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RESUMO

Este estudo teve por objetivo avaliar as alteracdes anatdémicas, fisioldgicas e
bioquimicas na germinacdo e no vigor de sementes de milho hibrido e crioulo
submetidas a diferentes temperaturas. O estudo foi realizado nos Laboratérios
de Crescimento e Fisiologia Vegetal da Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), campus Laranjeiras do Sul, Parana. Foram utilizadas sementes de milho
crioulo e hibrido. As sementes de milho crioulo (variedades MPAL e Catarina)
foram provenientes do MPA - Movimento dos Pequenos Agricultores, do
municipio de Porto Barreiro, Parana. As sementes de milho hibrido (cultivares
Herculex® e Convencional) foram adquiridas da empresa Pioneer. Os
experimentos realizados foram divididos em trés ensaios. No primeiro ensaio foi
utilizada temperatura de germinacéo de 25°C, recomendada para a espécie, no
segundo a temperatura de germinacao utilizada foi de 35°C e no terceiro a
temperatura utilizada foi de 15°C. Para a avaliacdo da qualidade fisiolégica das
sementes foram realizados o0s seguintes testes: germinacdo e indice de
velocidade de germinacéo, e tempo para ocorréncia de 50% de germinacao (Tso).
Para a caracterizacdo anatdbmica das plantulas foram observados o nimero de
estbmatos e diametro equatorial e polar dos estdmatos. Para a avaliacdo
bioquimica foram quantificadas as concentracbes de clorofila, de acucares
soluveis totais, de acUcares redutores e amido, proteinas, a atividade das
enzimas Superoéxido dismutase - SOD e Ascorbato peroxidase - APX e o dano
causado pela peroxidacao lipidica no tecido foliar. A qualidade fisiol6gica das
sementes hibridas foi superior, apesar da variedade crioula Catarina apresentar
resultados semelhantes a variedade Convencional. A temperatura de 15 °C
reduziu a velocidade do processo de germinacéo das sementes de milho, porém
nao afetou o processo em si. A temperatura de 35 °C afetou drasticamente o
processo de germinacgéo de todas as variedades. O parametro diametro polar de
estbmatos é sensivel a temperatura de 35 °C, sendo influenciado pelo estresse
causado pela temperatura. O conteudo de clorofila a e b do milho foram alterados
em funcdo da temperatura. A temperatura influenciou na acumulagéo de
acucares, sendo que a concentracdo de amido foi maior em condi¢cbes de

estresse. As variedades hibridas sdo mais influenciadas pela temperatura quanto



a acumulacdo de proteinas e a peroxidacdo lipidica sendo que a variedade
crioula MPA1 foi a que apresentou maior concentracao de proteinas e menor
dano por peroxidacao lipidica nas diferentes temperaturas. As variedades
Convencional e Catarina apresentaram maior adaptacdo a altas e baixas
temperaturas ja que apresentaram maior atividade da APX. A temperatura alta
afetou a atividade da SOD diferentemente nas variedades hibridas e nas
crioulas, sendo que reduziu a atividade nas crioulas e aumentou nas hibridas.
Apesar de a qualidade fisiologica das sementes crioulas serem inferiores a das
sementes hibridas, devido aos cuidados com a producdo e armazenamento
serem menos eficientes, observou-se que as variedades crioulas apresentam
qualidade bioquimica semelhante as hibridas, podendo ter um desempenho no
campo quando submetidas a estresse por temperatura, devido a estarem

adaptadas ao clima onde séo cultivadas.

Palavras-chave: Zea mays, variedades tradicionais, agricultura familiar, estresse

por temperatura, estresse oxidativo, espécies reativas de oxigénio.



ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the anatomical, physiological and
biochemical changes in the germination and vigor of hybrid and creole corn seeds
submitted to different temperatures. The study was carried out at the Growth and
Plant Physiology Laboratories of the Universidade Federal da Fronteira Sul
(UFFS), campus Laranjeiras do Sul campus, Parana. Seeds of Creole and hybrid
corn were used. Creole corn seeds (MPA1 and Catarina varieties) came from the
MPA — Movimento dos pequenos agricultores, from the city of Porto Barreiro,
Parand. Hybrid corn seeds (Herculex® and Conventional cultivars) were acquired
from Pioneer. The experiments were divided into three trials. In the first
experiment, the germination temperature was 25 °C, recommended for the
species. In the second, the germination temperature was 35 °C and in the third,
the temperature was 15 °C. In order to evaluate the physiological quality of the
seeds, the following tests were performed: germination, and index of germination
velocity, and time for 50% for germination (Tso%). For the anatomical
characterization of the plants were observed the number of stomata and
equatorial and polar diameter of the stomata. For the biochemical evaluation, the
concentrations of chlorophyll, total soluble sugars, reducing sugars and starch,
proteins, the activity of the enzymes Superoxide dismutase - SOD and Ascorbate
peroxidase - APX and the damage caused by lipid peroxidation (LPO) in leaf
tissue were quantified. The physiological quality of the hybrid seeds was superior,
although the creole variety Catarina presented similar results to the Conventional
variety. The temperature of 15 °C reduced the speed of the germination of corn
seeds, of general way, but did not affect the process itself. The temperature of 35
°C affected drastically the germination process of all the varieties. The parameter
polar diameter of stomata is sensitive to the temperature of 35 ° C, being
influenced by the stress caused by the temperature. The corn chlorophyll a and
b content were altered as a function of temperature. The temperature influenced
the accumulation of sugars, as the starch concentration was higher under stress
conditions. Hybrid varieties are more influenced by temperature in the protein

accumulation and lipid peroxidation. The MPAL creole variety showed the highest



protein concentration and lower damage by lipid peroxidation in the different
temperatures. Conventional and Catarina varieties showed greater adaptation to
high and low temperatures since they presented greater of the APX activity. The
high temperature affected the SOD activity differently in the hybrids and creoles
varieties, reducing activity in the creole and increasing in the hybrids. Although
the physiological quality of the creole seeds is inferior to that of the hybrid seeds,
due to the less efficient production and storage care, It was observed that the
creole varieties present biochemical quality similar to the hybrids, and can
perform well in the field when subjected to temperature stress, due to being

adapted to the climate where they are cultivated.

Key words: Zea mays, traditional varieties, family farmer, temperature stress,

oxidative stress, reactive oxygen species.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 - Avaliacdo anatdomica das plantulas hibridas e crioulas de milho (Zea
mays), para o numero de estdmatos, em funcdo da temperatura. ................... 36
Figura 2 - Avaliacdo anatdbmica das plantulas hibridas e crioulas de milho (Zea
mays), para o diametro polar dos estdmatos, em funcdo da temperatura. ...... 37
Figura 3 - Avaliacdo anatdomica das plantulas hibridas e crioulas de milho (Zea
mays), para o diametro equatorial dos estématos, em funcéo da temperatura.38
Figura 4 - Concentracao de clorofila total (mg/g de matéria seca) do tecido foliar,

em plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em fung&o da temperatura.



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Porcentagem de germinacéo de sementes de milho (Zea mays)
hibridas e crioulas de milho em funcdo da temperatura. ................cceeevvnnnnn. 30
Tabela 2 - indice de velocidade de germinagio de sementes hibridas e crioulas
de milho (Zea mays) em funcdo da temperatura. ............c.ceeevvvvriiiiieeiiiniinnnn. 32
Tabela 3 - Tempo para ocorréncia de 50% de germinacao (Tso%) de sementes
hibridas e crioulas de milho (Zea mays) em fun¢éo da temperatura. ............... 33
Tabela 4 - Concentracéo de clorofila a (mg/g matéria seca) do tecido foliar, em
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em fun¢éo da temperatura. ... 40
Tabela 5 - Concentragéo de clorofila b (mg/g matéria seca) do tecido foliar, em
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcédo da temperatura. ... 41
Tabela 6 - Concentracdo de acucares sollveis totais (mg/g tecido foliar) de .. 43
Tabela 7 - Concentracéo de acucares redutores (mg/g tecido foliar), em plantulas
de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcao da temperatura. .................. 44
Tabela 8 - Concentracdo de amido (mg/g de matéria seca) do tecido foliar de
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em fun¢éo da temperatura. ... 45
Tabela 9 - Conteudo de proteinas (mg/mL) do tecido foliar de plantulas de milho
(Zea mays) hibridas e crioulas em funcéo da temperatura. .................ccceee. 46
Tabela 10 - Peroxidacao lipidica (LPO) (nmol MDA/g de tecido seco) no tecido
foliar de plantulas hibridas e crioulas de milho (Zea mays) em funcao da

LEST 0] 61T =10 | = VTR 48
Tabela 11 - Atividade especifica da Ascorbato Peroxidase (APX) (mmoles de
ascorbato oxidado/min/mg de proteina) no tecido foliar de plantulas de milho (Zea
mays) hibrido e crioulo em fungdo da temperatura. ..........ccccccoeviiiiieneenns 50
Tabela 12 - Atividade especifica da enzima Superdxido Dismutase (U/ug de
proteina) no tecido foliar de plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em

fUNCA0 da tEMPEIALUIA. .......coevviiiiiiieec e e e e e e 52



Sumario

1 INTRODUGAO ...t 11
2 OBJETIVO GERAL ... e e e 13
2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS .....ocuveeeeeeeeeeeeeeeeete e 13
3 FUNDAMENTAGAO TEORICA ..ot 14
4 METODOLOGIA .o e eeaaes 20
4.1 AVALIAGOES FISIOLOGICAS ..ottt 20
4.1.1 Teste de Germinacéo e indice de Velocidade de germinacéo ........... 20
3.1.3Teste de EMEIrgENCIa .....ccoovviiiiiiiii i 22
4.2 AVALIACOES MORFO-ANATOMICAS ......ooveeeeeeceeceeeeeee e 22
4.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS.........coeveeieieeeeeee e 23
G 70t 2N 1 1 o o N 23
4.3.2 Acucares redutores e acucares sollveis totais ........ccccccvvvvvevrinninnnnnnns 24
4.3.3 Clorofilaa, D € tOtal.......uuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 24
4.4 AVALIAQOES DO ESTRESSE OXIDATIVO. ..., 25
4.4.1 Preparo dos homogenatos e extragdo proteiCa ........ccccuuvvvvvevrevnnnnnnnnns 25
N = To ] g o] 0] =T ¥ o o 26
4.4.3 Superdxido dismutase (SOD)......cooviviiiiiiieee e 26
4.4.4 Ascorbato peroXidase (APX) .......uuuuuuuuuuuuuriiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiiieeieeinneaeennanes 27
4.4.5 Peroxidagao lipidica (LPO)....uuiiiie e 27
4.5 ANALISE ESTATISTICA .....coiiiiieeicteieeeetee et 28
5  RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......cocueuiriiiieieieeeieieiee e 28
6 CONSIDERAC;()ES FINAILS e 52

7 REFERENCIAS ..o ettt 53



11

1 INTRODUCAO

Os avancos tecnoldgicos na agricultura nas ultimas décadas levaram os
agricultores familiares a substituir as praticas tradicionais pelos pacotes
tecnologicos das industrias. No entanto, esse processo conduziu a uma elevada
dependéncia de insumos externos, perda de diversidade genética nos campos e
a um endividamento crescente dos produtores. Frente a isso, diversas iniciativas
tém sido realizadas na tentativa de recuperagdo de sistemas de producao
tradicionais, incluindo o resgate e uso de sementes crioulas. As sementes
crioulas sdo mais rusticas e adaptadas a natureza da regido e as necessidades
daqueles que ali habitam (TRINDADE, 2006; MAIA, NUNEZ, 2006; PELWING et
al., 2008).

Ao longo do tempo as comunidades rurais (agricultores familiares e
populacdes tradicionais) aprenderam a manejar as plantas e os animais diante
dos recursos que a natureza lhes oferecia praticando o que se chama atualmente
de agricultura tradicional. Este sistema e aqueles que o praticam exerceram e
ainda exercem uma grande contribuicdo na domesticacado e na manutencao da
diversidade de plantas, especialmente as chamadas variedades crioulas,
tradicionais ou nativas (CENTRO ECOLOGICO, 2006; TRINDADE, 2006;
CANCI, 2006).

As sementes crioulas sdo assim denominadas, pois sao as que melhor se
adaptam a cada regido onde ocorrem, visto que seu manejo se desenvolve por
comunidades tradicionais/rurais por meio da selecao natural (TRINDADE, 2006;
MAIA, NUNEZ, 2006; PELWING et al., 2008). Estas variedades domesticadas
(crioulas) precisam ser plantadas, colhidas e replantadas seguidamente para que
se mantenham, demonstrando um alto grau de dependéncia aos cuidados
humanos (CENTRO ECLOGICO, 2006; PELWING et al., 2008).

De maneira geral, as caracteristicas de uma planta s&o a soma entre a base
genética e a influéncia do ambiente onde ela é cultivada. A mesma variedade
pode apresentar comportamentos diferentes em condigbes ambientais distintas.
Frequentemente, as plantas estdo expostas a estresses ambientais, bioticos e

abidticos, que prejudicam o seu crescimento, desenvolvimento, e a sua
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produtividade. O crescimento de uma planta € um parametro quantitativo
relacionado a aumento de tamanho e massa. Desenvolvimento é um termo com
um significado mais amplo, que abrange tanto o crescimento quanto a
diferenciacdo dos tecidos e se refere as mudancas que a planta experimenta
durante seu ciclo. Dentre os fatores climaticos, as variagbes de temperatura
(extremos de frio e calor) a que as plantas estao sujeitas representam uma fonte
importante de estresse (KERBAUY, 2008).

O estudo do comportamento das plantas frente a estresses ambientais
(bidticos e abibticos) e o entendimento dos processos bioquimicos, fisiologicos e
morfo-anatdbmicos envolvidos na capacidade de resposta e adaptacdo das
mesmas representa um importante topico de pesquisas. As flutuacdes de
temperatura podem provocar modificacbes no metabolismo celular como
aumentos ou reducdes na transcricdo de genes, sintese de proteinas, atividade
de enzimas, alteracdes lipidicas e perturbacdes na integridade de membranas.
Além disso, outra alterac&o bastante significativa provocada pelas variacdes de
temperatura é a geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) e estresse
oxidativo (WAHID et al., 2007; GILL, TUTEJA, 2010). O estudo das alteragbes
nos sistemas antioxidantes, isto é, no controle da producéo e da destoxificacdo
das EROs é de grande importancia na compreensdo da dinamica do
funcionamento das células vegetais e da capacidade de defesa frente a

diferentes estresses.

Considerando que as variedades crioulas apresentam maior variabilidade
genética, rusticidade e capacidade de adaptacao as condi¢cdes do ambiente em
gue sao cultivadas em fungéo do processo de selecéo natural ao longo do tempo,
elas podem servir como ferramentas importantes para o estudo e o entendimento
dos mecanismos de resposta e adaptacado frente a estresses ambientais, em
especial aqueles oriundos de variacdo de temperatura. Até o momento poucos
estudos foram realizados na tentativa de elucidar os mecanismos de adaptacao
e comprovar o conhecimento empirico dos agricultores na selecdo natural dos

cultivares, especialmente nas pequenas propriedades da agricultura familiar.

O presente trabalho teve como objetivo estudar os efeitos do estresse por
temperatura sobre o vigor e o potencial de germinagao de sementes de milho

hibrido e crioulo. Além disso, buscou-se caracterizar o envolvimento do estresse
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oxidativo e as respostas de defesa das plantulas de milho frente as variacGes de

temperatura.

2 OBJETIVO GERAL

Estudar as alteracdes anatdmicas, fisioldgicas e bioquimicas em plantulas

de milho hibrido e crioulo submetidas a diferentes temperaturas de crescimento.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a) Determinar a influéncia de diferentes temperaturas, minima, maxima e

Otima, sobre a germinacao e o vigor das sementes de milho hibrido e crioulo;

b) Avaliar a influéncia da temperatura na anatomia de plantulas de milho

hibrido e crioulo;

C) Avaliar e relacionar a capacidade de adaptacao, tolerancia e resisténcia

das variedades de milho submetidas ao estresse por temperatura,

d) Avaliar os mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta ao estresse

por temperatura em plantulas de milho hibrido e crioulo.
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3 FUNDAMENTACAO TEORICA

Desde o inicio da domesticacdo das plantas e do surgimento da
agricultura, os seres humanos tém praticado a selecdo e melhoramento dos
cultivos de acordo com seus conceitos e estratégias de sobrevivéncia. A partir
da década de 1950, iniciou-se um processo de modernizacdo da agricultura, a
chamada Revolucdo Verde, baseada em praticas mecénicas, no uso de
variedades de alto rendimento e de insumos quimicos. Esta modernizacéo foi a
resposta em relacdo as demandas internacionais que a producao de alimentos
passou a ter apos a Segunda Guerra Mundial (PINHEIRO et al., 2000). Como
resultado, as praticas e insumos tradicionais foram sendo substituidos por
praticas e insumos produzidos pela industria de adubos quimicos, agrotéxicos,
maquinas e sementes, o que reduziu significativamente a autonomia das
propriedades rurais. As variedades crioulas foram sendo substituidas por
variedades industriais, na grande maioria hibridas, melhoradas e mais
recentemente transgénicas, com um potencial produtivo elevado, no entanto
mais dependentes de insumos externos e tecnologias intensivas (PINHEIRO et
al., 2000; MAIA, NUNEZ, 2006; CENTRO ECOLOGICO, 2006).

Estimativas indicam que por conta das alteracdes abruptas dos
ecossistemas naturais e agricolas, no ultimo século se perdeu de 50% a 90% da
agrobiodiversidade entdo existente em cultivo (MULVANY, BERGER, 2003).
Segundo dados da FAO (1996) no periodo de 1950-1990 dez espécies
desapareceram por acdo humana a cada dia enquanto no periodo de 1990-2002
uma espécie foi eliminada por agdo humana a cada hora. Além disso, de um total
de 250000 espécies de plantas potenciais para uso agricola, apenas 1500 sao
domesticadas. Destas, apenas cerca de 150 séo consideradas do ponto de vista
comercial, sendo que, somente de 3 espécies (trigo, milho e arroz) provém 60%
das calorias e 56% das proteinas derivadas de plantas em todo o mundo
(ORGANIZACAO DAS NACOES UNIDAS PARA A AGRICULTURA, 1996). Em
paralelo a esta perda da diversidade genética nos campos, houve uma ampliacao
dos riscos de perdas provocadas por pragas e um aumento constante do uso de
pesticidas e, por conseguinte, uma diminuicdo na qualidade da alimentacao
(CANCI, 2006).
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Embora a Revolucéo Verde tenha sido responsavel pela perda de grande
parte da diversidade e variabilidade das plantas cultivadas, em funcdo da
transformacao de agroecossistemas em monocultivos de variedades de estreita
base genética, muitas propriedades mantiveram, em parte ou no todo, o sistema
de producdao original. Este sistema é baseado em plantas cultivadas que s6 foram
melhoradas pelas mé&os de agricultores, as variedades tradicionais ou crioulas.
Entre os motivos que levaram os agricultores a manter os sistemas locais de
producdo estdo a preservacdo da cultura, as caracteristicas especificas de
espécies e cultivares que lhes interessam e a autonomia em relagéo ao sistema
de producdo (MENEGHETTI et al., 2002; TRINDADE, 2006; CENTRO
ECOLOGICO, 2006).

Por terem sido selecionadas pela natureza e pela acdo humana ao longo
das geracdes, as variedades crioulas sdo mais rusticas (apresentando grande
variabilidade) e adaptadas a natureza e as necessidades daqueles que ali
habitam. A diversidade genética produz plantas diferentes na cor, na altura, na
espessura das folhas e também na capacidade de retirar nutrientes e adgua do
solo, resistir a seca, doencas e insetos. No caso de acontecer algum problema,
este ird atingir as plantas de forma diferente e os riscos de perda serdo menores
(CENTRO ECOLOGICO, 2006; MENEGUETTI et al., 2002; MAIA, NUNEZ,
2006). Por outro lado, a pouca variabilidade genética pode aumentar 0s riscos
guando se consideram lavouras de variedades industriais e problemas como
seca, insetos e doencas sao mais graves nestas lavouras, uma vez que a
uniformidade genética diminui a resisténcia das plantacées (PINHEIRO, 2000;

CENTRO ECOLOGICO, 2006).

As flutuagcbes de temperatura podem provocar modificacbes anatbmicas,
morfolégicas, fisiolégicas e bioguimicas nas plantas, como: presenca ou
auséncia de pubescéncia, senescéncia e/ou abscisdo foliar, alteracdes na area
foliar, inibicdo do crescimento das raizes e brotos, descoloragdo e danos aos
frutos, perda de vigor e taxas de emergéncia reduzida. Ainda, variagdes no
tamanho das células, na densidade de estdbmatos, na deposicdo de ceras
foliares, no niumero e tamanho das células do mesoéfilo e aumentos na espessura
das folhas. Em nivel sub-celular, alteragbes na arquitetura da parede celular e

na fluidez das membranas, rearranjos do citoesqueleto, modificacbes na
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organizacdo estrutural dos tilacoides e na composicdo dos pigmentos
fotossintéticos, alteracdes no ciclo celular, aumentos ou redu¢des na transcricao
de genes, na sintese de proteinas e na atividade de enzimas. Outro fator
metabdlico influenciado pelas variacbes de temperatura sdo os teores e a
producdo de agucares sollveis totais, redutores e amido, tanto intracelular
quanto extracelular (WAHID et al., 2007; ROSA et al., 2009; GILL, TUTEJA,
2010; KRASENSKY, JONAK, 2012; THEOCHARIS et al., 2012). Além disso,
outra alteracédo bastante significativa provocada pelas variacfes de temperatura
€ a geracao de espécies reativas de oxigénio e estresse oxidativo (WAHID et al.,
2007; GILL, TUTEJA, 2010).

As espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas durante o
metabolismo aerdbico normal, pela interacdo do Oz e elétrons provindos da
fotossintese e da respiracdo celular (APEL, HIRT, 2004; HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Organelas com alta atividade metabdlica oxidativa ou com
intenso fluxo de elétrons, como cloroplastos, mitocéndrias e peroxissomos sao

as maiores fontes de producgdo de EROs nas células vegetais (MITTLER, 2002).

As EROs incluem espécies radicalares e nao radicalares como o peroxido
de hidrogénio (H202), o anion superoxido (O2%), o radical hidroxil (OH"Y), o
oxigénio singleto (*O2) dentre outras (MITTLER, 2002; APEL, HIRT, 2004,
HALLIWELL, GUTTERIDGE, 2007). As EROs sdo moléculas altamente reativas
e podem causar danos a organelas celulares, provocar a oxidacao de moléculas
bioldgicas como &cidos nucléicos, proteinas e lipideos, acarretando reducédo no
crescimento, colapso no metabolismo celular e desencadear o processo de
morte celular programada, além de ocasionar mutacdes no DNA celular (APEL,
HIRT, 2004; KOTCHONI, GACHOMO, 2006; HALLIWELL, GUTTERIDGE,
2007).

A susceptibilidade ao estresse oxidativo depende do balanco global entre a
producdo de oxidantes e a capacidade antioxidante da célula (HALLIWELL,
GUTTERIDGE, 2007). Durante condi¢cdes normais de crescimento, a producao
de EROs é baixa. Entretanto, diante de diversos tipos de estresse, quando a
homeostase celular € rompida, ocorre aumento da producdo destas espécies.
Embora esse aumento seja uma ameaca a ceélula, essas espécies podem

também agir como sinalizadores para a ativacao da resposta ao estresse e vias
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de defesa do vegetal (MITTLER, 2002; GILL, TUTEJA, 2010). Portanto, as EROs
podem ser vistas como indicadores celulares de estresse e como mensageiros
secundarios envolvidos na via de transducao de sinais na resposta ao estresse
(MITTLER, 2002; KOTCHONI & GACHOMO, 2006; GILL, TUTEJA, 2010).

Dentre alguns dos fatores ambientais que podem estimular a producéo de
EROs e, consequentemente, um estresse oxidativo nas plantas séo as variacoes
de temperatura, sendo que as plantas podem sofrer influéncias de extremos de
frio ou calor (WAHID et al., 2007; GILL, TUTEJA, 2010).

As adaptacdes das plantas frente as flutuagbes de temperatura podem
ocorrer através da selecdo de gendtipos mais apropriados em termos de
morfologia, fisiologia e bioquimica entre varias geracdes. Entretanto, mudancas
significativas podem ser vistas dentro do ciclo de vida de uma mesma geragéo
estimulando mecanismos de defesa e adaptacdo mais rapidos (WAHID et al.,
2007; GILL, TUTEJA, 2010).

Alteracbes por calor ou frio incluem mudancas no metabolismo e na
fisiologia como o aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio,
alteracdo da expresséo e atividade de enzimas antioxidantes, desnaturacao de
proteinas, lipoperoxidacao, alteracdo da integridade de membranas, alteracdes
nos processos de fotossintese e respiragcdo celular entre outros (WAHID et al.,
2007; GILL, TUTEJA, 2010).Diversos estudos tém demonstrado que a alteracao
dos mecanismos antioxidantes esta correlacionada com a capacidade de defesa
das plantas frente as alteracfes de temperatura. Plantulas de trigo (Triticum
aestivum L.) expostas ao estresse por temperaturas elevadas apresentaram
alteracbes nas atividades antioxidantes e na atividade dos fotossistemas. O
crescimento das plantulas acima dos 25 °C provocou alteragcdes nas atividades
dos fotossistemas | e Il das folhas primarias, com inativacéo do PS Il e aumento
da geracgdo de ERO’s. O estresse por temperatura levou ao estimulo da atividade
da superoxido dismutase indicando que a formacdo de seu substrato, o radical
superoéxido, foi aumentado. Também, a atividade da ascorbato peroxidase, uma
enzima que sequestra H202, foi elevada de forma dependente do aumento da
temperatura (DASH, MOHANTY, 2002). Ainda, foram observados aumentos nas
concentracfes de ascorbato e glutationa em resposta as altas temperaturas. O

aumento nas atividades das enzimas do metabolismo do H202 sugere que esta
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molécula possua um papel essencial na sinalizacédo das alteracdes provocadas
pelo choque térmico e contribua, juntamente com o sistema antioxidante para o
potencial de tolerancia dos cultivares de trigo ao estresse por temperatura
(DASH, MOHANTY, 2002). As linhagens de trigo que apresentaram maior
atividade das enzimas antioxidantes também apresentaram menores danos as
membranas e maior conteudo de clorofilas, o que demonstra maior tolerancia ao
estresse por calor (ALMESELMANI et al., 2006).

Além do calor, o frio também pode provocar altera¢des nos niveis de EROs
e nos sistemas antioxidantes das plantas. Como o milho (Zea mays L.) € uma
planta sensivel ao frio, este tipo de estresse ambiental durante os primeiros
estagios do desenvolvimento pode prejudicar a produtividade. Plantulas de milho
foram sujeitas a aclimatacédo ao frio e o perfil antioxidante foi avaliado. As
atividades da superoxido dismutase nos mesocotilos estava aumentada durante
a aclimatacdo. Além disso, também se observou um aumento nos niveis de
perdxido de hidrogénio em ambos 0s grupos, plantulas previamente aclimatadas
ou ndo (PRASAD et al., 1994). Mais tarde, este comportamento foi comprovado
guando plantulas de milho de 3 dias ndo sobreviveram a 7 dias de estresse a 4
°C (sem aclimatacéo). Apenas aquelas que primeiro foram aclimatadas a 14 °C
por um dia sobreviveram as condicdes de baixa temperatura. Além disso, 0
contetdo de proteinas carboniladas, um indicador de estresse oxidativo, estava
aumentado nas plantas ndo aclimatadas. Estes resultados indicam que o
aumento da atividade das enzimas antioxidantes esta relacionado ao

desenvolvimento da aclimatacéo ao frio em plantulas de milho (PRASAD, 1997).

Em plantas de pepino, o estresse por frio provocou um aumento na
producdo de EROs que refletiu em elevacdes das defesas antioxidantes, em
especial nas atividades da Superdxido dismutase (SOD) e Ascorbato peroxidase

(APX) em cloroplastos e mitocéndrias (HU et al., 2008).

Dentre as diferentes espécies e até mesmo dentre diferentes variedades da
mesma espécie pode-se observar uma grande variacdo em termos de respostas
ao estresse por altas ou baixas temperaturas. No entanto, de maneira geral a
formacao das ERO’s esta relacionada a inducdo de sinais intracelulares que
levam ao aumento das defesas antioxidantes da célula sendo que as enzimas

apresentam um comportamento diferencial nas suas atividades. Além disso, as
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EROs ainda podem estar relacionadas ao dano celular quando esta resposta de
protecdo ndo atinge eficientemente seus objetivos podendo levar até a morte das

plantas afetadas.

Diante do exposto, pretende-se estudar as alteracbes anatdmicas,
bioquimicas e fisiolégicas em plantulas de milho hibrido e crioulo submetidas a

diferentes temperaturas.
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4 METODOLOGIA

O estudo foi realizado nos Laboratorios de Germinacao e Crescimento,
Fisiologia Vegetal e Bioquimica experimental da Universidade Federal da
Fronteira Sul (UFFS), campus Laranjeiras do Sul, Parana. As sementes hibridas
foram adquiridas da empresa Pioneer, enquanto que as sementes crioulas foram
provenientes do MPA - Movimento dos Pequenos Agricultores, do municipio de

Porto Barreiro, PR.

Foram realizados dois experimentos. Um para germinacao das sementes
e outro para crescimento de plantulas. Os experimentos realizados foram
divididos em trés ensaios. No primeiro foi utilizada temperatura de germinacgéo e
crescimento de 25°C, recomendada para a espécie (Brasil, 2009). No segundo
ensaio a temperatura de germinacéao utilizada foi de 35°C e no terceiro ensaio, a
temperatura utilizada foi de 15°C, sendo os ensaios a 15 e 35 °C fontes de

estresse para as plantulas de milho.

4.1 AVALIACOES FISIOLOGICAS

Para a avaliacdo da qualidade fisiologica das sementes foram realizados
0S seguintes testes: germinacao e indice de velocidade de germinagéo e tempo

para ocorréncia de 50% de germinagéo (Tso).

4.1.1 Teste de Germinacéo e indice de Velocidade de germinacéo

Os testes de germinacdo e indice de Velocidade de Germinacdo (IVG)
foram realizados em 4 repeticbes de 50 sementes, as quais foram semeadas
sobre papel germiteste umedecido com agua 2,5 vezes o peso do papel. Todos
0s ensaios foram conduzidos em camara de germinacao do tipo Mangelsdorf,
sendo que, no primeiro ensaio (25 °C) a contagem de plantulas normais,

sementes mortas e plantulas anormais foram efetuadas no sétimo dia apés a
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semeadura (Brasil, 2009). No segundo e terceiro ensaios (35 e 15 °C) estes
parametros foram avaliados quando ocorreu a estabilizacdo da germinagéo.

O indice de velocidade de germinacao foi avaliado conjuntamente com o
teste de germinacdo. As contagens do numero de plantulas normais foram
realizadas diariamente, a mesma hora, a partir do dia em que surgiram as
primeiras normais. Posteriormente, foi calculado o indice de velocidade de
germinacao, de acordo com a formula de Maguire (1962), citado por Vieira &
Carvalho (1994).

IVG: G1/N1 + G2/N2 +...+ Gn/Nn
em que:
IVG: indice de velocidade de germinacéo;
G1, G2, ... Gn = numero de plantulas normais, computadas na primeira, segunda,
..., Ultima contagem;
N1, N2, ..., Nn = nimero de dias de semeadura a primeira, segunda, ..., tltima

contagem.

3.1.2 Tempo para ocorréncia de 50% de germinacao (Tso)

O tempo para ocorréncia de 50% de germinacédo (Tso) foi avaliado
conjuntamente com o teste de germinacdo e indice de velocidade de

germinacao, de acordo com a formula proposta por Guimaraes (2000).

Tso: [(G-G)l/G2-Ga]+T

em que:
Tso: tempo de ocorréncia de 50% de emergéncia

G: metade do valor maximo de emergéncia

Ga1: valor de emergéncia igual ou imediatamente inferior a G
Gz2: valor de emergéncia imediatamente superior a G

I: intervalo entre as contagens

T: tempo para a ocorréncia de G1
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3.1.3 Teste de Emergéncia

Foram realizadas em 4 repeticbes de 50 sementes, totalizando 200
sementes, as quais foram semeadas a 3 cm de profundidade, em bandejas
plasticas com dimensdes de 45,0 x 30,0 x 6,5 cm, utilizando como substrato uma
mistura de solo e areia em uma proporcédo de 3:1. As bandejas foram mantidas
em estufas climatizadas do tipo B.O.D, previamente reguladas a temperaturas
de 25 °C, 15°C e 35 °C, a critério do tratamento, em regime alternado de
luz/escuro (12 horas), durante quinze dias. As bandejas foram irrigadas quando
necessario, com o mesmo volume de agua. As plantulas geradas no teste de
Emergéncia foram posteriormente coletadas para que fossem realizadas as

avaliacdes bioquimicas nas variedades de milho hibrido e crioulo.

4.2 AVALIACOES MORFO-ANATOMICAS

Para o estudo anatomico, foram utilizadas 10 folhas totalmente
desdobradas e tomadas ao acaso, por repeticdo de cada tratamento,
provenientes do teste de emergéncia de plantulas. As folhas foram fixadas em
FAA 70% composto de formaldeido (5% da solucao), &cido acético glacial (90%
da solucdo) e alcool etilico (5% da solucdo) por 24 horas e, posteriormente

conservadas em alcool etilico 70°GL, conforme metodologia de Johansen (1940).

Para as avaliagcbes morfo-anatdmicas, cortes manuais, com lamina de
barbear, foram realizados num total de 10 folhas por tratamento, repetindo trés
cortes por folha. Esses cortes foram realizados nas regides basal, mediana e
apical das folhas e com eles foi realizada a confec¢cdo de laminas semi-
permanentes. Em cada corte foram observados quatro campos aleatérios. Os
cortes foram em seguida observados com auxilio de camara clara em um
microscopio tipo Olympus CBB, avaliando-se o diametro polar e equatorial e o

numero médio de estdmatos por mm? das folhas.
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4.3 AVALIACOES BIOQUIMICAS

Para as avaliacbes bioquimicas, 10 folhas por repeticdo, de cada
tratamento, foram coletadas aleatoriamente, picadas, congeladas em freezer a
18 °C e em seguida liofilizadas. Apds este procedimento, as folhas foram
divididas em duas partes: uma delas usada para a extracao e a quantificacao de
amido, acucares soluveis totais, agucares redutores e clorofila e a outra parte
para determinacdo do conteddo de proteinas, atividade das enzimas
antioxidantes e peroxidacéo lipidica.

4.3.1 Amido

Para a extracdo do amido, 0,5 g de tecido foliar liofilizado foi colocado em
tubo de centrifuga, homogeneizado em 10 mL de etanol 80% e incubado a 40°C
por 10 minutos. Em seguida, a amostra foi centrifugada a 5000 xg por 20 min e
0 sobrenadante separado do precipitado. Esse procedimento foi repetido mais
uma vez e os sobrenadantes unidos e armazenados para a quantificacdo de

acucares soluveis totais e redutores.

Ao precipitado foi adicionado 2,5 mL de acido perclérico a 30% para a sua
ressuspensao e, posteriormente, colocado em banho de gelo por 40 min. Apds
tal procedimento, as amostras foram centrifugadas a 10000 xg por 20 min, foi
retirado o sobrenadante e completado seu volume para 10 mL com agua

destilada para a quantificacdo do contetdo de amido.

A quantificacdo do contetdo de amido, em equivalentes de glicose, foi
realizada pelo método de Antrona como descrito por Yemm & Willis, (1954). A
reacao de antrona se baseia na acéo hidrolitica e desidratante do &cido sulfdrico
concentrado sobre os carboidratos. Quando ocorre a reacao de Antrona em uma
solugcéo com carboidratos que tenham ligacdes glicosidicas como o amido, estas
ligacbes séo hidrolisadas e os acguUcares simples sdo entdo desidratados, se
condensam com a antrona (9,10-dihidro-9-oxoantraceno) gerando um produto de
coloracdo azul petréleo. Foram utilizadas as amostras de padréo de glicose para

obtencado da curva padrdo. Uma aliquota do reagente de antrona foi adicionado
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as amostras nos tubos de ensaio contendo o extrato aquoso. As analises foram
realizadas em duplicata. O conteddo de amido foi quantificado por
espectrofotometria a um comprimento de onda de 620nm e os resultados

expressos como mg amido/g tecido seco.

4.3.2 Acucares redutores e agucares soluveis totais

As guantificacdes de acucares sollveis totais e acucares redutores foram
realizadas nos sobrenadantes da extracao foliar conforme descrito anteriormente
(item 4.3.1) pelos métodos colorimétricos de Antrona (Yemm & Willis, 1954) e
acido dinitrossalicilico — DNS (Miller, 1959), respectivamente. Os acucares
redutores foram quantificados por espectrofotometria em comprimento de onda
de 540nm, utilizando-se uma curva padrao de glicose e os resultados foram

expressos como mg/g tecido seco.

Para a determinagdo do teor de acgucares sollUveis totais foi utilizado o
método de Antrona. ApoOs a obtencdo do homogenatos, adicionou-sese 0,5 mL
de acido cloridrico (HCI) concentrado. Em seguida a amostra foi incubada em
banho-maria a 60 °C por 10 minutos. Apés, a solucéo foi neutralizada com NaOH
6N e resfriou-se rapidamente em banho de gelo até a temperatura ambiente. A
solucéo foi entdo centrifugada e separados os sobrenadantes. Os acuUcares
solaveis totais foram quantificados por espectrofotometria a um comprimento de
onda de 620nm utilizando-se uma curva padrao de glicose e os resultados foram

expressos como mg/g tecido seco.

4.3.3 Clorofila a, b e total

A extracdo da clorofila foi realizada com a homogeneizacéo de 0,59 de
tecido foliar liofilizado em acetona 80%, o homogenato foi filtrado e em seguida
o filtrado foi diluido em acetona 80% até completar um volume de 10mL. A
quantificacéo dos teores de clorofila a, b e clorofila total (mg.L™) foi realizada por

espectrofotometria de emisséo nos comprimentos de onda de 470 nm, 647 nm e
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663 nm, conforme equacao proposta por Arnon (1949), onde A € a absorbancia
no comprimento de onda utilizado, Ca (conteudo de clorofila a), Cb (contetdo de
clorofila b) e CT (conteudo de clorofila total). Os resultados obtidos foram

expressos em mg clorofila/g matéria seca.
Ca = (12,7xAs63nm) — (2,64xAs45nm) (Mg.g1)
Cb = (22,9xA645nm)—(4,68 X As63nm) (mggl)

CT=Ca+Cb(mg.g?t)

4.4 AVALIACOES DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para as avaliacbes do estresse oxidativo, 10 plantulas emergidas, por
repeticdo, de cada tratamento, provenientes do teste de emergéncia de plantulas
foram coletadas e imediatamente seccionadas, separando o tecido foliar do
radicular. ApOs realizado este procedimento, os tecidos foliares foram
congelados em freezer a -18 °C e em seguida liofilizados. Apés a liofilizagdo do
material vegetal foi realizada a homogeneizacdo das amostras e a extracao
proteica para a quantificacdo de proteinas e avaliagdo das atividades

enzimaticas.

4.4.1 Preparo dos homogenatos e extracao proteica

Para o preparo dos homogenatos e a extracao proteica 200 mg de tecido
foliar, por repeticdo de cada tratamento, foram macerados e homogeneizados
em 800 pL de tampao de extracdo contendo: tampéo fosfato de potassio 100
mM, pH 7,8, EDTA 0,1 mM e acido ascorbico 1 mM. Os homogenatos foram
centrifugados a 13000 xg, por 15 minutos a 4°C, coletando-se o sobrenadante
para a quantificacdo do teor proteico e para as andlises enzimaticas da

superoéxido dismutase (SOD) e ascorbato peroxidase (APX).
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4.4.2 Teor proteico

Para a quantificacdo da concentracdo de proteinas no tecido foliar foi
utilizada a metodologia de Bradford (1976) usando albumina bovina como

padrao.

4.4.3 Superoéxido dismutase (SOD)

A quantificagéo da atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) foi
determinada segundo sua capacidade de inibir a fotorreducdo do azul de
nitrotetrazolio (NBT), de acordo com a metodologia descrita por Giannopolitis &
Ries (1977). Os resultados da atividade especifica da enzima SOD sé&o
expressos como U/ug de proteina. O meio de reacdo era composto por tampéo
fosfato de potassio 50 mM, pH 7,8, metionina 13 mM, EDTA 100 uM, NBT 60
UM, riboflavina 200 uM, extrato proteico (amostra) e agua destilada. Para a
obtencédo dos brancos séo adicionados a 2,4 mL do meio de reagdo 100 pL de
um pool das amostras que sao incubadas por 10 minutos no escuro para que
ocorra a reacdo de foto-inibicdo. Para a obtencdo dos controles em duplicata,
sao adicionados a 2,4 mL do meio de reacdo 100 pL de tampéao fosfato50 mM
pH 7,8. Os tubos com 2,4 mL do meio de reacao e 100 pL de amostra foram
iluminados por 10 minutos, com uma lampada fluorescente de 20 W. Para o
controle, o mesmo meio de reagcdo sem a amostra foi iluminado. O tubo de ensaio
com o branco foi mantido no escuro. A reagéo iniciou-se quando ligou a luz e
finalizou-se quando a mesma foi apagada. As leituras de absorbancia foram

realizadas em espectrofotbmetro a 560 nm.

Uma unidade (U) de SOD é definida como a atividade da enzima
necessaria para a inibicdo de 50% da fotorreducdo do NBT. Para o célculo da
atividade especifica da enzima, considera-se a porcentagem de inibicao obtida,
o0 volume da amostra e a concentracdo de proteina na amostra conforme as

formulas abaixo:
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- Porcentagem de inibicéo:

% |n|blgéo = [(AbScontroIe— Abs amostra)/AbScontroIe] x 100
- Célculo da atividade especifica da SOD (U/ ug proteina):

Atividade especifica da SOD = (% de inibi¢cdo x volume da amostra(uL)) /

(50% x concentragdo de proteina (ug / uL))

4.4.4 Ascorbato peroxidase (APX)

A atividade da ascorbato peroxidase (APX) foi quantificada conforme
metodologia de Nakano & Asada (1981), monitorando-se a taxa de oxidagao do
ascorbato a 290 nm. O meio de reagdo com volume final de 2 mL contendo
tampao fosfato de potassio 50 mM pH 7,0, acido ascérbico 0,5 mM, peréxido de
hidrogénio 0,1mM, agua destilada e extrato proteico (amostra) foi incubado a 28
°C por 10 minutos. A taxa de oxidacdo do ascorbato foi monitorada durante 2
minutos, a cada 10 segundos e a atividade da enzima expressa em pmol de

ascorbato oxidado por minuto.

4.4.5 Peroxidacao lipidica (LPO)

A peroxidacdo de lipidios foi mensurada em relacdo a quantidade de
malondialdeido (MDA) presente no tecido foliar das plantulas, o qual foi
determinado pela reacdo do &cido tiobarbiturico, de acordo com a metodologia
descrita por Heath & Packer (1968). Amostras de 0,5 g de tecido foliar foram
macerados em 1,6 mL de TCA 1%. Apés completa homogeneizacéo, 1,5 mL dos
homogenatos foram transferidos para microtubos e centrifugados a 17696 xg a

4 °C por 10 minutos. Dos sobrenadantes foram retiradas aliquotas de 0,5 mL as
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quais foram adicionados1,5 mL de acido tiobarbittrico 0,5% (p/v) + TCA 20%
(p/v). Concluido esse procedimento, os tubos de ensaio foram incubados em
banho-maria a 95 °C por 30 minutos e, em seguida, colocados em gelo, por 10
minutos, para a paralisacao da reacao. Apoés o resfriamento, as amostras foram
lidas em espectrofotometro a 532 nm e 600 nm, cujos valores foram
posteriormente subtraidos. O conteddo de MDA foi estimado utilizando um
coeficiente de extingdo de 155 (mmol / L't cm™) conforme descrito por Meriga et

al. (2004). A guantidade de MDA foi expressa em nmol.g* de tecido seco.

4.5 ANALISE ESTATISTICA

Para todas as analises estatisticas foi utilizado o sistema SISVAR,
desenvolvido por Ferreira (2006), que analisou as interagdes entre as variedades
e temperaturas utilizadas durante os ensaios, assim como seus valores

separadamente.

O modelo de delineamento experimental utilizado foi o Delineamento
inteiramente casualizado (DIC), fatorial 4X3, sendo quatro variedades de milho,
duas hibridas e duas crioulas e 3 temperaturas de germinacéo e crescimento de
plantulas. Foram analisadas pelo programa citado as médias e os resultados

foram expressos pelas médias + Desvio padrédo (DP).

Para testar a normalidade e a homocedasticidade dos dados referentes as
concentracbes de proteinas e atividade das enzimas antioxidantes foram
utilizados os testes de Lilliefors e de Bartlett, respectivamente. Os resultados
para as variedades e as temperaturas e a interacdo dos resultados para
temperatura e variedade foram testadas através da ANOVA e do teste de Tukey
a 5% de probabilidade.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

As variacbes de temperatura a que as plantas sdo expostas

frequentemente podem causar diversas alteracdes, tanto na fisiologia como na
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anatomia e nos mecanismos bioquimicos envolvidos na resposta ao estresse
causado por temperaturas diferentes do ideal. Uma semente com melhor vigor e
consequentemente plantas com um desempenho fisiolégico mais favoravel
podem sofrer menos danos em suas estruturas, como membranas bioldgicas ou
em seus mecanismos antioxidantes, seu aparato fotossintético, entre outros
quando submetidas a condi¢cdes de estresse ambiental. A fim de verificar a
qualidade fisiologica das sementes hibridas e crioulas frente ao estresse por
temperatura foram realizados os ensaios de germinacao e indice de velocidade

de germinacao e tempo para ocorréncia de 50% de germinacéo (Tso).

Observa-se na tabela 1 que a 25°C as sementes hibridas apresentaram
germinacao superior ao das sementes crioulas. A cultivar Herculex® apresentou
germinacdo de 99%, seguida pela cultivar Convencional com 92,5%,cultivar
Catarina 83,5% e variedade MPA1 com 65%, sendo que as quatro variedades
diferiram significativamente entre si.

Quando submetidas a uma condicdo de estresse por baixa temperatura,
al5°C, as sementes hibridas Herculex e Convencional e a variedade crioula
Catarina mantiveram a porcentagem de germinacéo apresentada a 25 °C (98,
89,5 e 85%, respectivamente), indicando ndo serem afetadas pelo estresse
causado por baixa temperatura. Por outro lado, a variedade crioula MPA1
apresentou um incremento na média de germinacdo em relacdo ao ensaio a
25°C, atingindo 80%, apresentando um bom desempenho germinativo quando
submetida a baixas temperaturas. Os resultados indicam que nenhumas das
variedades teve sua capacidade de germinagédo prejudicada pela temperatura
mais baixa.

Por outro lado, quando as quatro variedades foram submetidas a estresse
por temperaturas elevadas, todas elas apresentaram uma queda significativa na
porcentagem de germinacdo sendo que a cultivar Herculex® ainda foi a
variedade que apresentou maior porcentagem de germinacdo em relacao as
demais na temperatura de 35 °C, demonstrando que foi a variedade menos
afetada pela alta temperatura quanto a sua capacidade germinativa inicial. A
variedade crioula MPA1 apresentou 0 menor desempenho germinativo, nas trés
temperaturas, quando comparado ao das demais variedades, néo diferindo de
Catarina a 15 °C (Tabela 1).
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Tabela 1 - Porcentagem de germinacdo de sementes de milho (Zea mays)
hibridas e crioulas de milho em funcdo da temperatura.

Temperaturas (°C)

Variedades 15 25 35
Herculex® 98 + 1,63Aa 99 + 0,53aa 37,5+ 13,6840
Convencional

89,5 + 3,008a 92,5 + 0,33Ba 13 +11,268b
Catarina 85+ 6,21ca 83,5+ 1,91ca 4,0 £ 2,82ch
MPA1 80+ 1,63ca 65 + 8,08pb 0 + 0,000c

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e minuscula nas linhas né&o
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdao) com n=200 para cada tratamento.

De maneira geral, os testes de germinacdo de sementes sdo utilizados
em laboratério para determinar o potencial germinativo méximo de um lote de
sementes (BRASIL, 2009). Além do teste de germinagéo, o indice de velocidade
de germinacgéo (IVG) e o teste de Tso% S80 parametros adicionais importantes na
avaliacdo da qualidade fisiol6gica de lotes de sementes podendo ser usados
para comparar o vigor de lotes de sementes com germinagao semelhante e
também estimar o desempenho da semeadura a campo, uma vez que levam em
consideracao o grau de deterioracdo da semente.

O indice de velocidade de germinacao (IVG) é considerado um teste de vigor,
uma vez que avalia a velocidade com que as sementes germinam. Quanto maior
esse indice, menor o tempo que aquele lote de sementes leva para germinar, ou
seja, este lote tem um vigor maior e consequentemente maior qualidade
fisiolégica. Como pode ser observado na tabela 2, o indice de velocidade de
germinacao (IVG) a 25°C para as variedades hibridas Herculex® foi de 6,92 e
Convencional de 6,51. Ja as variedades crioulas apresentaram um indice de
velocidade de germinacdo de 10,09 para MPA1l e de 13,92 para Catarina,
respectivamente. Esse resultado indica que as variedades crioulas, apesar de

apresentarem resultados de germinagéao inferiores aos resultados alcangcados
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pelas variedades hibridas, tem um vigor superior ao das hibridas pois
apresentam um IVG superior nesta temperatura.

Em condicbes de baixa temperatura, o IVG de todas as variedades
apresentou reducdes significativas quando comparados com a temperatura de
25 °C (Herculex® - 5,98; Convencional- 5,14; MPAl1 - 4,67 e Catarina —
5,04).Percebe-se que a porcentagem de germinacao das variedades se manteve
guando submetidas a estresse por baixa temperatura, ja a velocidade com que
essas sementes germinam foi afetada, ou seja, a baixa temperatura reduz a
velocidade de germinacdo da semente do milho, mas ndo afeta o processo de
germinacao em si. Isso ocorre devido ao fato de a baixa temperatura reduzir a
velocidade das reacgdes, a germinacdo ocorre, mas em uma velocidade menor,
portanto o IVG tende a cair, ja que é um indice de velocidade e é um teste muito
mais sensivel que o de germinacéao.

J& na condicao de estresse por altas temperaturas o IVG foi ainda mais
afetado, apresentando valores muito inferiores e significativamente diferentes
aos observados nas temperaturas de 25 e 15 °C (Herculex® - 3,03; Convencional
- 0,69; MPA1 — 0,00 e Catarina — 0,66). A alta temperatura afetou o IVG das
variedades de milho devido a temperatura ser muito prejudicial a integridade de
membranas, a integridade de enzimas, componentes extremamente importantes
na célula, que possibilitam o processo de germinacdo em si.

Esses resultados do IVG demonstram que todas as variedades tiveram
uma queda no seu vigor guando submetidas a estresse por temperaturas baixas
e elevadas indicando que sob condi¢cfes de estresse a semente tem uma maior
dificuldade na germinacdo, levando a um maior tempo no solo e uma
probabilidade maior de serem acometidas de doencas e atacadas por pragas

sendo este efeito mais visivel em temperatura mais elevada.
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Tabela 2 - indice de velocidade de germinacdo de sementes hibridas e crioulas
de milho (Zea mays) em funcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex® 5,98 + 0,13ab 6,92 £ 0,53ca 3,03 £ 0,74Ac
Convencional Bb 6,51 £ 0,33pa 0,69 = 0,618c 5,14 £ 0,20
Catarina cb 13,92 £ 0,194a 0,66 = 0,47cc 5,04 £ 0,36
MPA1 4,67+ 0,100p 10,09 £1,27ga 0 + 0,000¢

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas nédo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdo) com n=200 para cada tratamento.

Ainda considerando a avaliagdo da qualidade fisioldégica de sementes, o
teste de Tsowquantifica o tempo necessario para que 50% das sementes
germinem, sendo que quanto menor o valor de Tsoxmais rapidamente as
sementes do lote avaliado germinam.

Na Tabela 3 sdo apresentados os resultados do tempo de ocorréncia de
50% de germinacao (Tsow). Pode-se observar que todas as variedades
estudadas apresentam Tsowsignificativamente maior em 15 °C comparado com
as demais temperaturas, ou seja, as sementes levaram mais tempo para que
50% da germinacdo ocorresse. Por outro lado, as variedades estudadas nao
diferiram entre si nesta faixa de temperatura. Estes dados estdo de acordo com
os resultados dos valores de IVG para temperatura de 15 °C (Tabela 2) indicando
gue as sementes apresentaram maior lentiddo para germinacao em temperatura
baixa, no entanto esta caracteristica ndo afetou a porcentagem de germinacao

(acima de 80% para todos 0s grupos).
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Tabela 3 - Tempo para ocorréncia de 50% de germinacao (Tso») de sementes
hibridas e crioulas de milho (Zea mays) em fungcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex® 7,89 = 0,124 3,18 £ 0,244a 3,4 +0,058a
Convencional Ac 3,19+ 0,17Aa 4,4 +0,15¢p 8,04 = 0,20
Catarina 8,1 +0,18ab 2,51 £ 0,01Aa 1,87 £ 1,25aa
MPA1 7,9 + 0,054 2,66 + 0,0342 0 £ QP¢

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas néao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdo) com n=200 para cada tratamento.

Ja a 25 °C foram observados valores de Tso%w mais baixos para todas as
variedades estudadas e este resultado estd de acordo com o maior IVG
apresentado tanto pelas variedades hibridas quanto pelas crioulas, indicando
gue a melhor temperatura para germinagcdo das sementes é a 25 °C, conforme
Brasil, 2009. Segundo MAGALHAES et al. (2003) a baixa temperatura no plantio
geralmente restringe a absor¢cdo de nutrientes do solo e causa lentiddo no
crescimento. A lentiddo na germinacédo predispbe a semente e a plantula as
condicBes ambientais e ao ataque de patdgenos e as sementes que realizam o
processo de germinacao mais rapidamente tem vantagem na competicao entre
plantas. Ainda, CRUZ et al. (2007) ressalta em seu trabalho que a baixa
temperatura do solo na semeadura retarda a germinacdo da semente de milho
ja que diminui a mobilizacdo de reservas e a velocidade de emergéncia das
plantulas de milho. Também conclui que temperaturas de 10 °C, em alguns
genotipos de milho, além de reduzir a germinagéo também ocasiona um dano as
plantulas, chamado dano de embebi¢&o ao frio que é o dano causado pela agua
que entra pelas membranas sem que os componentes desta apresentem por

exemplo as caracteristicas de permeabilidade seletiva e mosaico fluido. Portanto
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fendtipos de milho ndo adaptados a baixas temperaturas podem ter seu
desempenho muito prejudicado nestas condic¢des.

Quando submetidas a estresse por alta temperatura, Herculex® e
Catarina nao diferiram significativamente do resultado a 25 °C, ou seja,
apresentaram valor de Tsow semelhante em 25 e 35 °C. Ja a cultivar
Convencional teve um acréscimo significativo no seu valor de Tso% a 35 °C
guando comparada a temperatura de 25°C. Por outro lado, comparando-se as
cultivares entre si, a variedade crioula MPAL apresentou o menor resultado de
Tso% a 35°C.

Analisando os resultados de Tso% isoladamente, pode-se sugerir que a
variedade crioula Catarina foi a menos afetada pela alta temperatura na
mobilizacdo de reservas e absorcdo de umidade para que ocorresse 0 processo
de germinacéo, no entanto quando comparado aos demais testes de qualidade
fisiolégica, os resultados sdo conflitantes e merecem um estudo mais
aprofundado para se ter certeza de que as variedades crioulas sejam realmente
capazes de germinar em menor tempo que as outras variedades, em especial
em altas temperaturas.

Em um estudo realizado por Durdes (2007), analisando o efeito de
temperaturas extremas e uso de diferentes inseticidas na germinagao de milho,
foi observado que as menores médias de germinacdo foram obtidas para
temperaturas extremas, tanto altas quanto baixas, assim como 0 maior nimero
de plantas anormais e sementes mortas. Ainda, a temperatura que mais afetou
a germinacao foi a temperatura baixa de 10 °C, diferente dos resultados obtidos
neste trabalho, em que as menores médias de germinagcdo foram obtidas em
altas temperaturas (40 °C). Esse resultado pode estar relacionado a hipétese de
gue as sementes, em especial as crioulas, apresentem maior adaptacao ao frio
gue ao calor, sendo por este motivo mais prejudicadas nas temperaturas altas
de germinacéo. Durdes (2007) comenta em seu trabalho que genétipos de milho
melhor adaptados poderiam ser mais eficientes e efetivos se os atributos que
conferem rendimento sob condi¢des subdtimas, como a temperatura, pudessem
ser usadas como critério de selecao.

A qualidade da semente é pré-requisito para um bom desempenho no

campo, por possibilitar uma germinacdo mais rapida e uniforme, sendo
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caracteristicas importantes para o sucesso da lavoura. Em trabalho realizado por
ANDREOLLI et al. (2002), a populacdo de plantas de milho foi significativamente
afetada pela qualidade da semente, e 0 autor ainda ressalta que os produtores
de milho deveriam somente utilizar sementes para plantio com germinacao
superior a 80%, evidenciando que a qualidade da semente é fundamental para o
estabelecimento da cultura e a obtencdo de uma boa produtividade.

Apés a germinacdo, a formacédo das estruturas foliares é de suma
importancia para o bom desenvolvimento da planta, sendo que as caracteristicas
anatdbmicas das folhas sdo determinadas geneticamente, mas as condicfes
ambientais, como variacbes de temperatura, tém influéncia sobre estas
estruturas (MAJADA et al., 2000).

Segundo Aoyama e Mazzoni-Viveiros (2006), as alteracdes causadas
pelas variagbes no ambiente, como as variagdes de temperatura, podem ocorrer
em estruturas vegetativas como as folhas. As mesmas podem sofrer adaptacdes
fenotipicas como por exemplo com relacdo aos seus mecanismos de prevencao
ou reducédo da perda de agua, apresentando uma maior camada de cuticula em
suas folhas, reduzindo o diametro e o posicionamento de seus estomatos,
apresentando maior niumero de estdmatos na superficie abaxial das folhas. Além
disso, as folhas também podem apresentar tricomas especificos que reduzem a
transpiracao.

Os estbmatos sdo estruturas importantes para a producéo vegetal, pois
representam a porta de entrada e saida dos gases para a fotossintese. As
diferentes espécies de plantas variam quanto ao numero, frequéncia, tamanho,
distribuicdo, forma e a mobilidade dos estbmatos, 0 que consequentemente
interfere na capacidade fotossintética destas. (SILVA, ALQUINI, CAVALLET,
2005). Mesmo em uma Unica planta, as folhas variam relativamente quanto aos
estdbmatos, dependendo de sua forma e posicao (SILVA, ALQUINI, CAVALLET,
2005). Ainda, o maior numero de estdmatos por area ajuda a explicar as maiores
taxas transpiratorias e fotossintéticas das plantas. Cultivares da mesma espécie
e espécies de mesmo género podem diferenciar quanto a densidade estomatica
(SILVA, ALQUINI, CAVALLET, 2005). Assim, uma variedade de milho com

estbmatos de maior diametro e em maior nUmero pode apresentar uma maior
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capacidade de captagdo de CO2 e assim uma maior acumulagéo de carbono,
convertido posteriormente em matéria seca.

Como as condicbes ambientais podem influenciar nas caracteristicas
morfoanatdmicas das folhas, a sua observagdo e analise podem trazer
informacdes importantes em relagéo as variedades crioulas e hibridas, como a
capacidade de adaptacdo, capacidade de acumulo de biomoléculas como
acucares, proteinas e enzimas que podem auxiliar a planta a resistir em
condicbes de estresse as quais sdo submetidas, como as variacoes de
temperatura. Em funcéo disto, foram realizadas as medi¢des dos diametros polar
e equatorial dos estdbmatos e a contagem de estébmatos das folhas de milho
hibrido e crioulo.

As diferentes temperaturas nao influenciaram o nimero de estématos de
nenhuma das variedades (Figura 1). Por outro lado, quando comparadas entre
si, somente a 35 °C as variedades apresentaram diferenca significativa no
namero de estbmatos, sendo que a variedade Convencional foi a que apresentou

maior quantidade de estdmatos nesta temperatura.

Figura 1 — Densidade estomatica em folhas de plantulas hibridas e crioulas de
milho (Zea mays), em fung&o da temperatura.
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Nota: Letras mailsculas iguais nédo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras minUsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como média £DP (Desvio Padrdo) com n=120
para cada tratamento.
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O parametro diametro polar de estbmatos indica o tamanho do estémato,
que pode variar em fungéo de fatores ambientais e pela constituicdo genética da
espécie ou variedade (SOUZA et al., 2010). As diferentes temperaturas também
nao afetaram o diametro polar dos estbmatos de nenhuma das variedades e
quando se comparou as variedades entre si, somente a 35 °C foi observado
diferencas entras as variedades, sendo que Convencional, Catarina e MPA1
apresentaram reducdes significativas de diametro polar comparadas a variedade
Herculex (Figura 2).

Figura 2 — Diametro polar de estdbmatos de folhas de plantulas hibridas e crioulas
de milho (Zea mays), em funcéo da temperatura.
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Nota: Letras mailsculas iguais ndo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras mindsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores séo expressos como média +DP (Desvio Padrdo) com n=120
para cada tratamento.

Ja em relacéo ao diametro equatorial dos estbmatos ndo houve influéncia
das temperaturas em quaisquer das variedades. Além disso, comparando-se as
variedades entre si, ndo foram observadas diferencas significativas no diametro
equatorial (Figura 3). O fato das plantulas apresentarem maior densidade de
estbmatos quando submetidas a altas temperaturas poderia estar relacionado a
maior atividade fotossintética que deve ocorrer para compensar a maior atividade
respiratoria e a maior taxa de transpiracédo por parte dessas folhas, resultando

na maior necessidade de trocas gasosas e liberacdo de vapor de agua pelos
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estdbmatos (BALDO, 2007). Por outro lado, estbmatos menores podem reduzir a
transpiragdo conferindo toleréncia a perda de agua resultante da alta taxa
transpiratéria que ocorre quando em condi¢cbes de altas temperaturas. A
densidade estomatica esta diretamente relacionada as trocas gasosas foliares e
tem influéncia na transpiragéao e captagédo de CO2 (CASTRO et al. 2009). O fato
da variedade convencional apresentar maior numero de estdmatos, mas em
tamanho menor pode ser um indicativo do processo de adaptacdo a altas

temperaturas.

Figura 3 — Diametro equatorial dos estdmatos de folhas de plantulas hibridas e
crioulas de milho (Zea mays), , em fungdo da temperatura.
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Nota: Letras mailsculas iguais ndo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras mindsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como média +DP (Desvio Padrdo) com n=120
para cada tratamento.

Além da relacdo entre a densidade estomatica e a capacidade
fotossintética da planta, é fator extremamente importante na fotossintese o
namero de cloroplastos e mais especificamente o conteido de clorofila para
garantir a eficiéncia do processo fotossintético da planta em crescimento.

Segundo Streit et al. (2005), as clorofilas sdo os pigmentos naturais mais

abundantes presentes nas plantas, em especial nos cloroplastos das folhas onde
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desempenham papel importante na fotossintese, sendo estes pigmentos 0s
principais responsaveis pela captacdo de energia luminosa e transferéncia de
elétrons (TAIZ, ZEIGER, 2013).Como pode ser observado na figura 4, ndo houve
alteracdo significativa do conteudo total de clorofila em nenhuma das variedades
em quaisquer das temperaturas avaliadas, demonstrando que os fenétipos de
milho em termos de conteldo total de clorofila estudados no presente trabalho

ndo sofreram alteracdo devido as diferentes temperaturas de desenvolvimento.

Figura 4 - Concentracdo de clorofila total (mg/g de matéria seca) do tecido foliar
de plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcéo da temperatura.
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Nota: Letras mailsculas iguais ndo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras mindsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como média +DP (Desvio Padrdao) com n=10
para cada tratamento.

Ainda, foi avaliado o conteudo das clorofilas a e b nas amostras foliares
das variedades estudadas. Os cloroplastos sempre contém tanto clorofila a
quanto clorofila b. Embora ambas sejam verdes, seus espectros de absorcao sao
diferentes, de modo a complementarem a faixa de absorcao de luz uma da outra
na regido visivel. A maioria das plantas contém duas vezes mais clorofila a do
que clorofila b (NELSON e COX, 2011;TAIZ e ZEIGER, 2013).

Como pode ser observado na tabela 4, a 25°C, obteve-se maior
concentracdo de clorofila a para as variedades Herculex®, Convencional e

MPAL, que n&o diferiram entre si e menor para a variedade Catarina. A variedade
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Herculex® apresentou maior concentracdo a 25°C e menor a 35°C,
demonstrando que apresenta maiores concentracdes de clorofila na temperatura
ideal para a espécie. Ja a variedade MPA1, apresentou maior concentragédo de
clorofila a nas temperaturas de estresse que a temperatura ideal para a espécie
do milho, demonstrando ser influenciada de maneira diferente pela temperatura,

na producéo de clorofila a, do que a variedade hibrida Herculex®.

Tabela 4 - Concentracao de clorofila a (mg/g matéria seca) do tecido foliar, em

plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex®
0,20 + 0,054 0,17 + 0,01Ac 0,24 + 0,02ra

Convencional

0,24 + 0,04ra 0,22 + 0,054a 0,16 + 0,034
Catarina

0,17 +0,07Aa 0,16 + 0,03Ba 0,15+ 0,03ra
MPA1 0,23 + 0,024a 0,15 + 0,078® 0,24 + 0,142

Fonte: Da autora.

Nota: Letras mailsculas iguais ndo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras mindsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores séo expressos como média +DP (Desvio Padr&o) com n=10
para cada tratamento.

Na Tabela 5, no ensaio a 15°C houve diferenca significativa na
concentracdo de Clorofila b, sendo que a variedade Convencional apresentou
maior concentracdo, seguida de Catarina, Herculex® e MPA1, que nao diferiram
entre si. Este resultado demonstra que quando submetidas a estresse por baixa
temperatura, a variedade crioula Catarina apresenta resultados de concentracao

de clorofila b semelhantes a uma variedade hibrida.

A variedade MPAL1 apresentou menores concentracéo de clorofila b nos
ensaios a 15 e a 25 e a 25 C, onde nao diferiu de Convencional e apresentou
maior concentracdo a 35 °C, como demonstrado na tabela 5, comparando as trés

as temperaturas. Os outros resultados ndo apresentaram diferenca estatistica.
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Tabela 5 - Concentracéo de clorofila b (mg/g matéria seca) do tecido foliar, em
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex®
0,27 + 0,06Ba 0,24 + 0,024a 0,35 + 0,064a
Convencional
0,30 + 0,054a 0,30 = 0,06aa 0,27 + 0,05aa
Catarina
0,22 +0,028Ba 0,22 + 0,04Aa 0,20 + 0,04Aa
MPA1 0,31 + 0,024a 0,27 £ 0,104 0,23 £ 0,07Ab

Fonte: Da autora

Nota: Letras mailsculas iguais ndo diferem entre as variedades nas diferentes temperaturas e
letras mindsculas iguais ndo diferem na variedade entre as temperaturas, pelo teste de Tukey, a
5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como média +DP (Desvio Padrdo) com n=10
para cada tratamento.

Segundo Durédes (2007), a temperatura é o mais importante dentre todos
os fatores ambientais que influenciam a taxa de desenvolvimento da planta
sendo que a fotossintese foliar na espécie do milho tem uma temperatura minima
entre 0 °C e 10 °C, um 6timo na faixa dos 30 °C e um maximo de cerca de 45 °C.
Ou seja, a fotossintese é um processo que tem influéncia da temperatura, sendo
que a producdo de clorofila e a concentracdo de clorofila no cloroplasto é

importante para que este processo ocorra de maneira eficiente.

Maiores temperaturas ocorrem nos momentos de maior radiacdo solar e
igualmente nos momentos em que ocorrerdo as maiores atividades
fotossintéticas. Nesse caso, temperaturas elevadas, em condi¢cdes de campo,
ocasionardo maiores atividades fotossintéticas e consequentemente maior
demanda por clorofila. Uma maior concentracdo de clorofila a alta temperatura,
como ocorreu com a variedade Herculex® demonstra que a alta temperatura nao
ocasionou diminui¢do na producéo de clorofila, assim como na variedade MPA1
que a 35 °C apresentou maior concentragao de clorofila a, e menor de b.

Durante a fotossintese, a energia luminosa é convertida em energia
quimica e esta é utilizada para fixacado de carbono na forma de aglcares. A partir
dos agucares ou de intermediarios metabdlicos originados a partir deles séo
sintetizadas outras biomoléculas com inumeras fun¢gbes no organismo vegetal

(TAIZ, ZEIGER, 2013).0s carboidratos sédo os constituintes bioguimicos mais
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abundantes nos vegetais, chegando a representar 50 a 80% do peso seco total
destes. Eles sdo importantes fontes de energia e compdem a parte estrutural das
células (CINIATO et al. 2007).

Dosar os carboidratos no tecido foliar é importante para inferir sobre a
capacidade de sintetizar e armazenar energia nas plantas, sendo que quanto
maior a eficiéncia fotossintética maior o acimulo de carboidratos no tecido da
planta. O milho € uma das plantas mais eficientes em termos de armazenamento
de energia na forma de carboidratos existentes na natureza (MAGALHAES et al.,
2002).

A fim de avaliar a influéncia das diferentes temperaturas sobre capacidade
de sintese de carboidratos e a disponibilidade energética das variedades de
milho, foram quantificados os conteudos de acuUcares redutores, aclcares
soluveis totais e amido nas folhas das plantulas.

Para a concentracdo de acUcares soluveis totais as variedades nao
diferiram significativamente entre si em quaisquer das temperaturas avaliadas
(Tabela 6). No entanto, a variedade Catarina apresentou uma maior quantidade
de acUcares soluveis a 25 °C, diferindo significativamente da acumulacao em 15
e 35 °C, demonstrando que as temperaturas sub e supra 6tima influenciaram na
acumulacdo destes aclUcares nesta variedade, o que ndo ocorreu com as

demais.

Tabela 6 - Concentracdo de acUcares sollveis totais (mg/g tecido foliar) em
folhas de plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcdo da
temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)

15 25 35
Herculex® 28,3 + 0,444a 29,0 + 0,374 25,7 £ 0,55a
Convencional 30,0 £ 0,35aa 33,9+ 0,73aa 28,7 £ 0,14na
Catarina 26,7 £ 0,520 36,5 + 0,30aa 22,2 £0,12ab
MPA1 27,5+ 0,35a 29,4 + 0,20¢a 26,3 £ 0,33a

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média = DP (Desvio Padrdo) com n=10 para cada tratamento.
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Os acucares soluveis totais, que compreendem o conjunto de todos o0s
carboidratos presentes nas células (mono, oligo e polissacarideos), além do seu
papel central no metabolismo também regulam muitos outros processos
fisiolégicos (GIBSON, 2003). Essa funcao implica que a concentracdo desses
acucares nos tecidos pode direcionar a produgcdo ou ndo de proteinas e/ou
enzimas que possam ter funcbes de protecdo ou adaptacdo da planta contra
estresses ambientais, ja que podem agir como sinalizadores celulares. Segundo
Durées (2007), o gendtipo do milho influencia a quantidade de energia fixada na
planta, bem como sua distribuicdo para as vérias partes da planta e dessa forma
0 armazenamento dos carboidratos na célula vegetal.

Segundo Durées (2007), a eficiéncia maxima de conversdo da radiacao
solar em biomoléculas é afetada pela temperatura diurna e noturna reinante no
periodo, bem como pela amplitude térmica, portanto uma alta temperatura,
guando associada a uma alta taxa de radiacdo solar promove uma maior
assimilacdo de carbono e consequente producdo de biomoléculas, como os
acUcares nas plantas.

Dentre os aguUcares sollveis totais encontram-se 0os chamados agucares
redutores que sao aqueles capazes de se oxidarem na presenca de agentes
oxidantes em solucdes alcalinas. Pertencem a esse grupo 0s monossacarideos
como a glicose e a frutose (SILVA et al.,2003).

Para o parametro concentracdo de acucares redutores houve diferenca
significativa, sendo que Herculex® apresentou maior concentracdo a 15 °C,
seguida de Convencional, Catarina e MPA1. A 25 °C, Convencional apresentou
maior concentracdo seguida de MPA1, Catarina e Herculex. A 35 °C nao houve
diferenca estatistica entre as variedades. As variedades Convencional e MPA1
apresentaram as menores concentracdes de aclcares redutores a 15 e 35°C e
maiores a 25 °C. (Tabela 7).
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Tabela 7 - Concentragéo de acucares redutores (mg/g tecido foliar) em folhas de
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)

15 25 35
Herculex® 1,09 £ 0,234a 0,61 = 0,20pb 0,61 £ 0,210
Convencional 0,98 £ 0,178b 1,13 £ 0,134a 0,84 + 0,007Ac
Catarina 0,57 + 0,03ca 0,80 + 0,13ca 0,62 £0,11Aa
MPA1 0,82 £ 0,120b 0,93 £ 0,03ea 0,65+ 0,17Ac

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e minuscula nas linhas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdo) com n=10 para cada tratamento.

Esses resultados indicam que a 35 °C as variedades tém maior consumo
de acucares redutores 0 que pode estar associado a um menor desempenho
fotossintético. O estudo de Grossi et al. (2011) demonstrou que temperaturas
elevadas no cultivo do milho podem prejudicar seu rendimento, pois nesta
condig&o ocorre um aumento da taxa respiratoria, em detrimento da fotossintese,
reduzindo assim o acumulo de fotoassimilados.

Além dos acucares sollveis e dos acucares redutores, o amido, formado
a partir da ligacdo do monossacarideo glicose, desempenha funcéo de reserva
nas plantas, sendo também o carboidrato mais comumente encontrado nas
sementes (AMARAL, PEREIRA,CORTELAZZO, 2001). Foi quantificada a
concentracdo de amido para avaliar a capacidade de armazenamento dos
fotoassimilados pelas folhas das plantulas de milho.

Para o conteaddo de amido, a variedade Convencional apresentou
diferenca entre as temperaturas, com maiores concentracdes a 15°C e 25 °C e
menor a 35°C. Entre as variedades, a Convencional apresentou maior
concentracdo de amido a 15°C. Isso possivelmente ocorreu devido a essas
variedades terem utilizado as reservas de amido para suprir a demanda por
acucares utilizados na respiracdo, aumentada com a alta temperatura, como
discutido anteriormente. As demais variedades n&o diferiram estatisticamente

entre si nas temperaturas estudadas (Tabela 8).
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Tabela 8 - Concentracdo de amido (mg/g de matéria seca) do tecido foliar de
plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcéo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex® 2,84 +0,188a 2,92 + 0,194 2,68 +0,27ra
Convencional 3,85+ 0,62a 3,54 + 0,58aa 2,60 £ 0,040
Catarina 2,74 +0,608a 3,05 + 0,40na 2,73 £ 0,20
MPA1 2,98 + 0,348a 2,94 + 0,23a 3,11 + 0,304a

Fonte: Da autora

Nota: Letras mailsculas iguais na coluna ndo diferem entre as variedades nas diferentes
temperaturas e letras minUsculas iguais na linha ndo diferem na variedade entre as temperaturas,
pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como média £DP (Desvio
Padrdo) com n=10 para cada tratamento.

Além dos carboidratos, o metabolismo de proteinas também é fator
determinante na capacidade de crescimento e adaptacdo das plantas as
condi¢cdes ambientais. As proteinas constituem cerca de 30% do peso seco total
das células vegetais. Uma das principais fun¢des das proteinas no metabolismo
€ a sua acdo como enzimas, catalizadores bioldégicos que aumentam a
velocidade das reacdes bioquimicas (TAIZ e ZEIGER, 2004). Além disso, as
proteinas podem atuar também como hormonios, neurotransmissores,
transportadores atraves das membranas celulares e outros (ZAIA et al.,1998).

A temperatura de 25 °C, considerada ideal para a espécie do milho, a
variedade crioula MPA1 apresentou a maior concentracao de proteinas no tecido
foliar, seguida de Herculex e Convencional, que néo diferiram entre si e Catarina,
como o menor valor para proteinas (Tabela 9). Por outro lado, quando analisada
a concentracao de proteinas em condi¢des de estresse por baixa temperatura,
observa-se que as variedades néo diferiram entre si, como ocorre também em
condi¢Oes de estresse por altas temperaturas.

Os resultados também demonstram que as variedades crioulas nao
sofreram alteracdo significativa na concentracdo de proteinas nas diferentes
temperaturas. Ja as variedades hibridas, quando submetidas tanto a estresse
por alta quanto por baixa temperatura apresentaram menores concentracoes de

proteina em seus tecidos quando comparadas as condicbes Ootimas de
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desenvolvimento, ou seja, a 25 °C, demonstrando que sofrem influéncia da
temperatura na concentragdo de proteinas.

Este fato pode ser explicado por Durdes (2007), que destacou em seu
trabalho que o rendimento do milho pode ser reduzido bem como pode ser
alterada a composicgéao proteica, quando da ocorréncia de temperaturas acima de
35-37 °C por mais de trés horas. O autor conclui ainda que este efeito pode estar
relacionado a reducdo da atividade da redutase do nitrato, a qual afeta o
processo de transformacgdo do nitrogénio disponivel para a planta, ja que esta
enzima € muito influenciada por fatores de estresse, sendo utilizada como
indicadora de estresse em plantas. Visto isso, uma alta temperatura poderia
influenciar negativamente o metabolismo de aminoacidos e proteinas nas

plantulas de milho.

Tabela 9 - Conteudo de proteinas (mg/mL) do tecido foliar de plantulas de milho
(Zea mays) hibridas e crioulas em funcéo da temperatura.

Variedades

Temperaturas (°C)

15

25

35

Herculex®

Convencional

Catarina

MPA1

0,5680+ 0,080

0,5605 + 0,050

0,3820 + 0,12aa
0,5982 + 0,114a

0,6817 + 0,058a

0,6737 + 0,058a

0,4900 * 0,06¢ca
0,8067 + 0,114a

0,5050 * 0,104

0,4285 + 0,06Ac

0,4085 + 0,04aa
0,5675 + 0,144a

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas nao
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdao) com n=10 para cada tratamento.

Assim como a fotossintese, o metabolismo e crescimento das plantas
depende da respiracédo aerdbica que exige oxigénio. O oxigénio constitui 21% da
composicdo do ar e é indispensavel para a producdo de energia pelos
organismos Vivos Visto que participa como aceptor final de elétrons na cadeia
respiratoria. Entretanto, o oxigénio pode causar efeitos deletérios reversiveis e
irreversiveis nas células, pois o seu metabolismo pode gerar espécies reativas
de oxigénio (EROs). Esses efeitos variam conforme o tipo de organismo, seu

estado fisioldgico e suas defesas antioxidantes, como também diferentes tecidos
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de um ser vivo reagem e sao afetados de maneira diferente por esses efeitos
(FERREIRA e MATSUBARA, 1997).

O metabolismo do oxigénio pode gerar as espécies reativas do oxigénio
(EROs), como o oxigénio singleto, o radical superéxido, o radical hidroxila e o
peroxido de hidrogénio. Em concentragfes elevadas, as EROs podem gerar um
estado de estresse oxidativo, resultado de sua ac&o sobre proteinas, lipideos,
carboidratos e DNA provocando danos e injarias celulares que podem estar
relacionadas ao aparecimento de estados patologicos (RIBEIRO et al., 2005).

Em sistemas aerobicos o equilibrio entre agentes oxido-redutores como
as EROs e o sistema de defesa antioxidante € essencial para evitar o estresse
oxidativo e pode ser dividido em enzimatico e ndo enzimatico e atua em duas
linhas, uma que evita a lesdo e outra em que o dano oxidativo € reparado
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Através da acdo de enzimas antioxidantes o organismo mantém as
concentragbes de ERO’s dentro dos limites fisiologicos (RIBEIRO et al., 2005),
evitando assim o0 estresse oxidativo, que ocorre quando 0S mecanismos
antioxidantes, tanto os enziméticos quanto 0s ndo enzimaticos ndo sao
suficientes para neutralizar a geracdo de ERO’s dentro das células.

Todos os componentes celulares sao suscetiveis a acao de espécies
reativas de oxigénio, porém a membrana € um dos componentes celulares mais
atingidos através do processo de peroxidacdo dos lipideos, definido como a
deterioracdo oxidativa dos lipideos poli-insaturados que sdo os acidos graxos
gue contem ligacdes duplas entre carbonos. A molécula de oxigénio singleto

(!02) é um dos principais responsaveis pela peroxidacdo lipidica nos
cloroplastos. (TRIANTAPHYLIDES & HAVAUX, 2009 apud BARBOSA et al.,
2014).

A integridade da membrana celular é importante para que a célula
mantenha propriedades como a permeabilidade seletiva e a sua estrutura
caracteristica. Na presenca das ERO'’s, a peroxidagao lipidica acaba acarretando
alteracOes na estrutura e na permeabilidade das membranas celulares (MELLO
FILHO et al., 1983) levando a alteragcdes no funcionamento e na homeostasia
das células e tecidos.

Assim, se uma variedade de milho possui um mecanismo antioxidante

eficiente, principalmente sofrendo menos com a peroxidacdo dos lipideos de
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suas membranas, pode ter um melhor desempenho em condi¢cdes de estresse
ambiental, como o estresse causado pela variacdo de temperatura. Para
avaliacao da capacidade de defesa e/ou resposta adaptativa das variedades de
milho frente ao estresse por temperatura e a geracdo de espécies reativas e
estresse oxidativo foi avaliado o dano causado pela peroxidacdo lipidica no
tecido foliar.

Pode-se observar na Tabela 10, que a variedade MPAL foi a variedade
que menos sofreu danos pela peroxidacao lipidica a 15 °C, seguida de Catarina,
Convencional e Herculex. Os resultados demonstram que as variedades
hibridas, quando submetidas a estresse, foram as que sofreram 0s maiores
danos em suas membranas. A 25 °C as variedades Herculex®, Convencional e
Catarina apresentaram menor dano, nao diferindo entre si. MPA1 apresentou o
maior dano a 25 °C. Em condicéo de estresse por alta temperatura, novamente
a variedade MPAL se destacou, apresentando o menor dano por peroxidacao
lipidica, seguida de Herculex®, Catarina e Convencional. Pode-se observar
também que as variedades hibridas, de maneira geral, apresentaram menor
dano por peroxidacdo na temperatura ideal para o desenvolvimento do milho (25
°C) e maior dano quando submetidas a estresse. Ja as variedades crioulas
apresentaram menor dano por peroxidacdo lipidica quando submetidas a
estresse, tanto por alta quanto por baixa temperatura e maior quando na

temperatura ideal.

Tabela 10 - Peroxidacao lipidica (LPO) (nmol MDA/g de tecido seco) no tecido
foliar de plantulas hibridas e crioulas de milho (Zea mays) em funcdo da
temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)

15 25 35
Herculex®

4,1812 + 1,360b 2,4817 + 0,73ha 2,7935+ 1,278a
Convencional

3,7987 £1,12¢ 2,6570 + 0,874 4,4937 + 2,84¢c
Catarina

1,7837 + 0,568a 2,9400 + 1,55ab 2,3022 + 0,998a
MPA1 1,3667 £ 1,114a 4,4367 + 0,378b 1,7380 = 0,71Aa

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores séo expressos como
média +DP (Desvio Padrdo) com n=10 para cada tratamento.
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Estes resultados sugerem que as variedades crioulas possam apresentar
mecanismos de defesa antioxidantes mais eficientes quando em condicdes de
estresse por baixas e por altas temperaturas. No entanto, foi observado que a 25
°C as variedades crioulas MPA1 e Catarina apresentaram um aumento na
peroxidacao lipidica, quando comparadas entre as temperaturas estudades e
MPA1 apresentou maior peroxidacao lipidica comparada entre as temperaturas
e entre as variedades, indicando menor capacidade de defesa a esta
temperatura. Em condicOes de estresse, pode-se sugerir que as crioulas foram
as variedades que menos foram danificadas pela acdo das EROs que atuam
sobre as membranas celulares. Cruz et al. (2007), encontrou resultado
semelhante em seu trabalho, onde a 10 °C, temperatura que ocasiona estresse
por baixa temperatura, a peroxidacéo lipidica nas membranas de cultivares de
milho foi maior devido aos danos causados pela embebicdo da semente a frio,
como ocorreu também com as variedades hibridas neste trabalho, sugerindo que
estas variedades tem uma menor adaptacdo a temperaturas baixas, sendo

prejudicadas quando submetidas a baixas temperaturas.

Quando os mecanismos antioxidantes ndo atuam de forma eficiente na
eliminacdo das EROs geradas nas células, a peroxidacéo lipidica se torna um
dos principais danos atribuidos ao estresse oxidativo e frequentemente é
utilizada como um marcador de danos as membranas celulares (HERNANDEZ
et al., 2000 apud CARNEIRO et al. 2011). Dessa forma, um sistema antioxidante
eficiente deve contar com a participacédo das varias enzimas responsaveis pela
neutralizacdo de agentes oxidantes, sendo que as enzimas agem em conjunto,
uma em seguida da outra, para a eliminacao destes agentes das células. Frente
a isso, a fim de complementar a avaliacdo dos mecanismos antioxidantes das
variedades hibridas e crioulas frente ao estresse por temperatura, foram
estudadas as atividades de algumas enzimas do sistema de defesa antioxidante

enziméatico do tecido foliar.

A ascorbato peroxidase (APX) € uma das enzimas antioxidantes
responsaveis pela degradacdo do H202(Peroxido de hidrogénio) utilizando o
ascorbato como substrato. Esta enzima é importante na defesa de tecidos

fotossintéticos contra o estresse oxidativo, no entanto também é encontrada no
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citosol das células ndo fotossintetizantes atuando na reducdo dos niveis de
EROs (ASADA, 1992 apud ROSSI, 2012). O H202 é removido da célula em uma
série de reacdes enziméticas que envolvem, dentre outras enzimas, a glutationa
redutase e a APX (LOPES et al., 2006).

Quanto a atividade da enzima APX no tecido foliar das plantulas de milho,
de acordo com os dados da Tabela 11, a variedade hibrida Convencional e a
crioula Catarina apresentaram aumento significativo de atividade da APX a 35 °C
comparado com as demais temperaturas. Ainda, cabe ressaltar que todas as
variedades apresentaram aumentos de atividade (né&o significativo) da APX tanto
em temperatura alta (35 °C) quanto em temperatura baixa (15 °C) comparados a
condig&o 6tima de cultivo (25 °C).

A enzima APX utiliza o ascorbato para reduzir o H202 a 4gua, gerando
monodehidroascorbato que é regenerado novamente a ascorbato, mantendo o
sistema antioxidante ativo. A APX desempenha seu papel nos cloroplastos e
citossol e mudancas na atividade desta enzima estdo estritamente
correlacionadas com a tolerancia das plantas ao estresse oxidativo (Lee et al.,
2001; Sudhakar et al., 2001 apud CARNEIRO et al. 2011).

Portanto, a atividade da APX possivelmente é maior em condicbes em
gue estejam ocorrendo danos aos tecidos, como em situacdes de estresse por
temperatura. Pode-se observar esse comportamento quando se observa que a
atividade da APX na variedade Convencional e Catarina, que foi maior quando
em estresse tanto por alta quanto por baixa temperatura. As outras variedades

nao apresentaram diferenca significativa entre as temperaturas.
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Tabela 11 - Atividade especifica da Ascorbato Peroxidase (APX) (mmoles de
ascorbato oxidado/min/mg de proteina) no tecido foliar de plantulas de milho (Zea
mays) hibrido e crioulo em funcdo da temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)

15 25 35
Herculex®

1,3762+ 0,144a 0,9837 £ 0,27aa 1,0795 £ 0,67ca
Convencional

3,1355 + 1,926 1,7360 * 0,63Ac 4,6595 + 1,338a
Catarina

2,1732 = 0,68ab 1,6610 £ 0,87ab 5,1970 + 0,15Aa
MPA1 1,4135 + 0,494a 0,9082 + 0,18na 0,4690 * 0,64ca

Fonte: Da autora
Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e mindscula nas linhas néo
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média £DP (Desvio Padrdo) com n=10 para cada tratamento.

Sendo assim, pode-se sugerir que uma maior atividade da enzima APX
estaria relacionada a um maior potencial de resposta a ERO (peroxido de
hidrogénio) e adaptacéo da variedade a condicdo de estresse por extremos de

temperatura, em especial das variedades Catarina e Convencional

Outra enzima importante do sistema de defesa antioxidante € a enzima
Superdéxido Dismutase (SOD). Esta foi a primeira enzima envolvida na defesa
antioxidante descoberta e pertence a uma familia de enzimas com diferentes
grupos prostéticos em sua composicao, podendo apresentar duas formas, uma
que esta presente principalmente no citosol e outra localizada primariamente na
mitocéndria das células. A SOD catalisa a reacao de neutralizacdo do radical
superéxido transformando-o em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular
(FERREIRA & MATSUBARA, 1997).

Para a atividade da SOD no tecido foliar os resultados (Tabela 12)
demonstraram que as variedades diferiram significativamente entre si, sendo que
Catarina foi a que apresentou a maior atividade a 15 °C e a 25 °C comparada
com as demais variedades.

Além disso, nas variedades hibridas ocorreu um aumento significativo da
atividade da SOD nos extremos de temperatura (15 °C e 35 °C) comparado com
a condicao otima (25 °C) enquanto que nas variedades crioulas foi observado

uma maior atividade da SOD apenas na temperatura mais baixa (15 °C).
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Tabela 12 - Atividade especifica da enzima Superoxido Dismutase (U/ug de proteina)
no tecido foliar de plantulas de milho (Zea mays) hibrido e crioulo em funcao da
temperatura.

Variedades Temperaturas (°C)
15 25 35
Herculex®
0,3420 £ 0,058a 0,2175 + 0,02¢c 0,2802 £ 0,038b
Convencional
0,3347 £ 0,048b 0,2237 + 0,01cc 0,3790 £ 0,064a
Catarina

0,5182 + 0,184a 0,3572 + 0,074 0,3077 £ 0,13eb
MPA1 0,2875 + 0,07¢a 0,2335 + 0,038b 0,1640 £ 0,11¢¢

Fonte: Da autora

Nota: Médias seguidas de uma mesma letra mailscula nas colunas e minuscula nas linhas né&o
diferem entre si pelo teste de Tukey, a 5% de probabilidade. Os valores sdo expressos como
média +DP (Desvio Padrdo) com n=10 para cada tratamento.

6 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos resultados obtidos neste trabalho € possivel concluir que:

- A qualidade fisiologica das sementes hibridas foi superior, apesar
da variedade crioula Catarina apresentar resultados semelhantes a variedade
Convencional. A temperatura de 15 °C reduziu a velocidade do processo de
germinacao das sementes de milho, porém ndo afetou o processo em si. A
temperatura de 35 °C afetou drasticamente o processo de germinacao de todas
as variedades.

- O parametro diametro polar de estdmatos é sensivel a temperatura

de 35 °C, sendo influenciado pelo estresse causado pela temperatura.

- O conteudo de clorofila a e b do milho foram alterados em funcéo

da temperatura.

- A temperatura influenciou na acumulacdo de agucares, sendo que

a concentragédo de amido foi maior em condic¢des de estresse.
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- As variedades hibridas sdo mais influenciadas pela temperatura
quanto a acumulacdo de proteinas e a peroxidacdo lipidica sendo que a
variedade crioula MPAL foi a que apresentou maior concentracdo de proteinas e

menor dano por peroxidacao lipidica nas diferentes temperaturas.

- As variedades Convencional e Catarina apresentaram maior
adaptacado a altas e baixas temperaturas ja que apresentaram maior atividade
da APX.

- A temperatura alta afetou a atividade da SOD diferentemente nas
variedades hibridas e nas crioulas, sendo que reduziu a atividade nas crioulas e

aumentou nas hibridas.

- Apesar de a qualidade fisiologica das sementes crioulas serem
inferiores a das sementes hibridas, observou-se que as variedades crioulas
apresentam um bom desempenho quando submetidas a estresse por

temperatura, devido a sua adaptacao ao clima onde séo cultivadas.
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