que
atingiram no minimo 3 cm de parte aérea e 4 cmadge até a
estabilizacdo. O indice de velocidade de germinagéavés da
expressao de Maguire (1962);

c) envelhecimento acelerado: 0 método utilizado foi o de
minicAmaras do tipo gérbox' onde seis subamostras de 50
sementes foram distribuidas sobre uma tela suspensderior da
caixa contendo 40 ml de agua. As sementes perntanece
incubadas durante 96 horas, numa temperatura dg& 4@os a
incubacao foi avaliado o teor de 4gua das semeties.seguida,
foi efetuado o teste de germinacdo como descrigriarmente. As
avaliacbes foram realizadas aos quarto e sétimg djgds

semeadura, contabilizando o porcentual de planhdegais;
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d) velocidade de germinacdo em sementes envelhecidagaliada a
partir do 4° dia, efetuado em conjunto com o tesie
envelhecimento acelerado. Foi adotado como paréametira
avalicdo, o nimero de plantulas que atingiram mumd 3 cm de
parte aérea e 4cm de raiz, até a estabilizacacerRPomente, foi
determinado o indice de velocidade de germinacda pa
expressao proposta por Maguire (1962);

e) teste de frio sem soloseis subamostras de cinquenta sementes por
repeticdo foram distribuidas em papel toalha tipernitest
umedecido com agua destilada numa propor¢éo dedrés o seu
peso seco. Os rolos foram confeccionados como ste tde
germinacdo e ap0s a semeadura foram acondiciomedogerior
de sacos plasticos e mantidos em camara fria @ayuwa 10°C
durante sete dias. Em seguida foi efetuado o tstgerminacao
como descrito anteriormente. As avaliacOes foraatizadas aos
quarto e sétimo dias ap0s semeadura, contabilizangkercentual
de plantulas normais;

f) velocidade de germinacdo em sementes submetidastaste de
frio: avaliada a partir do 3° dia, efetuada em conjupta o teste
de frio. Foi adotado como pardmetro na avalicAmimero de
plantulas que atingiram no minimo 3 cm de parteaér4 cm de
raiz, até a estabilizacdo. Posteriormente, foirdetado o indice
de velocidade de germinacdo pela da expressdo gteogmr
Maguire (1962).
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2.4 Analises isoenzimaticas em sementes produzidaob diferentes
populagdes de plantas

Para cada populacdo de plantas foram utilizadas doebstras de 50
sementes de cada linhagem. As amostras foram ndaseraanualmente em
almofariz, na presenca de antioxidante PVP (Pdlpiirolidona) e em
nitrogénio liquido e armazenadas deep freezer a -86°C. Para a extracdo das
isoenzimas esterase (EST), catalase (CAT), supmkrogismutase (SOD),
alcool desidrogenase (ADH) e malato desidrogenabtbH), foram
adicionados 250 pl do tampéao de extracao (Tris{ZV pH 8,0) e 0,1% dg-
mercaptoentanol as subamostras de 100mg do matexi@drado, O material
foi colocado em geladeira por 12 horas e depoitiftegado a 14000 rpm por
30 minutos a 4°C. A eletroforese em géis de paléanida foi desenvolvida em
sistema descontinuo (7,5% gel de separacdo e 4eb%egconcentracdo). O
sistema tampao gel/eletrodo utilizado foi o Triwigh pH 8,9. Para proceder a
corrida eletroforética, foram aplicados na canalétagel 50 pl de cada
sobrenadante e a corrida realizada aos 4°C a J&\4 horas. Ao término da
corrida, os géis foram revelados na presenca dustratos especificos para as
determinadas enzimas (ALFENAS, 1998).

Para a extrac@o da enzimamilase, as sementes foram colocadas para
germinar em rolo de papel por um periodo de 70sh@acorrido esse periodo,
0s eixos embrionarios e escutelos das sementes folescartados e os
endospermas restantes foram triturados a frio, lemofariz, na presenca de
nitrogénio liquido. Para a extracdo, 200mg do p& damentes foram
ressuspendidos em 600 pl do tampédo de extracds-HGi 0,2M, pH 8,0 +
0,4% PVP). A revelagdo foi feita aplicando-se 40dplextrato proteico em
cada canaleta, nos géis de poliacrilamida a 7,58b dgparador — contendo

amido) e 4,5% (gel concentrador).
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Para a extracdo das proteinas resistentes ao foabon adicionados as
amostras ja maceradas a soluc¢édo tampé&o (50mM @is#5; 500mM NaCL;
5mM MgCI2; 1mM PMSF) na proporcdo de 1:10 (pesordterial: volume
tampéo de extracdo), e transferidos para microtdbosapacidade de 1540
Os homogeneizados foram centrifugados a 14000rpr8@minutos, a 4°C, e
0 sobrenadante foi incubado em banho-maria a 85C 1 minutos e
novamente centrifugado. O sobrenadante foi vesitiomicrotubos e pellet,
descartado. Antes da aplicacdo no gel, os tub@sndstras contendo WD de
extrato + 4QL de solugcdo tampdo da amostra (2,5mL de glic&rdi6g de
SDS; 20mg de azul Bromofenol e completado o volpara 20 ml de tampéo
de extracdo Tris pH 7,5) foram colocados em banAbamcom agua em
ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicadosul50do extrato com proteinas
resistentes ao calor + tampao da amostra por ¢anaha gel de poliacrilamida
SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel coredoty. A corrida
eletroforética foi realizada a 150 v e os géis @osaemCoomassie Blue a
0,05%, durante 12 horas e descorados em solucdacide acético 10%
(ALFENAS, 1998).

2.5 Andlises estatisticas

Para as andlises fisiolégicas foi feita a médiadidos para as duas
subamostras de cada uma das 3 repeticbes no esgeepaacelas subdividas
no espaco. Os resultados foram submetidos a andésevaridncia e a
comparacdo das médias dos tratamentos para todestes foi feita pelo teste
de Scott & Knott, ao nivel de 5% de probabilidads. andlises estatisticas
foram realizadas nsoftware Sisvar® (FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Caracteres indiretos relacionados a tolerancia seca

Pelo resultado da andlise de varidncia (TabelakBgrva-se diferencas
significativas para linhagens em relac@o a todasoacteres analisados.

Nas diferentes populacdes de plantas, houve difasenignificativas
para producdo, prolificidade, florescimento feminire intervalo entre
florescimento masculino e feminino.

N&o houve interacdo significativa entre linhagenpopulagcbes de
plantio, ou seja, as linhagens se comportaram deinasemelhante em todas

as populacdes de plantio analisadas.



Tabela 1 Resumo da andlise de variancia dos ddidwo® para os caracteres de producdo peso derd68 (P100),
prolificidade (Prol.),stay green (Stay G.), florescimento masculino (FM), florescimentminino (FF) e
intervalo entre florescimento masculino e feminjiteMF)

QM
Fatores GL (E;}?a) P100 (g) Prol.  SayG. FF FM IFME
Linhagem 4 11878367,6* 152,08* 0,14* 813"  23WF* 141,90 34,15
Bloco 2 2092424,7 0,25 0,05 0,02 1,55 1,35 0,20
Erro 1 8 792958,1 2,77 0,03 0,01 1,22 0,85 0,51
Pop. de plantas 3 6290913* 3,16 0,26** 0,05 6,64* 0,49 3,93*
Linha*Pop. 12 428992,5 1,85 0,01 0,05 0,49 0,49 30
Erro 2 30 333073,8 1,37 0,01 0,03 0,68 0,5 0,40
CV 1(%) 21,61 6,29 17,02 2,78 1,35 1,14 0,71
CV 2 (%) 14,00 4,42 11,60 4,48 1,01 0,88 0,63

* **Significativo ao nivel de 5% e 1% de probabéide, respectivamente pelo teste F
! dados transformados em (x+100) para analise sttati

Zs



53

Em relagdo a produtividade (kgha (Tabela 2) observa-se a
superioridade das linhagens 63, 64 e 91 em relag@®mais. Nas populacdes
de 100.000 e 80.000 plantas‘feaam observados maiores produtividades, fato
gue ja era esperado em razao do maior nimero dgla

Para o peso de 100 graos, nas linhagens 63 e ifidorese as maiores
médias, seguidas das linhagens 54 e 44. O menompédio de 100 graos foi
observado para a linhagem 91. N&o houve difereegae as populacbes de

plantas.



Tabela 2 Médias para producédo, peso de 100 gra@9)Porolificidade stay green, dias para o florescimento feminino,
dias para o florescimento masculino e intervaloeefibrescimento masculino e feminino (IFMF)

. Produgéao P100 .
Linhagem (kg/ha) ) Prolif. Stay Gr. FF FM IFMF
63 5212 a 30,66 a 1,05a 4,44 c 78,0b 78,7b a0,7
54 2849 b 25,90 b 0,89 b 500e 76,0 a 76,4 a a0,4
64 4683 a 29,50 a 1,07 a 3,90b 84,5d 83,2¢c 13b
44 3312 b 23,98 b 0,88 b 295a 86,2 e 83,2¢c 3,0c
91 4547 a 22,29 ¢ 1,12 a 4,81d 83,4 c 84,4d -1,0a
PO%T;%Z? de Produgéao P100 Prolificidade Stay Green FF FM IFMF
40.000 3376 b 27,11 a 1,19a 4,19 a 80,9 a 8l1a 0,la-
60.000 3808 b 26,46 a 1,00 b 4,17 a 8l,3a 8l,la ,2a0
80.000 4495 a 26,23 a 0,92 c 4,23 a 819hb 8l,1la ,7b0
100.000 4804 a 26,07 a 0,89 c 4,30 a 82,5b 8l5a 1,0b

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna, riéicedi entre si, estatisticamente pelo teste de 8¢ttott a 5% de probabilidade

1]
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Maiores valores de prolificidade (Tabela 2) forabservados para as
linhagens 63, 64 e 91, seguido pelas linhagens &4 ®entre as populagbes
analisadas, a de 40 mil plantas*haesultou em maiores valores de
prolificidade. Populacées de 80 e 100 mil plant&sgroporcionaram menores
valores de prolificidade. De acordo com Bolafiosim&ades (1993), cultivares
de milho que apresentem prolificidade elevada téais ncondicbes de se
adaptar em ambiente com estresse, tais como atesdddes de semeadura.
No entanto, a sele¢do para esse carater isoladampedéria ocasionar efeitos
indesejaveis em outras caracteristicas (JAMPATONS. £2000), tornando-se
necessaria a selecdo para tolerancia a estressadhasm um conjunto de
caracteristicas, possibilitando a aplicacdo dosfii@as da prolificidade.

Menor stay green foi encontrado para a linhagem 44, seguida pela 64
Dentre as diferentes populacdes de plantas ndcehtiferencas significativas.

Segundo Zaidi et al. (2004), o caractay green esta diretamente
relacionado com a tolerancia a estresses hidrpis afloracéo.

Ao comparar os dados de producdo estdg green ndo se observou
relacdo entre os caracteres, uma vez que a maadutjvidade foi observada
para as linhagens 63, 64 e 91 e as respectivas patastay green foram 4,44,
3,90 e 4,81, respectivamente. De acordo com Zaidi.g2004), maiostay
green estaria relacionado com um maior nimero de semeeenvolvidas por
espiga, um maior peso médio e um melhor rendimeasnjtado esse que nao
foi observado nesta pesquisa.

No que se diz respeito ao intervalo entre floresotm feminino e
masculino, menores valores foram encontrados atmlzgagens 63, 54 e 91,
seguidas pelas 44 e 64. Nas populacdes de 40 @ planias hdobservaram-
se 0s menores valores para esse carater, ao aodadmpopulacdes de 80 e 100
mil ha', onde se observou os maiores indices de IFMF oBaialores de IFMF

retratam um sincronismo no florescimento, o queegatantir uma adaptagéo a
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determinado estresse e a maior producdo de gr&saseondicdes (DURAES
et al., 1998).

O maior intervalo de florescimento entre os paisntaasculino e
feminino pode inviabilizar a producdo de sementésidas uma vez que o
sincronismo de florescimento entre as plantas dosnpais é necessario para
garantir o cruzamento.

A viabilidade dos estilo-estigmas da maioria doségipos de milho
ocorre em torno de 14 dias e a partir de 2 a 3ajés a liberagdo dos gréos de
pélen com duracdo entre cinco a oito dias apégesarfVIANA et al., 1999).
Assim, valores negativos de IFMF indicam que a sAtisdos estilo-estigmas
ocorreram antes do inicio da polinizacdo, garaotiogle o processo de
fertilizacdo seja otimizado.

Ao analisar os dados de florescimento masculino ho@ive diferencas
desses entre as diferentes populacdes de plaratbsléT2). No entanto, para o
florescimento feminino, o aumento na populacéo tefl@éncia aumentando-se
o0 periodo para a emissao dos estilo-estigmas. Aé@twa de estresse durante o
florescimento pode atrasar a liberagcdo dos ediligraas, entretanto a
liberacdo do pdlen pouco é influenciado por essegaso (RIBAUT et al.,
1996).

Observa-se nas linhagens com menores valores d&, B8l e 91,
também os maiores valores de prolificidade. SeguBdiaziger, Edmeades e
Lafitte (2002), reduzido IFMF diminui o abortamerttas espigas e apresenta
estreita correlacdo com nimero o de espigas potapla
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3.2 Qualidade fisiol6gica de sementes produzidastsdiferentes populacdes

de plantas

O grau de umidade médio das sementes no momemaalizacdo dos
testes foi de 12,2 com variacdo maxima de 1%.

Pelo resumo da andlise de varidncia (Tabela 5) gam@dados obtidos
nos testes para a avaliacdo da qualidade fisi@dodis sementes observa-se
efeito significativo apenas para o fator linhagexsn excecao para o indice de
velocidade de germinagdo (IVG) em sementes subasetid envelhecimento
acelerado.

N&do houve efeito significativo para a interacdoreeriinhagens e
populacéo de plantio, demonstrando que ndo hodkeirtia da populacdo de

plantas na qualidade fisiolégica das sementes.



Tabela 3 Resumo da analise de variancia dos ddmeswados nos testes de germinacgéo, envelheciraeaterado e
para o teste frio de sementes das linhagens de B®h54, 64, 44 e 91, produzidas sob diferentpsilpgdes

de plantas
QM
Fatores GL Germinagao Envelhecimento acelerado Teste frio
4 dias 7 dias IVG 4 dias 7 dias IVG 4 dias 7 dias VGI

Linhagem 4 33,6* 21,3* 66,7* 52,1* 27,4* 50,9 24,0 17,4* 182,2*

Bloco 2 8,9 2,3 9,9 4,5 1,9 18,7 2,3 2,1 3,4

Erro 1 8 59 51 3,2 4,7 1,0 22,2 4,4 2,4 7,0

Populacéo de

plantas 3 1,2 0,3 15,3 8,6 0,7 7,1 0,4 0,5 26,2
Lin.*Pop. 12 49 2,9 4,6 8,4 1,3 11,2 29 2,4 11,6

Erro 2 30 4,0 3,7 7,0 12,7 3,6 12,2 4,0 3,2 18,7
CV1 (%) 2,51 2,3 6,7 2,2 1,0 16,7 2,1 1,6 6,0
CV 2 (%) 2,05 2,0 9,9 3,6 1,9 12,3 2,1 1,8 9,9

* Significativo ao nivel de 5% de probabilidadetiste F

8§
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As meédias dos dados obtidos nos testes para @@ldeg qualidade
fisiologica estéo representadas na Tabela 4.

Pelos resultados do teste de germinacao aos 4ias,/fdi possivel
diferenciar as linhagens em 2 classes, sendotzggiims 64, 44 e 91 superiores
em relacdo as linhagens 63 e 54. Maiores valorédg@doram observados em
sementes das linhagens 54 e 91.

Na condugéo do teste de envelhecimento aceleraidaydliado o grau
de umidade das sementes antes e apOs o periodwugag¢do (Tabela 5).
Houve uniformidade na embebicdo das sementes gdwa bs lotes analisados.
De acordo com Marcos Filho (2005), variagcfes editee4% entre as amostras
sdo toleraveis para o teste de envelhecimentoradele

Pelos resultados desse teste, observa-se maior aip 4 dias em
sementes das linhagens 91, 44, 64 e 54 e aos 4pdiasas sementes das
linhagens 91, 44 e 64. Quanto ao IVG avaliado emesites envelhecidas ndo
foi possivel diferenciar as linhagens. O envelheaitm acelerado de sementes é
um teste de vigor que fornece informacbes relatiram seguras sobre
armazenabilidade dos lotes e do potencial de emeggé&las plantulas em
campo (FRIGERI, 2007).

Pelos resultados do teste frio, verifica-se tamlésuperioridade das
linhagens 91, 44 e 64, aos 4 e 7 dias de avaliddamres valores de IVG
nessas condicdes foram observados para a linhajem 9

Linhagens adaptadas ao clima temperado podem ataesmais
tolerancia a baixas temperaturas durante o prodesgerminacao.



Tabela 4 Resultados médios (%) dos testes de gagéon envelhecimento acelerado e teste frio, deerges das

linhagens de milho 63, 54, 64, 44 e 91 produzidasdiferentes populacdes de plantas

Linhagem Germinagéo Envelhecimento Acelerado Teste Frio
4 dias 7 dias IVG 4 dias 7 dias IVG 4 dias 7dias VGl
63 95 b 96 b 239b 94 b 96 c 248 a 96 b 96 b 40,6
54 96 b 97b 29,1a 97 a 97 b 29,5a 96 b 98 a 15,5
64 98 a 99 a 275b 98 a 99 a 29,0 a 97 a 98 a b45,7
44 97 a 99 a 245D 99 a 100 a 28,2 a 98 a 99 a 1 c39,
91 99 a 99 a 28,2 a 99 a 99 a 299 a 99 a 100a 4 a48,

*Médias seguidas de mesma letra na coluna, naredifentre si estatisticamente pelo teste de S¢atbé a 5% de probabilidade

Tabela 5 Teor de agua (% em base Umida) das sesvagriie o teste de envelhecimento acelerado

Linhagem Populagao de plantas
40.000 60.000 80.000 100.000
63 22,50 22,14 21,72 22,13
54 23,43 22,83 21,81 21,64
64 21,93 22,82 20,60 21,90
44 21,63 22,71 23,25 21,65
91 22,46 22,11 22,53 23,69

09
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De uma maneira geral, foram observados valores déayerminacgéo e
vigor em sementes das linhagens avaliadas. Ressaljge essas sementes
foram colhidas, secadas e processadas utilizanddeseecnologias que
propiciam a alta qualidade de sementes. No entar#emo nessas condi¢cdes,
considerando-se todos os testes utilizados, fosipelsobservar os maiores
valores de germinacao e vigor em sementes dagénkab4, 44 e 91 em seis
dos nove testes utilizados. Nesse mesmo sentidoore® valores de

germinacgéo e vigor foram observados em sementigshdgem 63.

3.3 Expressdes de proteinas em sementes produzidaas diferentes

populacdes de plantas

Na Figura 1, estdo representados os padrdes ist@#itios da enzima
a-amilase em sementes das linhagens de milho paskizém diferentes
populagbes de plantas. De maneira geral, maiopessdes foram observadas
para as sementes das linhagens 63, 54 e 64.

Em sementes da linhagem 64 foi observada uma maf@dicional
marcada na Figura 1A com o nimero 1, em relacacpadses observados
para as demais linhagens. Também em sementesntdagdns 63 e 54 foram
observadas maior expressdo da enzima quando pdesuma populacdo de
100.000 plantash

Em milho, a enzima alfa amilase, ao promover adhislr do amido,
disponibiliza os carboidratos necessarios ao debemento do embrido,
possibilitando assim o processo germinativo (FRANEOal., 2002). No
entanto, Oliveira (2013) ressalta que além dosgdae amilases, varios outros
genes podem estar envolvidos no controle do cagat@iidade fisiol6gica de

sementes, como exemplo, os genes relacionadoard@ete com a respiragao.
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Os padrdes de expressdo da enzima esterase estésergados na
Figura 1B. N&o foi possivel observar diferencasiicativas na expressao
dessa enzima em sementes produzidas sob difeneopesacdes de plantas,
resultado também observado quando da avaliacdaalaade fisiologica de
sementes.

Maior expressdao da enzima esterase foi observadaeementes da
linhagem 64 e menor expressédo na linhagem 91.

Na Figura 1C, esté representado o perfil da exfjoese proteinas
resistentes ao calor. As diferengas observadasxp@essao referem-se aos
gendtipos. Padrdes similares foram observados emarges das linhagens 63,
54 e 91, independentemente das populacdes de oplaas quais foram
produzidas. Nas sementes da linhagem 44 foi old&rreenor expressao de
proteinas resistentes ao calor.

Essa classe de proteinas € responsavel pela praezstabilizacdo da
membrana celular, retendo agua e evitando a @estalo de moléculas durante
a desidratacdo (TAIZ; ZEIGER, 2004). De acordo ddenezes et al. (2008),
padrdes de proteinas resistentes ao calor apreseetgolimorficos e estaveis
em sementes de milho com diferentes niveis de dad#di o que faz dessa
classe de proteinas um excelente marcador nafidegdio de cultivares.

Para a enzima MDH (Figura 1D), também néo foi pessbbservar
diferencas significativas nas expressdoes em sesmpnbduzidas sob diferentes
populagbes de plantas. Menor expressdo dessa erfeimabservada em
sementes da linhagem 54 e maior expressao em sntEntinhagem 63. Essa
enzima, relacionada a respiracdo aerobica é cadéigor cinco locos e é
encontrada em grande abundancia em diferentes edagarelulares, nas
mitocéndrias e no citoplasma (GOODMAN; STUBER, 19&Yevido a isso, a

alteracdo na sua expressdo sO é observada em surodeteriorativo mais
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avancados em sementes, sendo assim consideradauador ineficiente da
qualidade fisioldgica.

Pelo zimograma da enzima SOD (Figura 1E), ndodesivel observar
diferencas de expressdo em sementes produzidatifemntes populagdes de
plantas. Menor expressao da enzima SOD foi obseydemaneira geral, em
sementes da linhagem 91. Sementes dessa linhagam fmnsideradas de
maior qualidade fisiolégica na maioria dos testdizados para a avaliacdo da
qualidade fisiologica. A SOD é considerada umareazantioxidante que atua
em mecanismos de destoxificacdo, agindo como aepdniinha de defesa
contra espécies reativas de oxigénio, transformanslaperéxido em perdxido
de hidrogénio (NOCTOR; FOYER, 1998).

Para a enzima ADH (Figura 1F), de maneira gerabbdeervada maior
expressdo em sementes produzidas na populagdo Gde0Q0plantas ha
(linhagens 64, 44 e 91). A enzima ADH atua no nwisimo anaerobico,
reduzindo acetaldeido a etanol e oxidando NADH DNABRAY; BAILEY-
SERRES; WERETILNYK, 2000).

Maior expressdo da enzima catalase (Figura 1G)liservada em
sementes da linhagem 44. A atividade dessa enzitdarelacionada com a
decomposicdo de peréxido de hidrogénio formado [®IXD nas células,
funcionando como uma segunda linha de defesa nld@ALLICK; MOHN,
2000). A reducédo na atividade de CAT pode tornsgraente mais sensivel aos
efeitosde O2 e radicais livres sobre acidos gringsturados de membrana e a
producdo de produtos de peroxidacéo de lipideamdados (GOMES et al.,
2000).
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Figura 1 Padrbes proteicos para alfa amilase (8fgrase (B), proteinas
resistentes ao calor (C), malato desidrogenase gOperoxido
desmutase (E), alcool desidrogenase (F) e cat@igsem sementes
das linhagens de milho 63, 54, 64, 44 e 91 prodsz&in diferentes
populacdes de plantas (40: 40.000 plantas;H80: 60.000plantas
ha™; 80: 80.000 plantas h& 100: 100.000 plantas Ha

Mesmo trabalhando com seis sistemas enziméticesioahdos aos
sistemas antioxidantes, da respiragdo e com pasteésistentes ao calor ndo
foi possivel associar a expressado de proteinasosorasultados de qualidade
fisiologica observados nesta pesquisa. Como jdnfmicionado sdo varios os
genes que controlam essa caracteristica de qualfdémlogica de sementes.
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4 CONCLUSOES

Para as avaliacbes de producdo, prolificidade enalos entre
florescimentos feminino e masculino, as linhageds&d e 91 mostram-se as
mais promissoras quanto a tolerancia a seca.

O aumento da populagdo de plantas nado interferequaidade
fisiologica das sementes.

Melhor qualidade fisiolégica é observada em semsedts linhagens
64, 44 e 91.
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CAPITULO 3

Desempenho fisioldgico e expressao de isoenzimassamentes de milho

submetidas a diferentes potenciais hidricos

RESUMO

A caracterizacdo precoce de genotipos, por meiawddiacdes da
gualidade fisiologica de sementes, bem como asandé sistemas enzimaticos,
pode fornecer parametros que auxiliardo na selelionovas cultivares
tolerantes a deficiéncia hidrica. Assim, o objetiaste trabalho foi avaliar a
gualidade fisiologica e a expressdo de proteinasamentes de linhagens de
milho, submetidas a diferentes potenciais hidriBasa isso, foram avaliadas a
qualidade fisiologica e a expressdo das isoenzisugeroxido desmutase
(SOD), catalase (CAT), glutamato oxalacetato tramsase (GOT), esterase
(EST), malato desidrogenase (MDH), &lcool desidnage (ADH) e proteinas
resistentes ao calor em sementes de cinco linhatgenslho, do programa de
melhoramento da empresa Geneseeds Recursos Gsnétieo, submetidas
aos potenciais hidricos de 0.0, -0.3, -0.6 e -OF&aMVaior valor de germinacao
nos menores potenciais hidricos foi observado enestes da linhagem 63. No
entanto, quanto ao vigor, as sementes das linh&jers44 foram superiores.
Maior expressdo das enzimas SOD e CAT, consideregia® enzimas do
sistema antioxidante foi observada em sementebnifegens 44 e 91. Assim,
as linhagens 44 e 91 foram consideradas como kmsagromissoras quanto a
tolerancia ao estresse hidrico.

Palavras-chave: Qualidade fisiologica. EstressedoidTolerancia a seca.
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ABSTRACT

Early characterization of genotypes by meanssséssments of seed
quality, as well as analysis of enzymatic systetas, provide parameters that
will assist in the selection of new cultivars talet to water stress. Thus, the
objective of this study was to evaluate the phygjimal quality and protein
expression in seeds of maize inbred lines undéerdifit water potentials. For
that reason, we evaluated the physiological quadityl expression of the
isoenzymes superoxide dismutase (SOD), -catalase T)(CAylutamate
oxaloacetate transaminase (GOT), esterase (ESTlatenalehydrogenase
(MDH) and alcohol dehydrogenase (ADH), and headttast proteins in seeds
of five maize inbred lines from the maize breedpmggram of Geneseeds
RecursosGenéticos Ltda., subjected to water paterdf 0.0, -0.3, -0.6 and -
0.9 MPa. Higher germination value in lower watetembials was observed in
seeds from line 63. However, in regard to vigoe, skeds from lines 91 and 44
were superior. Increased expression of the enzg#3 and CAT, considered
as enzymes of the antioxidant system, was obsémveekds of lines 44 and 91.
Thus, lines 44 and 91 were considered as promifingolerance to water
stress.

Keywords: Physiological quality. Water stress. Qyioitolerance.
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1 INTRODUCAO

O estresse pela baixa disponibilidade hidrica éasifatores que mais
limitam o desenvolvimento de cultivos agricolas.isMde 90% da area de
milho cultivados no mundo é de sequeiro, e as peeda produtividade anual
em decorréncia da seca ficam em torno de 15% denpiat de rendimento
total. As perdas sdo mais intensas em paises disgicie dependem de uma
temporada de chuvas relativamente imprevisivel panascimento da cultura,
e menos significativas em areas temperadas, oindgagdo é mais comum e a
precipitacdo é mais distribuida ao longo da temga(BEDMEADES, 2008).

A tolerancia a condicdes de déficit hidrico é waladependendo do
estadio de desenvolvimento da cultura. No entanbmportante a identificacdo
precoce de genétipos que apresentem toleranciaresss hidrico, o que
justifica o estudo relacionado a esse estressatguoaprocesso de germinacdo
(THAKUR; SHARMA, 2005).

A caracterizacdo de gendtipos, por meio das adafacle qualidade
fisiolégica de sementes, pode fornecer parametresagxiliardo na selecao de
novas cultivares mais adaptadas as condicdes i tédrico.

Déficits hidricos durante o processo de germingitem impedir a
germinacgédo, alterar a velocidade, o tempo e a wmiflade da germinacéo,
comprometendo o estabelecimento da cultura. Entetas niveis de respostas
em relacdo a essas variaveis, dependem tanto dodgr&stresse quanto da
tolerancia da espécie (KRANNER et al., 2010).

A qualidade fisiolégica é adquirida durante o desbimento das
sementes, podendo ser perdida por processos datienoe, na presenca de
condicdes estressantes, a deterioragdo € um podoesgavel.

A imposicao do estresse hidrico em condicdes dwdadrio pode ser

feita por meio de solu¢des osmdticas, tal comocselsi de polietilenoglicol
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(PEG), o qual se caracteriza como um compostoddcote inerte, constituido
por macromoléculas, as quais dificultam a absodgidgua pelo tegumento
(VILLELA; DONI FILHO; SEQUEIRA, 1991), que vém seadusualmente
utilizados como agente osmatico para simular cdiedigle estresse hidrico.
Dessa forma, os objetivos neste trabalho foramiaval qualidade
fisiologica e expressdao de proteinas em sementebnklegens de milho,
submetidas a diferentes potenciais hidricos vis@nselecao de gendtipos com

tolerancia a condi¢des de déficit hidrico.



74

2 MATERIAL E METODOS

2.1 Instalac@o e conducao dos experimentos

O trabalho foi conduzido na area experimental eatmwratério Central
de Sementes do Departamento de Agricultura da thidlade Federal de
Lavras (UFLA), municipio de Lavras, MG, a 910 m alétude, latitude de
21°14’S e longitude de 45°00 W.

O solo é classificado como Latossolo Vermelho DBfgto, fase
Cerrado. Essa regido apresenta clima tipo Cwb assificacdo de Koppen. A
temperatura meédia anual é de 19,4°C e a pluviosidsd distribui,
principalmente de outubro a abril, com valores andea 1529,7 mm.

Foi instalado um campo para a multiplicacdo dasesées de cinco
linhagens de milho, 63, 54, 64, 44 e 91, gendtposenientes do programa de
melhoramento de milho da empresa Genesseds ReGesésicos Ltda.

A semeadura foi realizada em 18/11/2011. Todosatest culturais e
fitossanitarios foram realizados de acordo comcassgdade da cultura.

Por ocasido do florescimento as plantas foram ectioidadas. Para
isso, as espigas foram protegidas com sacos pigstmtes da emissdo dos
estilo-estigmas. Quando havia receptividade ddie-esttigmas, os penddes da
respectiva planta eram cobertos com saco de papel qvitar ao maximo a
contaminacdo genética, e no dia seguinte as pldatasn autofecundadas
manualmente.

As espigas provenientes da autofecundacdo foramhidesl
manualmente no dia 10/05/2012, secadas em secadespigas a 35°C até as
sementes atingirem o teor de agua de 13%. A debfdharealizada
manualmente e as sementes foram classificadas amirg®e de crivos

circulares. Foram utilizadas as sementes queafitaretidas nas peneiras
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19/64e 20/64. Posteriormente as sementes foranzanadas em camara fria a

10°C até o momento das analises fisiol6gicas er&ias.

2.2 Avaliacéo da qualidade fisiolégica das sementegbmetidas a diferentes

potenciais hidricos com forma de imposi¢éo do essse hidrico

Para a simulacdo do estresse hidrico foram utdizasblucdes de
polietileno glicol (PEG 6000), nos potenciais hdds de 0,0; -0,3; -0,6 e -0,9
Mpa para a conducdo dos testes de germinagdo eeiddi velocidade de
germinagédo, sendo a solugdo de 0,0 corresponderitatamento com agua ou
testemunha. Para o calculo da quantidade de PEGf6DQtilizada a equacéo

proposta por Michel e Kaufmann (1973):

yos = (1,18 x 10-2)C - (1,18 x 10-4)C2+ (2,67 x JGB + (8,39 x 10-7)C2T;
onde:yos = potencial osmético (bar);

C = concentracao do agente osmotico (gde PEG 60420);

T = temperatura (°C).

Quadro 1 Concentragcéo de polietilenoglicol (PEGO§QQilizada para obter os
diferentes niveis de potencial osmético, com teatpes de 25°C

Potencial osmético Concentragdo
(MPa) (g PEG 6000/L KO)
0,0 0,0
-0,3 151,402
-0,6 223,664
-0,9 279,297

As sementes foram tratadas com o fungicida VITAVANIRAM 200,
na dosagem de 300 ml por 100 kg de sementes,dmteslizacdo dos testes.
Para a avaliacdo da qualidade fisiolégica, foramizados os seguintes

testes:
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a) teste de germinacaofoi realizado com quatro subamostras de 50
sementes para cada tratamento. Foi instalado eel waghha, tipo
Germitest, na forma de rolo, umedecidos com sokid@ePEG nos
diferentes niveis de potencial osmaético, na pré@megquivalente a
2,5 vezes 0 peso do substrato seco. Os rolos farantidos em
sacos plasticos durante todo o teste, para eviwraporacdo de
agua e garantir o potencial osmoético desejado. Eguida as
sementes foram colocadas para germinar com teraperat
constante de 25°C em camaras de BOD. Decorriddsoqdias da
semeadura, os rolos de papel Germitest foram twibsis por
novos rolos umedecidos com as diferentes soluc&esPEG,
transferindo-se as sementes ou plantulas para osmase
garantindo assim, a manuten¢éo do potencial osmdésejado. A
avaliacdo foi realizada ao sétimo dia apés a semnaad
contabilizandoo nimero de sementes germinadasréFRf);

b) teste de classificacdo das plantulasealizado em conjunto com o
teste de germinacdo, foram consideradas no sétimcambs a
semeadura, plantulasormais fortes (Figura 2B) aquelas que
apresentavam no minimo 2 cm de parte aérea e ndosna® que
duas raizes secundarias com pelo menos 6 cm deiomn(o.

Figura 2 Sementes emergidas (A) e plantulas coraslee normais fortes (B)
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a) indice de velocidade de germina¢d@valiado em conjunto com o
teste de germinagcdo. Apds o segundo dia da senseathir
avaliado diariamente 0 numero de sementes com upEmir
radicular até a estabilizacdo. Posteriormente,dfgierminado o
indice de velocidade de germinacao pela da exprggs@osta por
Maguire (1962);

b) T50 (tempo para ocorréncia de 50% de germinacac) Efetuado
em conjunto com o teste de germinacdo, foram eEEE
avaliacbes diarias, contabilizando-se 0 nimero deegtes
germinadas, até a estabilizacdo. O célculo fob feiilizando a

férmula proposta por Guimaraes (2000):

T50=[(G-QG,-G] + T,

onde:

T50 = Tempo para ocorréncia de 50% da germinacao;

G = Metade do valor maximo de germinacao;

G, = Valor de germinacao igual ou imediatamente iofex G;
G, = Valor de germinacao imediatamente superior a G;

| = Intervalo entre contagens;

T = Tempo para ocorréncia de G

2.3 Andlises de proteinas em sementes submetidas diferentes potenciais

hidricos

Para andlise das isoenzimas esterase (EST), eaf@la3), superdxido
dismutase (SOD), alcool desidrogenase (ADH), malagidrogenase (MDH) e
glutamato oxalacetato transaminase (GOT), alfassmié de proteina resistente

ao calor, foram retiradas duas amostra de 10 semeaida, por tratamento,
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guando da protrusdo radicular. As amostras dasrdeméoram armazenadas
em Deep Freezer. As amostras para alfa amilase tiveram os eixdziemarios
extraidos e eliminados. Em seguida, as amostramforaceradas manualmente
em almofariz, na presenca de antioxidante PVP \({iRdfiirrolidona) e em
nitrogénio liquido e armazenadas Baep Freezer a -86°C.Para a extracao das
isoenzimas esterase (EST), catalase (CAT), supmkrogismutase (SOD),
alcool desidrogenase (ADH), malato desidrogenas®HM e glutamato
oxalacetato transaminase (GOT), foram adicionads® (21 do tampédo de
extracdo (Tris HCI 0,2M pH 8,0) e 0,1% planercaptoentanol as subamostras
de 100mg do material macerado, O material foi @alocem geladeira por 12
horas e depois centrifugado a 14000 rpm por 30 todéna 4°C. A eletroforese
em géis de poliacrilamida foi desenvolvida em sistedescontinuo (7,5% gel
de separacdo e 4,5% gel de concentracdo). O sidmmado gel/eletrodo
utilizado foi o Tris-glicina pH 8,9. Para procedecorrida eletroforética, foram
aplicados na canaleta do gel 50 ul de cada solartea@ a corrida realizada
aos 4°C a 150V, por 4 horas. Ao término da coyiedagéis foram revelados na
presenca dos substratos especificos paras as ohetdas enzimas (ALFENAS,
1998).

Para a extracdo da enzimr@amilase, 200mg do pd das sementes foram
ressuspendidos em 600 pl do tampéo de extracds-HGi 0,2M, pH 8,0 +
0,4% PVP). A revelacéo foi feita aplicando 40 pledtrato proteico, em cada
canaleta, nos géis de poliacrilamida a 7,5% (geduselor — contendo amido) e
4,5% (gel concentrador).

Para a extracdo das proteinas resistentes ao foakom adicionados as
amostras ja maceradas em solucao tampéo (50mMH@is7,5; 500mM
NaCL; 5mM MgCI2; 1mM PMSF) na proporcdo de 1:10s(pelo material:
volume tampéo de extracdo), e transferidos pareotninos de capacidade de

150QuL. Os homogeneizados foram centrifugados a 1400@@En30 minutos,
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a 4°C, e o sobrenadante foi incubado em banho-rae8&C por 15 minutos e
novamente centrifugado. O sobrenadante foi veditiomicrotubos e pellet,
descartado. Antes da aplicacdo no gel, os tub@snistras contendo D de
extrato + 4QL de solugdo tampdo da amostra (2,5mL de glic&dlég de
SDS; 20mg de azul Bromofenol e completado o volpara 20 ml de tampéao
de extragdo Tris pH 7,5) foram colocados em banabamcom &gua em
ebulicdo por 5 minutos. Foram aplicadosul50do extrato com proteinas
resistentes ao calor + tampao da amostra por ¢anaha gel de poliacrilamida
SDS-PAGE a 12,5% (gel separador) e 6% (gel coredoty. A corrida
eletroforética foi realizada a 150 v e 0s géis d@osaemCoomassie Blue a
0,05%, durante 12 horas e descorados em solucdacide acético 10%
(ALFENAS, 1998).

2.4 Andlises estatisticas

Os testes realizados para a avaliagdo da qualifisidébgica das
sementes submetidas aos diferentes potenciais cddgdriseguiram o
delineamento experimental inteiramente casualizadosquatro repeticdes, no
esquema fatorial 5x4 (linhagens de milho x potesdidricos). As variaveis
plantulas normais fortes e sementes germinadasnfdransformadas em
J(& + 1) para a analise estatistica.

Os resultados foram submetidos a analise de vaiéma comparacao
das médias dos tratamentos para todos os testistéfopelo teste de Scott &
Knott, ao nivel de 5% de probabilidade. Foi real&Zzainda uma analise de
regressao polinomial para a interacéo linhagertengiais hidricos, utilizando
os desdobramentos dos graus de liberdade do famntitativo potencial
hidrico. As andlises estatisticas foram realizadas software Sisvar®
(FERREIRA, 2011).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Qualidade Fisiolégica das sementes submetidasosa diferentes

potenciais hidricos

Pelos resultados da anélise de varidncia dos ddutmos nos testes de
germinagéo, classificacdo das plantulas, indiceetlecidade de germinacao e
T50 (Tabela 6), verifica-se que houve efeito altatmesignificativo para a
interacdo entre os fatores linhagens x potenciedgcbs e para cada fator

isolado.

Tabela 6 Resumo da andlise de variancia dos dabtdo® no teste de

germinacgao
QM
Fatores GL (%) Plantulas (%) Sementes
Normais Fortes Germinadas IVG T(50)
Linhagem 4 6,24* 9,89* 354,11* 0,66*
Pot. hidrico 3 358,78* 92,73* 5326,29* 11,74*
1 *
Linhagem*Pot. ), 6,10* 5,44 93,40+  0,21*
Hidrico
Residuo 24 0,06 0,06 4,17 0,03
CV(%) 6,13 2,83 3,82 6,39

*Significativo ao nivel de 5% de probabilidade ptste F.
! Dados transformados e{"(_x + 1).

Nos Graficos 1, 2, 3 edstdo representadas as andlises e as equacdes de
regressdo para cada linhagem, realizadas com asasnédtimadas nos
diferentes potenciais hidricos.

Na avaliacdo do teste de germinacéo, foram cortatidls as sementes
germinadas que apresentavam protrusao radicularss@o de parte aérea. Essa
avaliacao foi feita no intuito de diferenciar adtivares em estudos, medida
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gue as mesmas, na maioria das vezes, ndo apresemi@ntulas consideradas
normais nos menores potenciais hidricos.

Pela andlise de regressao para essa caracte((Stéfico 1), pode-se
observar uma reducéo no percentual de sementesngdas a medida que se
aumenta a restricdo hidrica, diferenciando-se assiinhagens em estudo.

X
[=]
us
o
(1]
£
wi o L63y=96787500-35.5416672-86.805556x2 R2=97.300; | 40 E
o 7 —B—.. L54y=97.150000-48 833333%-130.555556x2 R*= 98665, g
d - R —— L64 y=59.425000-13.0833338-79.166667%% R?=99.02%, | Hq
L - @ = = LAd 7 =96.575000-90.2500002-187.500000%; R2=95.81%
e — - — - L1y =101.487500-9.541667x - 1368055563 R*=98.11%
I T T O
-0,9 -0,6 -0,3 0

Potencial osmético (Mpa)

Gréfico 1 Germinacdo de sementes de linhagens Ite 88, 54, 64, 44 e 91,
submetidas a diferentes potenciais hidricos

Com esse mesmo principio, para os niveis cont@oldpa, e de -0,3
Mpa, as sementes de todas as linhagens se comapodarmaneira semelhante,
néo diferenciando entre si.

No entanto, em solucdo de PEG a -0,6 Mpa foi peksibservar o
melhor desempenho das linhagens 63 e 44. Nessaamesmdicdo, houve bom

desempenho da linhagem 54 em relacdo as demaisjaggla linhagem 64. A
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linhagem 91 apresentou os menores valores de sesngetminadas nessa
condicgéo.

No potencial de maior restricdo hidrica (-0,9 Mp#&i possivel
distinguir todas as linhagens avaliadas. Consider@e as sementes
germinadas nessa condicdo de restricdo hidrica,olieervado o melhor
desempenho da linhagem 63. Nessa mesma condiciinhagem 64 foi
superior a 54, apresentando 48% de sementes geasiea relacdo a 34% da
linhagem 54.

Nesse potencial mais restritivo, piores desempefdrasn observados
para as linhagens 44 e 91, tendo as mesmas apdsestiores de 23% e 2%,
respectivamente, de sementes germinadas. Quei@k0)(2relatou que a
diminuicdo do potencial hidrico simulado pelo pdkamoglicol (PEG 6000),
provocou redugdes de até 52% no indice de gernordedementes de milho.

No Grafico 2estao representados os resultados de plantulasaisorm
fortes. Pelos resultados desse teste, também f&siv@ observar reducédo
acentuada no vigor das sementes a medida que foérdada a restricdo
hidrica. Resultados semelhantes foram encontraataggterle et al. (2008), no
gual a diminuicdo do potencial osmético provocalugéio no desempenho de
sementes de milho-pipoca.

Para o tratamento controle, OMpa, ndo foi posséifdrenciar as
sementes das linhagens em estudo quanto ao niwegale obtendo-se altos
valores de plantulas normais fortes.

No entanto, no nivel de -0,3 Mpa observa-se umarsuade da
linhagem 91 em relagdo as demais linhagens, apagsknmédia de 57% de
plantulas consideradas normais fortes nessa candigadlimitacdo hidrica.
Resultados superiores também foram observadosagaraagem 44, com 26%

de plantulas normais fortes.
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Para as demais linhagens foram observados valarés raduzidos de
vigor, sendo a linhagem 63 a de pior desempentra. d&apotenciais hidricos
de -0,6 e -0,9 ndo foram observadas a presenchudelps normais fortes. A
reducdo da germinacdo quando o potencial hidrico dominuido,
provavelmente, se deve a menor disponibilidade glea fpara as sementes
(TORRES; VIEIRA; MARCOS FILHO, 1999).

- 12
—¥—— L63y= 9630358 +29462748x +22 475139x% R2=096 42%; )
— — L34y= 9767425 +27.926701x+20.461 7962 R2=98.44%; a
= —-i---- L64y=9731035+28.452340%+21.135692%% R2 = 97 86%; <o 10
Iy - @ - L4dy= 10225531422 170743+12 9968922 R2=98.55%;
= —[F— L91y= 10551485+17.031951x +6.451433x% R2=90.51%;
et - 8
o
“
=
=]
-
é -6
=
=
2 - 4
S
A~ e -2
0

0,6 0,3 0
Potencial osmotico (Mpa)
Grafico 2 Porcentual de plantulas normais fortewgmientes de sementes das

linhagens de milho 63, 54, 64, 44 e 91, submetass diferentes
potenciais hidricos

O indice de velocidade de germinacdo (IVG) estaesgmtadono
Grafico 3 Da mesma forma que as outras caractar$stinalisadas, o IVG

também foi reduzido drasticamente a medida queafiohentada a restricdo
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hidrica. Esse resultado também foi observado pes&o (1997), ao avaliar o
desempenho de sementes de soja em diferentesipatdnidricos.

No tratamento controle, para a linhagem 91, obssevaaiores valores
de IVG. Na sequéncia, as linhagens 54, 64 e 44sapr@am resultados
semelhantes entre si. O pior desempenho para bdéwe Mpa foi observado
para a linhagem 63.

Quando o potencial hidrico foi reduzido para -0,3aM -0,6 Mpa, essa
tendéncia se manteve, com melhor desempenho dagénh 91, seguida da
linhagem 44 e o pior da linhagem 63. No entantoa papotencial de maior
restricdo hidrica (-0,9 Mpa), houve uma inversads desultados, onde a
linhagem 91, a qual vinha apresentando exceleptgtados foi considerada
como inferior, juntamente com a linhagem 64. Ngssencial, a linhagem 54

foi a que teve melhor resultado de IVG.

__.’__' 163y =65.683875+79,10375 05+ 54, 062 50022 R2 = - 90

- 98.44%

_@.-.. L54y=73.328125+89.039583x+59.993056:2R2= a

—— 9987% g0
L64y=76.609750+80.3091 675+36.347222x° R2= T :
98.46% - D

IVG

Potencial osmotico (MPa)

Gréafico 3 indice de velocidade de germinacdo deeséss das linhagens de
milho 63, 54, 64, 44 e 91, submetidas a difergmbésnciais hidricos
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Nos resultados do tempo médio para a germinacadd),(Tépresentados
no Grafico 4, observou-se um aumento do tempo paraigacdo de sementes
a medida que o potencial hidrico foi reduzido. kéndgem 91 obteve-se o
menor tempo médio de germinacdo para os poterGias.3 e -0.6 MPa. No
entanto, a linhagem 44, mostrou ser mais eficienterelacdo ao tempo gasto
para germinacdo nos menores potenciais hidrico§, e00.9 MPa. Queiroz
(2010) concluiu que quanto maior foi a restricadribé imposta as sementes de
milho, menor foi o indice de velocidade de germéimage maior foi o tempo

médio gasto para a germinacao.
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o . _
P RS B -~
e
~g 4 a
L63y=1 977250 -3 786667% -2 5555567 R2= 90 89%%;,  ~~=

— - — L4y =10640250-3 842500x-2.315444%2 R* =59 060, ~—_F™ 150

—A---- L4y =1503750 -4 166667x-2 055556%% R* =97 1454, - !

— o= A4y =18086252320417%-0 506944, BF=937 56%;
— Lo1y=1451375-1221250x+1.118056x7, R==57 3004,

ﬁ—r_ T T

- 1,00
-0,9 -0,6 -0,3 ]
Potencial osmoético

Gréfico 4 T50 para as linhagens de milho 63, 54,484e 91, submetidas a
diferentes potenciais hidricos

3.2 Expressao das isoenzimas

Os padr@es isoenzimaticos damilase em sementes de linhagens de
milho submetidas a diferentes potenciais hidridgéseepresentados na Figura
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3A. Para o nivel controle (0O Mpa), observa-se baxaressédo da enzima alfa
amilase para todas as linhagens em estudo.

E vélido lembrar que para padronizar todas as @assas sementes
foram coletadas no momento da protrusdo radicutatoglos os tratamentos,
minimizando o efeito da alteracdo da expresséoetierrdinadas enzimas em
funcéo do estadio de desenvolvimento da plantula.

Nesse caso, a coleta das amostras foi realizada@nentos diferentes
para os diversos tratamentos, em funcdo do graudetenvolvimento
diferenciado das plantulas, ocasionado devido desedtes niveis de restricdo
hidrica. No caso do tratamento controle (O Mpapratrusédo radicular das
sementes e a coleta das amostras ocorreram na,2’odin apenas 48 horas de
embebicdo e para o nivel de maior restricdo hidrig® Mpa), a coleta foi
possivel somente no quarto dia, com 96 horas deldgém. Diante desse fato,
é possivel entender a menor expressao da enzimamifase no tratamento
controle.

Maior expressao dessa enzima foi também obsena@dalveira et al.
(2013) em sementes de milho embebidas. E por meientbebicdo que as
enzimas responsaveis pela degradacdo do amido mentes de milho séo
“sintetizadas de novo”, através da ativacao pddarglina liberada na camada
de aleurona, a qual € sintetizada no momento daleigin dessas sementes
(XIE et al., 2007).

Na imposicdo do estresse hidrico, pode-se obsqrama todos os
tratamentos e de maneira mais expressiva ao nizetO® Mpa, menor
expressao dessa enzima para as linhagens 44 ® $&. ébservar os resultados
de sementes germinadas (Figura 2), sao essas mdamhagens que
apresentam piores resultados.

Por se tratar de uma enzima responsavel pela isielrdlo amido,

gendtipos que apresentem maiores niveis de exprdss8a enzima tém maior
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facilidade em disponibilizar carboidratos para dgéo, justificando assim, o
melhor desempenho na germinacdo (FRANCO et al2)200

Entretanto, as linhagens 91 e 44 possuem alto dgagiantulas. Além
dos genes das amilases, varios outros genes padanervolvidos no controle
do carater qualidade fisiolégica de sementes, ca@remplo, 0s genes
relacionados diretamente com a respiragdo (OLIVEI&Aal., 2013). Isso
explica a baixa atividade dessa enzima em semdatéishagens consideradas
de alta qualidade fisioldgica.

No zimograma da enzima esterase (Figura 3B), deeimsargeral,
observa-se um aumento na intensidade das bandaa ceducédo do potencial
hidrico, principalmente para a linhagem 91. A alimidade dessa enzima esta
relacionada com maior eficiéncia do sistema de manals.

A enzima glutamato oxalacetato transaminase (G@Figufa 3C)
também apresentou um aumento na intensidade ddadanmedida que foi
reduzido o potencial hidrico, principalmente padirhagens 64, 44 e 91. Essa
enzima participa do metabolismo de aminoacidos elaixarboxilacéo, via
enzima do acido malico, na transformacéo de aspaeta acido oxalacético e
malato, durante a fixacdo do gas carbdnico pelastad (MENEZES, 2005).
Em virtude do envolvimento dessa enzima no metsdnalide N, é possivel que
ocorram sensiveis diferencas na sintese de amilosaciontribuindo para a
reducédo na qualidade fisiolégica das sementes.d&88@ enzima que participa
no processo de degradacdo e sintese de protei@N(CSTUMPF, 1980),
apresentando um importante papel na germinacéendenges.

A atividade da enzima superoxido dismutase (SOE) e=presentada
na Figura 3D. Observa-se alta atividade dessa anmion potencial hidrico
controle (OMPa). A medida que se reduz esse patenicirico, uma reducéo na
intensidade das bandas é observada para as lish68e®4 e 64, 0 que nao

ocorre com as linhagens 91 e 44. Em plantas sobsesthidrico, observa-se
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um aumento na atividade dessas enzimas relaci@amdamento na tolerancia
a seca (ZHU, 2002). O mesmo pode ser observado gp@m@zima catalase
(CAT) (Figura 3E), onde se verifica maior atividadessa enzima para as
linhagens 44 e 91 com a reduc¢édo do potencial lidric

As enzimas SOD e CAT constituem um eficiente meraai de
desintoxicacao, atuando na remocéo de radicaesliviC DONALD, 1999).

Com o perfil isoenzimatico da enzima alcool desidrmse (ADH)
(Figura 3F), observa-se uma maior expressao degsaa para a linhagem 44
no tratamento controle (0 Mpa).

A medida que é reduzido o potencial hidrico, deeirargeral, ocorre
um aumento no nivel de expressédo da ADH para sslhshagens. No entanto,
para as linhagens 54 e 44, esse aumento ocorreuscibfmente. Isso pode ser
justificado nessa condicdo, por uma possivel redlugd disponibilidade de
oxigénio, ocasionando assim a ativagéo da rotar@niaa de respiracao.

Ao se observar resultados do teste de IVG, o quah éeste de vigor,
as sementes dessas mesmas linhagens apresentdnamesnesultados de IVG
no potencial hidrico de -0.9 MPa.

Em milho, essa enzima apresenta dois locos fortentigados (Adhl e
Adh2) os quais sdo muito estudados sob o aspectegtdacdo da expressao
génica por terem funcéo definida sob condi¢es réhmas (TORGGLER,;
CONTEL; TORGGLER, 1995).

Para a enzima MDH (Figura 3G), nao foi possivekolsr diferencas
significativas nas expressdes dessa enzima quelagone com os diferentes
potenciais hidricos. Essa enzima, relacionadapiregsio aerobica, é codificada
por cinco locos e é encontrada em grande abundéncidiferentes organelas
celulares, nas mitocondrias e no citoplasma (GOODNMATUBER, 1987).
Devido a isso, a alteracdo na sua expressao séetvada quando ocorre na

semente um processo deteriorativo muito grandejeofaz dessa enzima um
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marcador ineficiente da qualidade fisiologica. Bi@m Junior (1999) também
ndo observou correlagdo entre a atividade desga&eza qualidade fisioldégica
das sementes.

No zimograma das proteinas resistentes ao calgurgBH), ndo foram
verificados grandes polimorfismos. Para a coletataostras para a extracéao
das isoenzimas e dessa proteina utilizou-se comametro a protrusao
radicular das sementes, estando todas elas comcamanprocesso de
embebicdo. Albuquerque (2009) observou uma redngdexpressdo dessas
proteinas em sementes de sucupira preta com oadangmbebicdo. Andrade
(2012) verificou maior expressdo dessa proteinaamentes nao embebidas.

Observa-se um aumento na intensidade de algumakmdale baixo
peso molecular para as linhagens 63, 64 e 91. iRastelo choque térmico
(HSPs —Heat Shock Proteins) séo especificas ao estresse de altas temperaturas
mas a sua sintese também é induzida em condi¢cOedéfitdt hidrico
(ARAUJO; MARGIS-PINHEIRO; RUMJANEK, 1998). Em umaegquisa
realizada com linhagens de milho contrastantes elacdo a tolerdncia a
estresse hidrico e térmico, verificaram-se difemengo padrdo de sintese de
HSPs. Uma HSP de 45 kDa foi observada apenas mradapltolerantes
(RISTIC; GIFFORD; CASS, 1991).
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Figura 3 Padrbes proteicos de sementes das linhagemilho 63, 54, 64, 44 e
91 submetidas a diferentes potenciais hidricosntieira germinagao.
(TO: potencial hidrico de OMpa; T3: potencial hédrde -0,3Mpa; T6:
potencial hidrico de -0,6Mpa e T9: potencial hidride -0,9Mpa)
revelados para alfa amilase (A), esterase (B)aglato oxalacetato
transaminase (C), superéxido desmutase (D), cetalg} alcool
desidrogenase (F), malato desidrogenase (G) eimastessistentes ao
calor (H)
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4 CONCLUSOES

Para a linhagem 63 houve a maior porcentagem deentem
germinadas no potencial de maior restricao hidrica.

Maior vigor das sementes das linhagens 91 e 44séraido sob
condi¢cBes de restricdo hidrica. Nessas sementesiod expressao de enzimas

do sistema antioxidante.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

E indiscutivel a importancia da selecido de genétg® milho para a
tolerancia a seca em programas de melhoramentdiliZzacéio de caracteres
indiretos como intervalo entre os florescimentomiféno e masculino, a
senescéncia retardada das folhas e colmo tambémmdeata destay green, a
prolificidade, dentre outras, tém sido avaliadassaes programas visando a
toler&ncia a seca. A possibilidade de caractep@Erocemente gendtipos para a
toler&ncia a deficiéncia hidrica também pode traemeficios importantes nos
processos de selecao.

Na presente pesquisa, a caracterizacdo precoceyalusipos para
tolerancia a seca, por meio da avaliacdo da quifiaiolégica de sementes,
de maneira geral, foi relacionada com os caractieisetos avaliados para
toler&ncia a deficiéncia hidrica. As sementes ddmfiens 64 e 91 com alta
gualidade fisiolégica também se mostraram prokfieacom reduzido intervalo
entre os florescimentos feminino e masculino.

Também em sementes das linhagens 63 e 91, asaguagentam boa
capacidade de tolerancia a condicGes de restrigdiicdn utilizando-se de
diferentes potenciais osmaticos, apresentam midiide e reduzido intervalo
entre os florescimentos feminino e masculino, daras de interesse quanto a
toleréncia a seca.

No entanto, pela complexidade dos aspectos fismége bioquimicos
envolvidos nos caracteres de toleréncia a defi@énicdrica, ha a necessidade
de estender esta pesquisa utilizando-se de maidsiges) locais e condi¢des de

restricdo hidrica.
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