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Resumo

TEJEDA, Luis C. Déficit hidrico em plantulas de milho: aspectos morfoldgicos e
moleculares. 2019. 74f. Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pds-Graduacdo em

Agronomia. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas — RS, 2019.

O milho (Zea mays L.) é o terceiro cereal mais consumido no mundo e garantir
a produtividade desta cultura sob déficit hidrico € fundamental para a seguranca
alimentar mundial, especialmente no contexto das mudancas climaticas globais que
levam a um aumento da frequéncia de episodios de seca. Desenvolver variedades de
milho tolerantes ao déficit hidrico € uma maneira eficaz de reduzir as perdas de
produtividade. No entanto, o processo de melhoramento s6 € possivel na presenca de
variabilidade genética. Variedades de milho crioulo (landraces), mantidas por
pequenos agricultores, sdo fonte de variabilidade genética. Para o uso eficiente dessa
variabilidade é necessaria a caracterizacdo da resposta dessas plantas sob condicéo
de déficit hidrico. Ainda, estudos buscando identificar mecanismos e genes candidatos
associados a tolerancia ao déficit hidrico é outra estratégia para auxiliar os
melhoristas. O processo de autofagia € o principal mecanismo de degradacédo e
reciclagem de constituintes citoplasmaticos, incluindo proteinas, lipidios, &cidos
nucleicos e organelas inteiras. Este mecanismo esta associado a manutencao da
homeostase celular, adaptacéo a estresse e resposta imune, além de promover morte
celular programada em determinadas situacfes. Considerando o papel critico da
autofagia no desenvolvimento e nas respostas a estresses, uma melhor compreenséao
desse mecanismo em milho sob déficit hidrico pode levar a aplicacdes agricolas
benéficas. Com base no exposto, este estudo teve por objetivo caracterizar a resposta
ao déficit hidrico em variedades de milho e estudar o perfil transcricional de genes
ATG de plantulas submetidas a essa condi¢do. Nesse estudo verificou-se que ocorre
um efeito negativo do déficit hidrico na germinacdo e desenvolvimento inicial das
plantulas quando se utiliza o potencial osmético de -0.2 MPa, no entanto, ndo houve
diferencas acentuadas entre as variedades avaliadas. No potencial osmatico -0.6 MPa
ou superior ndo ha condicdes de sobrevivéncia apds a germinacédo. Considerando o
perfil transcricional de genes ATG verifica-se que ocorre uma variacdo no

comportamento e no acumulo de transcritos dos genes de acordo com a variedade,



com a condi¢cdo ambiental e com o tecido analisado. Com base nos resultados obtidos
pode-se sugerir que o processo de autofagia esta envolvido na resposta ao déficit
hidrico. Os resultados obtidos nesse estudo trazem novas perspectivas para o

melhoramento de milho visando tolerancia a déficit hidrico.

Palavras-chave: Zea mays, variabilidade genética, seca, autofagia, genes ATG.



Abstract

TEJEDA, Luis M. Water deficit in maize seedlings: morphological and molecular
aspects. 2019. 74f. Dissertation (Master) — Graduate in Agronomy Program. Federal
University of Pelotas, Pelotas - RS, 2019.

Maize (Zea mays L.) is the third most consumed cereal in the world and ensure the
productivity of this crop under water deficit is fundamental to world food security,
especially in the context of global climate changes that lead to an increase in the
frequency of episodes of drought. Developing water deficit tolerant maize varieties is
an effective way to reduce yield losses. However, the breeding process is only possible
in the presence of genetic variability. Varieties of creole maize (landraces), maintained
by small farmers, are an important source of genetic variability. For the efficient use of
this variability it is necessary to characterize the response of these plants under
drought condition. Also, studies to identify mechanisms and candidate genes
associated to water deficit tolerance is another strategy to help breeders. The
autophagy process is the major mechanism of degradation and recycling of
cytoplasmic constituents, including proteins, lipids, nucleic acids and whole organelles.
This mechanism is associated with the maintenance of cellular homeostasis,
adaptation to stress and immune response, besides promoting programmed cell death
in certain situations. Considering the critical role of autophagy in development and
stress responses, a better understanding of this mechanism in maize under water
deficit can lead to beneficial agricultural applications. Based on the above, this study
aimed to characterize the response to water deficit in maize varieties and to study the
transcriptional profile of ATG genes from seedlings submitted to this condition. In this
study it was verified that a negative effect of the water deficit on the germination and
initial development of the seedlings occurs when the osmotic potential of -0.2 MPa is
applied, however, there were no marked differences among the evaluated varieties. At
the osmotic potential -0.6 MPa or higher there are no survival conditions after
germination. Considering the transcriptional profile of ATG genes, there is a variation
in the behavior and accumulation of transcripts of the genes according to the variety,
the environmental condition and the analyzed tissue. Based on the results obtained it

can be suggested that the autophagy process is involved in the response to the water



deficit. The results obtained in this study bring new perspectives for maize

improvement aiming at tolerance to water deficit.

Keywords: Zea mays, genetic variability, drought, autophagy, ATG genes.
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1. Introducéo geral

O milho (Zea mays L.) é a terceira cultura alimentar mais importante do
mundo, ficando atras do trigo (Triticum aestivum L.) e arroz (Oryza sativa L.). No
entanto, de modo similar a maioria dos cereais de importancia alimentar, a
produtividade do milho é afetada negativamente pelo déficit hidrico. A cultura é
mais sensivel a essa condi¢cdo nos periodos de pré-antese e enchimento de
graos, porém o déficit hidrico no estadio de plantula também pode ser
devastador. Esse estadio € determinante para o estabelecimento da lavoura para
alcancar o numero de plantas desejado, buscando a méaxima produtividade.

A manutencgéao da produtividade de milho em condi¢bes adversas como o
déficit hidrico é um requisito basico para manutencdo da seguranca alimentar.
Diferentes estratégias tém sido utilizadas para atingir esse objetivo como a
utilizacdo de irrigacdo e o desenvolvimento de gendtipos superiores.
Considerando que a irrigacdo é uma alternativa onerosa devido a estrutura
necessaria e que a agua é um recurso cada vez mais escasso, O
desenvolvimento de novos gendtipos é a alternativa mais promissora.

A tolerancia ao déficit hidrico € uma caracteristica complexa, controlada
por muitos genes, que apresenta diferentes respostas dependendo da
intensidade e de acordo com o estaddio de desenvolvimento em que essa
condicdo ocorre. Ainda, a herdabilidade dessa carateristica € baixa e existe
caracteristicas secundarias que influenciam a resposta das plantas. Esses
fatores fazem com que o melhoramento para tolerancia ao déficit hidrico seja
uma atividade muito dificil. Assim, o entendimento da base molecular da
tolerancia ao déficit hidrico pode ser aplicado efetivamente para auxiliar os
melhoristas no desenvolvimento de plantas com maior tolerancia. Dessa forma,
€ necessaria a identificacdo de mecanismos e genes associados a resposta ao
déficit hidrico. Um grande numero de genes associados a resposta ao déficit
hidrico ja foi identificado, no entanto, 0 mecanismo de tolerancia ainda nédo é
claro.

A autofagia é um processo no qual componentes celulares sé&o
transportados para o vacuolo para degradacéao e reciclagem. Essa reciclagem é

fundamental para manutengcdo da homeostase celular, e também é ativada sob
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condicbes de estresses bidticos e abioticos, quando as células das plantas
precisam degradar e reciclar componentes danificados. Diferentes estudos tém
apontado a autofagia como um mecanismo de resposta a diferentes estresses e
discutido sua importancia para o melhoramento de plantas. Os genes que
controlam a autofagia (ATG) foram incialmente identificados em leveduras e
posteriormente em animais e plantas. Dessa forma, o estudo do perfil
transcricional de genes ATGs pode levar a evidéncias da associacdo da
autofagia com a resposta ao déficit hidrico em milho, podendo ser uma rota alvo
potencial para o melhoramento.

Outra questdo relevante a ser considerada no melhoramento para
tolerancia ao déficit hidrico em milho é a variabilidade genética, ja que a maior
parte o milho cultivado é hibrido. Os hibridos disponiveis para cultivo apresentam
alta produtividade se cultivados em condicfes ideais de adubacéo, irrigacéo e
manejo fitossanitario. Por outro lado, se as condicdes ambientais ndo sdo
favoraveis, como por exemplo, com escassez de agua, o alto rendimento do
hibrido néo sera alcancado. Dentro desse contexto, fica evidente a necessidade
de conservagédo de variedades de milho crioulo (landraces) e sua utilizagdo no
desenvolvimento de linhagens promissoras para obtencao de hibridos com maior
tolerancia a estresses ambientais. Assim, estudos de caracterizacdo de
variedades crioulas buscando delinear a resposta ao déficit hidrico é
fundamental no melhoramento de milho.

Diante do exposto, este estudo teve por objetivo caracterizar a reposta de
plantulas de milho sobre condicdo ao deficit hidrico e avaliar o perfil transcricional

de genes ATG em plantulas submetidas a essa condicao.

18



2. Revisao de Literatura

2.1 Classificacgao e caracterizagdo boténica

O milho é uma espécie vegetal pertencente a familia Poaceae, do género
Zea e espécie Zea mays, sendo taxonomicamente identificado como Zea mays
L. subsp. mays, visto que é da mesma espécie do seu parente silvestre mais
proximo o teosinto (Zea mays subsp. parviglumis, (PATERNIANI; CAMPOS,
1999). Estudos reconhecem a existéncia de cinco espécies pertencentes ao
género Zea, sendo elas Zea diploperennis, Zea perennis, Zea luxurians, Zea
nicaraguensis e Zea mays L. A espécie Zea mays apresenta as subespécies Zea
mays L. subsp. huetenangensis, Zea mays L. subsp. mexicana, Zea mays L.
subsp. parviglumis e Zea mays L subsp. mays (BUCKLER; STEVENS, 2006).

A espécie Zea mays L. subsp. mays €é caracterizada como diploide com
2n = 2x = 20 cromossomos, apresenta plantas monoicas o que confere alogamia
(PATERNIANI; VIEGAS, 1987). O milho € planta anual, estival, ereta, com baixo
afilhamento, classificada no grupo das plantas C-4, com ampla adaptacéo a
diferentes condi¢cdes de ambiente. Para apresentar o seu maximo potencial
produtivo, a cultura requer temperatura alta (24 e 30°C), radiacdo solar elevada
e adequada disponibilidade hidrica do solo (SILVA, 2009).

O milho apresenta sistema radicular fasciculado com presenca de raizes
adventicias, a altura de planta varia de 1 a 4 metros, o colmo é cilindrico e ereto,
sem ramificacbes e com folhas completas expostas de forma alternada, com
presenca de ligula e auricula, e os limbos foliares séo longos, largos e planos
(GOODMAN; SMITH, 1987). A inflorescéncia masculina recebe o nome popular
de pendéao, € composta de um eixo central e com varias ramificagcbes laterais,
posicionada na extremidade apical da planta. A inflorescéncia feminina é
denominada espiga, e se origina de um colmo com entrends mais condensados,
onde a flor é parcialmente envolvida por lema e palea. As flores séo pequenas e
apresentam um pistilo funcional com um Unico ovario basal e estigmas longos
que sdo expostos para a polinizacdo. A raquis € formada pelo arranjo polistico
das espiguetas muito adensadas (PATERNIANI; VIEGAS, 1987).

Os gréos sao frutos caracterizados como cariopse (tegumento da

semente totalmente ligado ao pericarpo), constituidos por 85% endosperma,
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10% embrido e 5% pericarpo. Na semente, o embrido esta posicionado em uma
depresséao da face superior do endosperma perto da base do grdo (GOODMAN;
SMITH, 1987).

2.2 Importéancia do milho no México

O México é considerado o centro de origem, domesticacao e diversidade
do milho (Zea mays L.). No pais, o milho € um dos cereais mais importantes,
fornecendo nutrientes para os seres humanos e animais, sendo uma matéria-
prima béasica da indUstria. E uma cultura representativa do México por sua
importancia econémica, social e cultural. Sua producéo é dividida em branco e
amarelo, onde o milho branco é destinado principalmente ao consumo humano,
enquanto a producédo de milho amarelo € destinada a indastria ou a fabricagao
de alimentos para a producao animal.

A producao de milho em 2017 foi de 27,8 milhdes de toneladas, enquanto
a area plantada no mesmo ano foi de 7,5 milhées de hectares. Boa parte do
territério nacional € propicio a producdo de milho. Os principais estados
produtores sdo Sinaloa (22%), Jalisco (14%), México (8%), Michoacan (7%),
Guanajuato (6%), Guerrero (5%), Vera (5%), Chiapas (5 %), Chihuahua (4%),
Puebla (4%) e os demais estados representam o restante (20%).0 México ocupa
o oitavo lugar na producédo mundial de milho, e em 2017 exportou o cereal para
17 paises, Venezuela (58%), Quénia (33%) e Estados Unidos (4%), entre outros
(6%) o0 que coloca o pais como o 10° exportador mundial de grdos de milho
(SIAP, 2017).

Parte da producdo nacional de milho ocorre por agricultura de
subsisténcia (SANCHEZ, 2016). Contribuindo significativamente para a
seguranca alimentar dos mais pobres estratos rurais. E nesse sistema que as
variedades crioulas sdo selecionadas, produzidas, conservadas, diversificadas
e domesticadas de acordo com as necessidades das populacdes locais
(TURRENT et al., 2012). A cada dia, a variabilidade de milho aumenta, primeiro
pela polinizacdo natural, e também porque & uma pratica milenar que os
agricultores, ano apos ano, mantém, trocam e experimentam suas proprias

sementes.
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Em termos de rendimento, as variedades melhoradas mostraram-se
significativamente superiores as nativas, mas 0S pequenos produtores
geralmente preferem suas variedades locais. Isso se deve a algumas vantagens
identificadas nas variedades crioulas, que sdo em grande parte semeadas nas

areas com condicfes edafoclimaticas mais limitadas (TURRENT et al., 2012).

2.3 Importancia do milho no mundo e no Brasil

O milho € um dos cereais de maior importancia na economia mundial, que
se caracteriza pelas diferentes formas de utilizacédo, que vai desde a alimentacéo
humana, animal até a sua utilizacdo na industria de alta tecnologia. O uso deste
cereal na alimentagdo animal representa cerca de 70% da produg&o mundial. E
um dos principais cultivos agricolas no mundo, com uma complexa cadeia
agroindustrial. A area mundial cultivada na safra 2016/2017 foi de
aproximadamente 177 milhdes de hectares, com producdo de 970 milhdes de
toneladas de gréos, obtendo média de produtividade 5,65 toneladas por hectare.
Os maiores produtores deste cereal sdo os Estados Unidos, China e Brasil, os
quais séo responsaveis por cerca de 67% da producdo mundial (FAOSTAT,
2019).

O Brasil destaca-se como o terceiro maior produtor mundial e segundo
maior exportador de milho na safra agricola 2015/2016, com area semeada de
16,2 milhdes de hectares, atingindo producdo de 84,0 milhdes de toneladas e
produtividade média de 5,19 toneladas por hectare (CONAB, 2016). Na regido
Sul o principal estado produtor de milho é o Parana. O estado do Rio Grande do
Sul, na safra 2015/2016 semeou em média uma area de 823 mil hectares,
obtendo producéo total de 5,8 milhdes de toneladas, sendo a produtividade
média de 7,16 toneladas por hectare (CONAB, 2016).

O milho também tem relac&o com aspectos sociais e culturais, representando a
base da sustentabilidade para muitas familias rurais. Em nivel nacional, do total
de agricultores que cultivam milho, 30,8% cultivam menos de um hectare, o que
representa 1,89% da producéo (CRUZ et al., 2016). Estes indices demonstram
gue a conservacao e o uso sustentavel dos recursos da agrobiodiversidade sdo
estratégias fundamentais para a producao de alimento para muitas comunidades

de agricultores (MUNARINI, 2013). Ainda, esta estatistica revela a necessidade
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de atencdo especial com a conservacdo das variedades crioulas, que detém
variabilidade genética, base do melhoramento do milho.

As variedades de milho crioulas s&o cultivadas por comunidades como
povos indigenas e agricultores familiares, as quais normalmente sdo submetidas
a selecéo para caracteristicas relacionadas a producéo (TEIXEIRA et al., 2005).
Além disso, a cultura do milho ainda envolve outros fatores de importancia
econdbmica que ainda ndo sdo mensuraveis, como 0 valor genético das
variedades crioulas, também denominadas de locais ou tradicionais. Essas
variedades podem ser usadas para o desenvolvimento de novas combinacdes
mais adaptadas aos diferentes locais de cultivo devido ao resgate de genes
associados as caracteristicas de interesse. Ainda, apresenta importancia com
relacdo ao valor da conservacédo e do uso dos gendtipos pelos povos de classe
social mais humilde, e a confiavel forma de produzir alimento sob condi¢cdes
adversas de clima e solo (SHIOGA et al., 2001).

2.4 Genética e melhoramento do milho

Em especial para a cultura do milho, o melhoramento tem sido
responsavel por incrementos espetaculares de rendimento, principalmente pela
exploragéo do fend6meno da heterose, fator este bastante expressivo nas plantas
alégamas (SILVA, 2010). Até meados de 1930 o processo de melhoramento das
variedades de polinizacdo aberta estava sendo ineficiente para aumentar a
produtividade. Shull (1908) reportou que linhas endogamicas de milho
apresentavam deterioracdo no vigor e na produtividade, mas os hibridos
oriundos dessas linhas endogamicas se recuperavam imediatamente e
completamente, e em muitos casos excedia a produtividade das variedades das
quais as linhas endogamicas tinham se originaram. Ao mesmo tempo East
(1936) identificou o efeito deletério da autofecundacéo. A producédo de hibridos
simples seria um método de melhoramento altamente impactante na
produtividade do milho, mas as linhas endogamicas apresentavam baixa
produtividade, o que dificultava o processo de producdo de sementes. Jones
(1926, 1965) propds o desenvolvimento de hibrido duplo, oriundo do cruzamento
de dois hibridos simples, resultando em alta producdo de semente. Hibridos

duplos sdo mais variaveis que hibridos simples, porém menos variaveis que
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variedades de polinizacédo aberta. Devido a alta produtividade dos hibridos, nos
Estados Unidos houve a substituicdo das variedades de polinizacdo aberta por
hibridos de forma muito rdpida. De acordo com Borém (2001), o Brasil foi o
segundo pais a utilizar hibridos comercialmente, o que causou um aumento de
75% na produtividade de graos em relacao a cultivares utilizadas anteriormente.
Com o melhoramento das linhagens se obteve um aumento na produtividade do
hibrido simples (alta quantidade de sementes) e esse tipo de hibrido passou a
ser utilizado majoritariamente.

Embora a maior parte do milho cultivado no mundo seja hibrido, alguns
agricultores cultivam variedades de polinizacédo aberta melhoradas e variedades
crioulas. Para o melhoramento de popula¢cées com os objetivos de desenvolver
linhagens endogéamicas ou obter variedades de polinizagéo aberta, o melhorista
tenta identificar os individuos geneticamente superiores ou mais adaptados. A
selecdo, por sua vez, € mais efetiva quando age sobre caracteres de alta
herdabilidade e que tenham alguma associa¢cdo com a produc¢éo ou outro carater
de importancia econdémica (PEREIRA, 1985). Entre os métodos de selecdo
utilizados no milho pode-se citar a selecdo massal, selecdo com teste de
progénies, selecéo recorrente para capacidade geral de combinacao, selecao
recorrente para capacidade especifica de combinacdo, sele¢do recorrente
reciproca, selecéo recorrente em familias de meios irmaos e selecéo recorrente
em familias de irmdos completos (PINTO, 1995).

De um modo geral, as populacfes crioulas sdo menos produtivas que
hibridos. No entanto, sdo extremamente importantes por constituirem fonte de
variabilidade genética para o desenvolvimento de linhagens endogamicas em
programas de melhoramento e na busca por genes associados a tolerancia e/ou
resisténcia a fatores abioticos e bidticos (ARAUJO; NASS, 2002).

2.5 Déficit hidrico

O déficit hidrico resulta da disponibilidade insuficiente de agua no solo
para atender a demanda de uma planta em determinado momento, resultando
em uma mudanca no status da agua da planta. Essa condi¢cdo envolve tanto a
capacidade do sistema radicular de fornecer agua para a parte aérea quanto a
taxa de transpiracdo da planta (TARDIEU et al., 2018).

23



A condicdo de déficit hidrico altera muitos processos fisioldégicos, como
transpiracéao, fotossintese, crescimento de folhas e raizes e desenvolvimento do
sistema reprodutivo. Também impacta processos fisiol6gicos subjacentes, como
a divisdo celular, a mecéanica da parede celular, o metabolismo primério e
secundario e a desintoxicacdo de espécies reativas de oxigénio. Varios
horménios estdo envolvidos na sinalizacdo, como o acido abscisico — ABA
(principal), etileno, citocininas, estrigolactonas e acido jasmoénico. Por fim, o
controle molecular envolve mudancas na expresséo de fatores de transcricéo,
no silenciamento de genes por RNA interferente e no status da cromatina
(TARDIEU et al., 2018).

A abertura estomatica facilita a entrada de CO2 para carboxilacdo, porém
pode levar a desidratacéo dos tecidos vegetais. Entdo, para evitar o aumento da
transpiracdo ocorre o fechamento dos estématos. O fechamento estomatico é
benéfico para manutencdo de agua nos tecidos, porém pode levar a deficiéncia
de CO:2 para o processo fotossintético, assim o controle é bastante rigoroso
quando as plantas estdo sob condicdo de déficit hidrico. O fechamento
estomatico é sinalizado pelo ABA (CHRISTMANN et al., 2007).

A condutancia hidraulica do xilema é muito alta em comparacdo com a
dos tecidos vivos, portanto o xilema pode ser considerado um 6rgédo de conexao
entre raizes, caules e folhas. A condutancia hidraulica da planta é determinada
pelas propriedades de transferéncia de agua dos tecidos vivos nas raizes e
folnas e ndo no xilema. A demanda por evaporacdo e taxa de transpiracao
tendem a aumentar a condutancia hidraulica da planta inteira, causando assim
a estabilizacdo do potencial da agua da parte aérea contra as flutuacdes da
demanda evaporativa. Da mesma forma, o ABA tende a aumentar a condutancia
hidraulica das raizes, diminuindo a das folhas que transpiram. Isso ajuda os
orgaos localizados entre esses dois limites da planta a manter um potencial
hidrico mais proximo ao das raizes do que ao das folhas que transpiram.
Proteinas intrinsecas da membrana plasmatica (PIPs), pertencentes a familia
das aquaporinas, sdo fundamentais neste controle de sinais ambientais via
acumulo de transcritos ou proteinas e a fosforilacado de PIPs. Existe uma grande
variabilidade genética para a condutancia hidraulica das plantas, mas ainda sao

necessarias exploracdes genéticas sistematicas para estimar se as modulacdes
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da condutividade hidraulica da planta podem ser exploradas no melhoramento
para melhor desempenho da planta sob condi¢cdes de seca (TARDIEU et al.,
2018).

As células mostram homeostase parcial para o turgor devido ao ajuste
osmotico. Essa homeostase de turgescéncia € obtida por meio do rapido
acumulo ou captacédo de solutos que diminuem o potencial osmaética de agua da
célula sempre que o potencial de agua da célula diminui. Como o potencial da
adgua do o6rgao (negativo) é a soma do turgor (positivo) e o potencial osmético
(negativo), uma diminuicdo no potencial osmotico resulta na manutencdo do
turgor da célula mesmo que o potencial da agua diminua. No entanto, processos
como o crescimento ou a fotossintese permanecem afetados pelo déficit hidrico
mesmo quando o turgor das células foliares € mantido via ajuste osmotico
(BOUCHABKE et al., 2006). Isso explica porque a variabilidade genética na
capacidade de ajuste osmoético das plantas, muitas vezes nao se correlaciona
com as consequéncias do déficit hidrico no crescimento e rendimento das
plantas.

A taxa de transpiracdo das plantas depende principalmente da area foliar,
que é fortemente afetada pelo déficit hidrico via processos de crescimento. A
reducdo da expanséao da folha pode afetar grandemente a taxa de transpiracao,
economizando agua para outras fases do ciclo da planta e reduzindo o gradiente
de potencial hidrico entre raizes e folhas. Diferentemente do fechamento
estomatico que causa o aquecimento das folhas, a reducao da area foliar ndo
esta associada ao risco de estresse térmico (TARDIEU et al., 2018).

Quando o solo seca, o crescimento das plantas é afetado com mais
intensidade do que a fotossintese, devido a resiliéncia do aparato fotossintético
ao déficit hidrico. Como consequéncia, as plantas cultivadas sob déficit hidrico
frequentemente contém excesso de carbono, e as raizes e 0s 0Orgaos
reprodutivos apresentam uma limitacao de dreno e ndo de fonte, o que pode ser
interpretado como um mecanismo para evitar a caréncia de carbono (BLASING
et al. 2005). Isso ndo significa que ndo ha problemas na aquisi¢do de carbono
pelas plantas sob déficit hidrico, pois o fechamento estomatico e a reducao da

area foliar impactam negativamente a captura de COo.
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O ciclo curto da planta € uma caracteristica positiva sob déficit hidrico,
mas afeta negativamente o acumulo e a producdo de biomassa. Regifes
gendmicas associadas as variagdes de rendimento sob condi¢bes déficit hidrico
também controlam o tempo de floragcdo, com efeitos positivos ou negativos sobre
o rendimento, dependendo das condicbes ambientais (MACCAFERRI et al.
2008).

A maioria das espécies mostra uma alta sensibilidade ao déficit hidrico na
floracdo, o que afeta o niUmero de gréaos por planta, como observado em milho e
trigo. O aborto de graos € decorrente da esterilidade masculina ou feminina ou
da competicdo de carbono nas fases iniciais do seu desenvolvimento. Esse
evento causa perda macica de rendimento sob déficit hidrico, mas é um processo
adaptativo que permite que as plantas produzam algumas sementes viaveis
apesar da reducao na oferta de carbono. Assim, a baixa taxa de aborto é um dos
principais alvos do melhoramento para tolerancia a déficit hidrico (TARDIEU et
al., 2018).

A domesticagdo e o melhoramento levaram a redugdo do tamanho do
sistema radicular em comparacdo com ancestrais do tipo selvagem ou
variedades nativas. Provavelmente isto ocorreu devido ao custo metabolico do
crescimento e manutencdo das raizes. O melhoramento para toleréncia a seca
no milho levou ao desenvolvimento de plantas com sistemas radiculares
limitados, possivelmente porque o processo de melhoramento foi executado em
solos rasos. Varias espécies tendem a diminuir o tamanho do sistema radicular
sob déficit hidrico, por supressao parcial ou total das raizes iniciadas a partir de
nos basais abaixo do solo. Por outro lado, o efeito positivo do enraizamento
profundo ou vigoroso depende do condicionamento climético. Em situacdes onde
a dgua esté presente na semeadura e ndo ha mais chuva ou irrigacédo durante a
época de cultivo, pode ser desejavel reduzir o consumo de agua nos estadios
iniciais para garantir a disponibilidade de &agua em estadios posteriores
(MACCAFERRI et al. 2008).

Outra adaptacao é o fenotipo stay-green (senescéncia retardada), que
mantém a fotossintese eficiente por um periodo mais longo, promovendo assim
acumulo de biomassa. A senescéncia retardada sob déficit hidrico pode ser

modificada por meio do metabolismo das citocininas (DUVICK, 1992;
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GENCHEYV, 1993; SMART, 1993; WALULU et al., 1994). O fenoétipo stay-green
também pode ser consequéncia do baixo consumo de agua durante a fase
vegetativa em plantas com perfilhamento reduzido e menor tamanho de folhas,
resultando no aumento da disponibilidade de dgua durante os estédios finais do
ciclo da planta. Este fenotipo também pode resultar do aumento do crescimento
radicular em solos profundos, o que sugere um controle genético comum para o

fendtipo stay-green e arquitetura de raiz (TARDIEU et al., 2018).

2.6 Estresse ocasionado por déficit hidrico na germinacdo de sementes de
milho

A tolerancia as condi¢des de déficit hidrico é variavel dependendo do
estadio de desenvolvimento da cultura. No entanto, é importante também a
identificacdo precoce de genoétipos que apresentem tolerancia a este estresse, o
que justifica o seu estudo mesmo durante o processo de germinacdo (TAIZ;
ZEIGER, 2006). Nesta fase inicial de desenvolvimento, ocorre uma série de
reacdes de hidrolise e sintese de substancias e tecidos, as quais exigem plena
disponibilidade de agua.

Além de mediar os processos metabodlicos do desenvolvimento, a agua é
responsavel pela manutencdo da organizacdo do sistema de membranas
celulares (NEVES et al.,, 2010). O processo de germinagao inicia-se com a
absorcao de agua e a embebicdo acompanha um padrao trifasico. A velocidade
da embebicdo depende da superficie de contato entre a semente e a agua, das
condicdes fisicas das sementes, da temperatura e da pressado hidrostatica
(CARVALHO, 2000). Déficits hidricos durante o processo de germinacdo podem
impedir que estd aconteca, alterar sua velocidade, tempo e uniformidade,
comprometendo o estabelecimento da cultura. Deficiéncias posteriores poderao
paralisar o crescimento, bem como retardar o desenvolvimento reprodutivo das
plantas. Entretanto, os niveis de respostas em relacdo a essas variaveis
dependem tanto do grau do déficit hidrico quanto da tolerancia do gendtipo
(KRANNER et al., 2010).

A capacidade da semente para germinar sob amplo limite de condic¢des é
definida com a manifestacédo do seu vigor, dependendo, dentre outros fatores,

das condi¢bes ambientais encontradas no local em que € semeada (SIMONI et
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al., 2011). Um dos varios procedimentos utilizados na determinac&o do vigor €
submeter as sementes ao estresse osmotico em condi¢des de laboratério, uma
vez que sementes com maior vigor seriam mais tolerantes as condi¢fes de
estresse de déficit hidrico criadas no substrato (SANTOS et al.,, 1996). Em
laboratorio, situacdes de estresse hidrico podem ser simuladas utilizando
diversas solucbes osmaticas. Dentre estas, pode-se citar o polietileno glicol
[HOCH2 (6CH2CH2) N OH], um composto quimicamente inerte e ndo toxico, que
€ usado em quantidades especificas, como agente osmotico para simular
condicBes de déficit hidrico (PARMAR; MOORE,1968).

2.7 Estresse ocasionado por déficit hidrico no desenvolvimento do milho

O milho é uma cultura de primavera-verdo, semeada nos meses de
outubro a janeiro, que nas condi¢es climaticas do Sul do Brasil, sé costuma
expressar seu pleno potencial produtivo em condi¢cbes de disponibilidade de
dgua. A absorcdo de agua, o transporte e a transpiracdo sdo funcdo da
evapotranspiracdo potencial, da maior ou menor resisténcia dos estomatos, da
difusdo do vapor de agua, da retencdo de umidade que o solo tem disponivel e
da densidade de raizes que a planta apresenta.

A planta absorve agua para suprir a sua necessidade em nutrientes e
controlar sua temperatura através da transpiracdo. Da totalidade da agua
absorvida pela planta, apenas cerca de 1% é retida. Quando a disponibilidade
hidrica é baixa, devido a pouca quantidade de agua no solo ou devido a elevada
transpiracéo (o que sucede nas horas do dia de temperaturas mais elevadas) a
planta ativa mecanismos fisioloégicos que permitem uma reducdo da perda de
agua, como por exemplo, fechamento dos estbmatos ou alteragdo do angulo
foliar com consequente reducgdo da incidéncia de raios solares, fazendo com que
nao se realize fotossintese na mesma intensidade e, portanto, prejudicando a
producdo de biomassa (PEREIRA et al., 2008).

A necessidade total de agua para a cultura do milho depende de diversos
fatores, tais como capacidade de retencdo de agua do solo, duracédo do ciclo do
genotipo, da evapotranspiracdo e da precipitacdo ocorrida durante o ciclo
(CARVALHO, 2000). O periodo de maior sensibilidade a deficiéncia hidrica € no

florescimento feminino, quando o déficit hidrico compromete grandemente a
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producgdo final (BANZIGER et al., 2000). Ainda, pode ocorrer a inibicdo do
florescimento, falhas na fertilizacdo e aborto dos embrides (WESTGATE, et al.,
1994). O acumulo de matéria seca nos graos esta diretamente relacionado com
a fotossintese e uma vez que esse processo € afetado pela limitagdo hidrica, a
assimilacao de carboidratos torna-se prejudicada, resultando em menor acumulo
de matéria seca nos gridos (MAGALHAES; DURAES, 2006).

Cultivares de ciclos precoce e superprecoce apresentam menor consumo
de &gua que cultivares de ciclo tardio. A planta exige um minimo de 350 a
500 mm de precipitacdo e seu consumo diario raramente excede 3 mm até o
estadio de sete folhas. Durante os estadios reprodutivos, pode atingir 10 mm,
principalmente sob altas temperaturas, (BOYLE; BOYER; MORGAN, 1991). A
disponibilidade de agua é funcgéo direta do desenvolvimento do sistema radicular
e outros mecanismos, como maior relacdo entre raiz e parte aérea, pequeno
tamanho de células, cuticula foliar ou &angulo foliar, ajuste osmético,
comportamento e frequéncia estomatica, acimulo de metabolitos intermediarios
e resisténcia a desidratacdo das células, que conferem maiores graus de
tolerancia a déficit hidrico (BERGONCI et al., 2000).

2.8 Variabilidade genética em milho

Estudos arqueolégicos no vale do Tehucan relatam que os primeiros
cultivos de milho ocorreram por volta de 7000 a.C (BERTOLINI et al., 2009).
Algumas teorias foram desenvolvidas com intuito de elucidar o surgimento desta
espécie, sendo estas baseadas em estudos moleculares e de distancia genética,
onde revelaram que o milho é descendente da espécie Zea mays subsp.
parviglumis (DOEBLEY, 2004), conhecido popularmente como teosinto.

Devido a variabilidade genética do milho o melhoramento permitiu o
surgimento de novas combinac¢des alélicas. Durante os varios ciclos de cultivo,
as selecbes involuntarias e ou direcionadas, resultaram no aumento da
frequéncia de alelos favoraveis para as caracteristicas agron6micas
(GARBUGLIO et al., 2009).

A maior parte da variabilidade genética do milho se encontra nos bancos
de germoplasma e nas variedades crioulas. O conhecimento da variabilidade

genética entre os acessos do programa de melhoramento proporciona com

29



maior seguranca o trabalho com grupos heteroéticos (PADILHA; 2002). De acordo
com Hallauer e Miranda-Filho (1981) grupos heterédticos podem ser definidos
como “germoplasmas que, quando avaliados em combinagdes hibridas exibem
superioridade consistente, geralmente resultante da heterose” a qual depende
diretamente da variabilidade genética.

Atualmente, a grande importancia dos estudos de variabilidade genética
se d& em funcdo da preocupacdo que ocorre com a erosdo genética, a qual
diminui a variabilidade populacdes, decorrente da substituicdo das antigas
variedades por formas genotipicas uniformes (GORGULHO,2001). As analises
de variabilidade visam a identificacdo de genitores para a formacédo de
populac6es com boa variabilidade e consequente ganho genético em ciclos
sucessivos de selecdo. O milho possui uma enorme variabilidade genética
disponivel, mas que ainda necessita de uma adequada avaliacdo e estudos para

sua efetiva utilizacdo no melhoramento (PATERNIANI, 1980).

2.9 Expresséo génica

A expressao génica é um processo pelo qual a informacao contida em um
gene é transformada em outras estruturas presentes em um determinado tipo
celular, seja um RNA ou uma proteina. Em organismos multicelulares a
expressdo génica regula processos fundamentais para o desenvolvimento
embrionario e a diferenciacdo ao ser responsavel pela resposta do individuo
frente a cada condicdo ambiental (SANTOS, 2017). Em eucariotos, a regulacao
da transcricdo € mediada por fatores de transcricdo (FT) que reconhecem e se
ligam em elementos regulatorios cis (CRE), que s&o sequéncias curtas
presentes na regiao promotora dos genes. Os FT interagem com os CRE, outros
FT e com o maquinario basal para regular a expressao de genes alvo (FINATTO
et al., 2018)

Em condi¢des adversas as mudancas sao primariamente percebidas por
um receptor e depois transmitida para o nucleo por uma complexa rede de
interacdes entre proteinas e mecanismos bioquimicos e moleculares. A analise
da funcdo de genes induzidos por estresses abidticos é uma ferramenta

importante ndo sO para entender o mecanismo molecular de tolerancia a
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estresses das plantas, mas também para melhorar a tolerancia a estresses das
culturas pela manipulacéo génica.

Existem diferentes técnicas para estudo da expressdo génica, ou seja,
para identificar genes envolvidos na resposta a diferentes estresses. S&o
exemplos as técnicas de Northern blot, RNase protection assay (RPA),
differential display of mRNA by PCR (DD-PCR), serial analysis of gene
expression (SAGE), RNA arrays, real-time quantitative PCR (qPCR), e high-
throughput sequencing or next-generation sequencing (RNASeq) (MOUSTAFA,
CROSS, 2016).

Quando se busca identificar genes associados a determinada condicéo
adversa se utiliza ferramentas como RNA arrays ou RNASeq, que séo
estratégias que permitem a identificacdo de um grande numero de genes. No
entanto, quando se quer investigar o perfil transcricional de genes especificos
pode-se utilizar ferramentas como o Real-time PCR (RT-gPCR), também
conhecido como PCR quantitativo (QPCR). Esta técnica € uma variacao da
Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) que revolucionou os métodos de
deteccdo de RNA, pois apresenta alta sensibilidade, reprodutibilidade,
especificidade e quantificacdo precisa do gene de interesse (MOUSTAFA;
CROSS, 2016).

Genotipos que diferem em tolerancia ao déficit hidrico devem apresentar
diferencas qualitativas e quantitativas na expressado génica quando submetidos
a periodos de déficit hidrico. A identidade desses genes precisa ser estudada
tanto na forma de transcritos (RNA) como proteinas (KUHN et al., 2001). A
identificagdo de genes chave na resposta ao déficit hidrico pode ser util aos
melhoristas de plantas no desenvolvimento de gendtipos tolerantes a essa

condicgao.

2.10 Autofagia

A degradacao e reciclagem de componentes celulares no vacuolo das
células vegetais através da autofagia (auto alimentacdo) possibilita a
manutencdo da homeostase celular, desenvolvimento e toler&ncia a estresses
(BASSHAM, 2018; USTUN et al., 2017). Os produtos da degradagdo de
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proteinas, agregados e organelas inteiras sdo enviados para o citoplasma para
sua reutilizacdo (BASSHAM 2018).

Em plantas foi descrito trés tipos de autofagia, a microautofagia (contetdo
citoplasmatico retne-se na superficie do vacuolo e fica preso pela invaginacao
do tonoplasto), a macroautofagia (conteudo citoplasmatico preso em
autofagossomos que transportam a carga para o vacuolo) e mega autofagia
(ruptura ou permeabilizacdo do tonoplasto e liberagdo de hidrolases que
degradam o citoplasma, caracterizando a Ultima etapa da morte celular
programada) (MARSHALL; RICHARD, 2018). Tem sido demonstrado que a
macroautofagia (que serd denominada autofagia daqui em diante) tem um papel
critico na adaptacdo das plantas a estresses ambientais drasticos como
deficiéncia de carbono e nitrogénio, calor, seca, salinidade, estresse oxidativo e
estresse osmoético, e na adaptacdo a estresses bioticos (HAN et al., 2011,
SIGNORELLI et al., 2019).

Os mecanismos moleculares que controlam a autofagia foram
preservados ao longo do tempo, existindo no genoma de diversos organismos
um conjunto de genes, descritos como genes ATGs (autophagy related), que
foram caracterizados pela primeira vez em leveduras (TSUKADA and OHSUMI
1993). Em plantas tem sido identificado aumento no ndmero de genes das
diferentes familias associadas a autofagia, o que pode incrementar a amplitude
e especificidade de suas funcdes (HAYWARD et al.,2009).

A autofagia divide-se em trés processos distintos, tais como, inducéo,
alongamento e maturacdo, controladas pelos produtos dos genes ATG
(DWIVEDI; AHNN 2009). Esse processo se inicia pela formagdo de uma
membrana dupla proveniente do reticulo endoplasmatico e outras de
membranas, denominada fag6foro. O desenvolvimento do fagoforo requer a
acao coordenada de proteinas codificadas por genes relacionados a autofagia
(ATG). Proteinas ATG participam da inducao do fagoforo (ex. ATG1, ATG1l e
ATG13), transporte de lipideos para alargamento da membrana (ex. ATG9),
nucleacdo de vesiculas (ex. ATG5, ATG12), e expansdo e fechamento do
fagoforo (ex. ATG4, ATGS8, ATG3 e ATG7) (SIGNORELLI et al., 2019).

O aumento do acumulo de transcritos de genes ATG em resposta a

condigBes ambientais adversas tem sido demonstrado em diferentes espécies
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como tomate, pimenta, arroz e trigo, demonstrando que a autofagia €
transcricionalmente regulada por estresses abioticos. No entanto, 0 mecanismo
responsavel pela indugdo da transcricdo ainda ndo € conhecido (AVIN-
WITTENBERG; 2019).

O silenciamento do gene ATG18a resultou na maior sensibilidade de
plantas Arabidopsis thaliana quando submetidas a condi¢gGes de salinidade, seca
e outros estresses osmoticos (LIU et al., 2009). Por outro lado, a superexpressao
de ATG3 de maca (Malus doméstica) em A. thaliana aumentou a tolerancia a
salinidade e ao estresse osmotico (WANG et al.,, 2017). Do mesmo modo, a
superexpressao de ATG18a de maca em plantas de tomate e macgéd aumentou a
tolerancia ao estresse por seca quando comparado a plantas do tipo selvagem
(SUN et al., 2018). Em condi¢cOes de estresse, a autofagia estimula mudancas
rapidas na célula visando a adaptacdo do seu metabolismo para se proteger
contra os danos (KROEMER et al., 2010). Ainda, alguns autores sugerem que a
tolerancia a estresses esta relacionada a autofagia para proteger as células da
morte celular programada (WILLIAMS et al., 2015). Esta constatagéo, evidencia
a necessidade e a importancia dos genes ATG para as plantas se adaptarem a
ambientes desfavoraveis.

Considerando o papel critico da autofagia no desenvolvimento e nas
respostas ao estresse, uma melhor compreensao desse mecanismo em plantas
cultivadas pode levar a aplicacdes agricolas benéficas (TANG; BASSHAN,
2018). Assim, o estudo do perfil transicional de genes associados a autofagia
pode ser uma estratégia interessante para a identificacdo de genes candidatos

para auxiliar o processo de melhoramento de plantas.
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3. Material e métodos

3.1 Experimento 1 — Avaliacao de variedades de milho submetidas ao
estresse por déficit hidrico

O experimento foi conduzido no laboratério de Biologia Molecular do
Centro de Genbmica e Fitomelhoramento, localizado junto a Faculdade de
Agronomia Eliseu Maciel — Universidade Federal de Pelotas/RS.

Foram utilizadas duas variedades sintéticas, uma variedade de
polinizacdo aberta (VPA), oito variedades crioulas e trés variedades hibridas
comerciais (Tabela 1). As sementes estavam armazenadas em camara fria a

16°C até o momento da conducéo do experimento.

Tabela 1. Variedades de milho utilizadas no experimento.

Variedades Classificacdo  Origem

Argentino amarelo  Crioula UNAIC - Cangucgu/RS
Argentino branco Crioula UNAIC - Cangucgu/RS
Astequinha Crioula UNAIC - Canguc¢u/RS
Branco roxo indio Crioula UNAIC - Cangucgu/RS
Cateto amarelo Crioula UNAIC - Cangugu/RS
Cunha Crioula UNAIC - Cangugu/RS
Dente de ouro Crioula UNAIC - Cangucgu/RS
Taquarao Crioula UNAIC - Cangucgu/RS

AL 25 VPA UNAIC - Cangucgu/RS

BRS 5202 Sintética Embrapa Clima Temperado
BRS 473 Sintética Embrapa Clima Temperado
LG 6302 Hibrido duplo Agranda - Limagrain Sementes
SHS 5050 Hibrido triplo Santa Helena Sementes
SHS 7990 Hibrido simples Santa Helena Sementes

UNAIC — Unido das Associagdes comunitarias do Interior de Cangugu/RS.
Embrapa — Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria, Estagédo Clima Temperado

Para cada variedade foram utilizadas 600 sementes, distribuidas em trés
repeticbes com quatro subamostras de 50 sementes, para cada tratamento

aplicado. Para simular a condicéo de déficit hidrico foi utilizado Polietilenoglicol
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— PEG 6000 em cinco doses crescentes de acordo com a literatura, assim, as
sementes foram submetidas aos potenciais osmoticos de 0 (controle); - 0,2; -
0,4;-0,6; - 0,8 e 1,0 MPa. As sementes foram semeadas uniformemente sobre
trés folhas de papel Germitest® umedecidas com agua destilada (controle) e
solucdes de PEG 6000, na quantidade de 2,5 vezes a massa do papel (BRASIL;
2009), mantidas a 25°C e fotoperiodo de 24 horas de luz em camara de
crescimento com parametros controlados até o momento das avaliagfes. Para a
primeira contagem de germinacdo os rolos foram retirados, avaliados e

recolocados na camara até o momento da segunda avaliacéo.

3.1.1 AvaliagOes de plantulas

As avaliacdes foram efetuadas no laboratério do Centro de Gendmica e
Fitomelhoramento, com a finalidade de determinar os seguintes caracteres.

Germinacado: A primeira contagem do teste de germinacao foi realizada
quatro dias ap6s a semeadura considerada, como um teste de vigor, a segunda
contagem aos sete dias ap0s a semeadura, ambas expressas em porcentagem.
Foram consideradas germinadas plantulas normais com extensao radicular igual
ou superior a 2 mm e comprimento de parte aérea minimo de 0,3 mm, segundo
as Regras para Andlise de Sementes (BRASIL; 2009).

Avaliacdo de parte aérea e sistema radicular: Aos sete dias apds a
semeadura, concomitante a segunda contagem de germinacdo, foram
selecionadas dez plantulas de cada subamostra para a avalicdo dos
comprimentos de parte aérea e raiz, expressos em centimetros, obtidos com
auxilio de réegua graduada.

Massa fresca de parte aérea e raiz: logo apdés a mensuracdo do
crescimento, as plantulas avaliadas foram separadas em parte aérea (PA) e raiz
(R) e foram pesadas em balanca de precisao para a obtencdo de massa fresca,
expressa em miligramas.

Massa seca de parte aérea e raiz: apos a obtencdo da massa fresca, as
plantulas foram acondicionadas em envelopes de papel, devidamente
identificados, e transferidas para estufa a 65 °C + 2 °C, até obtencéo de massa
constante para determinacdo da massa seca, expressa em miligramas, obtida

em balanca de precisao.
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3.1.2 Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de normalidade dos residuos e
posterior analise da variancia em esquema fatorial para a verificagdo da
diferenca estatistica significativa entre as variedades avaliadas e os tratamentos
aplicados, bem como a interacao tratamento x variedade. Apds, se procedeu o
desmembramento da interagcdo em um teste de Tukey para a comparacgao entre
as médias das variedades e analise de regressao polinomial para a verificacdo
do efeito dos diferentes tratamentos sobre as variaveis em estudo. Todas as
analises estatisticas foram realizadas considerando 5% de probabilidade de erro
e executadas no software estatistico SAS (SAS, 2000). Os graficos foram
realizados no software SigmaPlot (KORNBROT, 2000).

3.2. Experimento 2 — Avaliacdo de expressdo de genes associados a

autofagia em milho sob condicao de déficit hidrico

3.2.1 Material vegetal

Um estudo preliminar foi desenvolvido buscando identificar qual potencial
osmotico € indicado para a discriminacéo de variedades de milho sob condicdo
de déficit hidrico. Para isso foram germinadas sementes de milho de diferentes
variedades (Taquardo, Dente de Ouro, Argentino Branco, Argentino Amarelo,
Cateto Amarelo e BRS 473) nos potenciais osmaticos 0, -0.2, -0.4, -0.6, -0.8 e
1.0 MPa, utilizando polietilenoglicol — PEG 6000. O potencial osmético que
possibilitou a discriminacéo de variedades foi 0 -0.2 MPa.

Posteriormente, sementes de milho das variedades Taquarao e Argentino
Amarelo, que sédo as mais cultivadas na regido Sul do Brasil, foram germinadas
sob potencial osmoético de 0 MPa (controle) e -0.2 MPa (déficit hidrico). Como
substrato foram utilizadas trés folhas de papel do tipo Germitest® embebidas com
agua (0 MPa) e com solucao de PEG (-0.2 MPa), utilizando quantidade de liquido
equivalente a 2,5 vezes o0 peso do papel. O experimento foi conduzindo em
delineamento inteiramente casualizado, com 2 variedades (Taquardo e
Argentino Amarelo), 2 tratamentos (0 Mpa e -0.2 MPa) e 3 repeti¢cdes bioldgicas,

com 50 sementes em cada repeticao.
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Os substratos com as sementes foram mantidos em cémara de
germinacao, a 25°C durante 7 dias, quando parte das plantulas foi caracterizada
morfologicamente e a parte restante foi fixada em N liquido para extracdo de
RNA. Plantulas da condicdo O MPa receberam agua novamente no quarto dia.

3.2.2 Caracteres morfolégicos

As caracteristicas morfolégicas comprimento de parte aérea,
comprimento de raiz, peso seco de parte aérea e peso seco de raiz foram
mensuradas em plantulas germinadas na condicdo controle (0 MPa) e déficit
hidrico (-0.2 MPa). A massa seca foi determinada depois que 0s comprimentos
da parte aérea e raiz foram estimados. Para a massa seca, partes aéreas foram
separadas das raizes e ambas foram acondicionadas em sacos de papel e secas
em estufa de ar forcado a 80°C por 72 h. As amostras foram pesadas em balanca
analitica com preciséo de 0.001 g.

Considerando que as variedades estudadas apresentam caracteristicas
intrinsecas de desenvolvimento, para avaliagdo do efeito do déficit hibrido nas
caracteristicas morfoldgicas foi calculado o desempenho relativo. Para o calculo,

o controle foi utilizado como valor absoluto de 100%, de acordo com a equacao:

DR variavel = (Xvariével em -0.2 MPa / Xvariavel em 0 MPa)*100

3.2.3 Extracdo de RNA e sintese de cDNA

ApGs o periodo estabelecido de déficit hidrico as amostras de parte aérea
e raiz de plantulas de milho foram coletadas, fixadas em nitrogénio liquido e
armazenadas a -80°C até o momento da extracdo do RNA. O RNA total foi
extraido de 2 g de tecido vegetal fresco da parte aérea e de raizes utilizando
Trizol® reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) seguindo o protocolo descrito
pelo fabricante. A quantidade de RNA foi verificada em espectrofotometria e a
gualidade por eletroforese em gel de agarose. As amostras foram tratadas com
DNase | (Invitrogen), e reacdes de PCR controle utilizando RNA n&o convertido
em cDNA foram também realizadas para confirmar a auséncia de DNA
gendmico. Cada amostra (1 pg) foi convertida em cDNA usando oligo (dT) com

o kit comercial SuperScript® Ill first-strand system for RT-PCR (Invitrogen).
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3.2.4 Anélise de PCR em tempo real

O experimento de RT-qPCR foi realizado de acordo com o manual MIQE
(Bustin et al. 2009) usando oligonucleotideos para os genes ZmATG8a,
ZMATG8b, ZmATG8c, ZMATG8d, ZmATG8e e ZMATG12 (Li et al., 2015) e trés
genes de referencia ZmUBC (Li et al., 2015), ZmRBACT (Zhang et al., 2018) e
ZMGAPDH (Zhang et al., 2017).

Os experimentos de validacao foram realizados utilizando quatro diluicbes
de cDNA visando determinar a eficiéncia de amplificacéo e a especificidade de
cada oligonucleotideo. Foram utilizados oligonucleotideos que apresentaram
eficiéncia e 90 a 110% e com apenas um pico na curva de dissociacdo. Os
ensaios de expressdo génica foram conduzidos no termociclador Applied
Biosystems 7500 fast real-time PCR system usando SYBR™ Green PCR Master
Mix (Applied Biosystems). Trés replicatas biologicas independentes de cada
amostra e trés replicatas técnicas de cada replicata biologica foram usadas para
a andlise em RT-qPCR. A quantificagcdo foi conduzida de acordo com o método
AACt (Livak and Schmittgen 2001).

3.2.5 Normalizacéo dos dados de expresséao

Neste estudo foram testados trés genes de referéncia, ZmRACT,
ZMGAPDH e ZmUBC. Os dados de expressdo foram submetidos a analise de
estabilidade no software DataAssist™ v3.0 Software (Applied biosystems). Apos
analise os genes ZmRBACT e ZmGAPDH apresentaram valores de score abaixo
de 1.0 e foram utilizados para normalizar os dados de expressao dos genes alvo
ATG.
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4. Resultados e discussao

4.1 Experimento 1 — Avaliagdo de variedades de milho submetidas ao
estresse por déficit hidrico

De acordo com a andlise da variancia, pode-se observar que houve
interacdo entre as variedades e os diferentes potenciais osmoéticos para as
variaveis primeira contagem de germinacdo, porcentagem de germinacao,
massa fresca de raiz e massa seca de raiz (Tabela 2).

As demais variaveis analisadas apresentaram diferenca significativa
somente em relacdo aos diferentes potenciais osmoticos, com excecdo do
comprimento de raiz, que apresentou diferenca também entre as variedades

utilizadas.

Tabela 2.Resumo da andlise da variancia para oito caracteristicas agronémicas em quatorze
variedades de milho.

v QM QM QM QM CcVv
Variedade Dose Variedade*dose Erro (%)

GL 13 5 65 252
G% 3539,291* 10306,14* 213,066* 125,1329 13,41
PCG 3445,009* 56223,21* 267,306* 173,237 23,34
MSR 248,209* 7178,029* 172,38* 86,566 47,03
MSP 24,13256"s 3847,316* 32,983 32,983 48,16
MFR 7153,244* 2644,16* 408433,4* 1523,702 33,50
MFP 6820,042" 471993,9* 1020,549" 1081,391 37,55
CR 31,104* 908,307* 3,310M 4,754 26,48
CPA 0,740 296,342* 0,426" 0,653 30,85

* Significativo (p < 0,05). QM — Quadrado médio; GL — Graus de liberdade; G — germinacéo (G%);
PCG — Primeira contagem de germinacéo (%); MSR — Massa seca de raiz (mg); MSP — Massa
seca de plantula (mg); MFR — Massa fresca de raiz (mg); MFP — Massa fresca de plantula (mg);
CR — Comprimento de raiz (cm); CPA — Comprimento de parte aérea (cm).
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As variedades apresentaram diferenca significativa entre si quando
expostas a diferentes potenciais osmaticos (Tabela 3). Para a primeira contagem
de germinacdao (vigor) e porcentagem de germinacao total, a variedade BRS 473
esta entre as que apresentaram as menores médias em todos os potenciais
osmoticos, mostrando que a mesma possui dificuldades no desenvolvimento
inicial, mais precisamente, na fase de embebicdo, quando exposta a estresse
por déficit hidrico. Os déficits hidrico e salino influenciam a expressao do vigor
das sementes, este pode ser observado através do crescimento de plantulas, ou
seja, sementes mais vigorosas originam plantulas maiores, em funcéo da maior
capacidade de suprimento de reservas dos tecidos de armazenamento e da
maior incorporacdo destes pelo eixo embrionario (DAN et al., 1987).

Para ocorrer germinacdo homogénea, € primordial que as sementes
atinjam um nivel adequado de hidratac&o durante a fase de embebicéo de agua,
a qual é necessaria para promover a reativacdo dos processos metabdlicos na
semente, permitido assim o crescimento do eixo embrionario. O fluxo de agua
durante a embebigao se da pela diferenga de potencial hidrico (Wosmético + Wmatrico
+ Wpressao) entre a semente e 0 ambiente externo, os quais tendem ao equilibrio.
Assim, quanto maior a diferenca de potencial entre eles mais rapidamente
ocorrerd 0 processo de embebicdo. Devido a isso, sementes submetidas a
estresse por déficit hidrico severo precisam de um periodo maior para ajustar o
potencial osmotico interno de acordo com o ambiente externo (SANTAREM et
al., 1996). As respostas mais comuns das plantas a reducdo do potencial
osmaGtico sdo um atraso na germinacdo inicial e uma reducdo na taxa e na
germinacao total, ocasionando desuniformidade na germinacgéo e problemas de
estabelecimento de estande (QUEIROZ et al., 2019). O potencial osmatico
altamente negativo pode afetar a absor¢cdo de agua das sementes, tornando a
germinacao impossivel (MENESES et al., 2011).

As variedades Argentino Amarelo, Argentino Branco, Dente de Ouro e
Taquarao apresentaram as melhores porcentagens de germinagéo total quando
expostas ao potencial osmotico de -1.0 MPa, superando 85% de germinacao.
Nos demais potenciais osmoticos avaliados, houve pouca diferenciacéo entre as
variedades, sendo que a maioria delas apresentou respostas similares.

Variedades com tolerancia ao déficit hidrico no periodo de germinacdo sao de
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grande importancia, pois garantem o estabelecimento de estande inicial,
evitando assim, a possibilidade de perdas na produtividade final, devendo ser
alvo de estudos complementares.

Segundo Bewley e Black (1994) o processo de absorcdo de agua pelas
sementes obedece ao padrao trifasico no qual a fase |, denominada embebicéao,
ocorre independentemente das sementes serem viaveis ou dormentes,
dominado principalmente pelo potencial métrico e osmotico. A fase 1l € quando
ocorre a ativagdo do metabolismo, podendo ser a fase mais longa a depender
da espécie trabalhada, a semente absorve agua lentamente, devido a atuacéo
do potencial de pressao, ou de turgor. A fase Il inicia-se com a protrusédo
radicular, e acontece novamente elevagao no grau de umidade das sementes
pelo afrouxamento das paredes celulares, diminuindo o potencial de pressao, e
pela diminuicdo do potencial osmético, provocado pela quebra dos compostos
de reserva (JUSTO et al., 2007).

Albuquerque et al. (2009) verificou que a velocidade de embebicdo de
agua pelas sementes depende das caracteristicas que cada espécie apresenta,
e entre essas, esta a permeabilidade do tegumento. Conforme h4 um aumento
de volume da semente pela entrada de agua em seu interior, ocorre 0
rompimento da casca facilitando a emergéncia do eixo hipocdélito radicular
(BORGES et al., 2009). Trabalhando com sementes hibridas, Rodrigues (1988)
destacou que o tempo de absorcdo de agua pelas sementes, para o inicio do
processo germinativo, pode ser mais longo ou mais curto, a depender das
caracteristicas do meio, como tipo de substrato e temperatura, assim como
caracteristicas da semente. Sementes com maior teor de proteina tendem a
embeber mais rapidamente, devido a maior afinidade desse a agua. Sabe-se
também que sementes menores, devido a sua maior area superficial especifica,
embebem mais rapidamente que sementes maiores, além de necessitarem de
menos agua para iniciar o processo de germinacgao, pois atingem 50% do peso

em agua, de forma mais rapida.
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Tabela 3.Percentual primeira contagem de germinacéo (%) e percentual de germinagéo total

(GT%) de diferentes variedades de milho submetidas a diferentes potenciais osméticos.

Pot. Osmatico (MPa)

-1.0

-0.8

-0.6

-0.4

-0.2

Desempenho relativo da primeira contagem de

Variedades
germinacgéo (%)

AL 25 135a 23.4 cde 80.1a 79.6ab 87.0ab
Argentino amarelo 93a 60.3 a 59.3abcde 91.2a 99.2 a
Argentino branco 154 a 45.7 ab 50.6 cde 925a 99.5a
Astequinha 116a 25.2 cde 54.6 bcde 76.1abc 85.8ab
Branco roxo indio 3.8a 15.6 de 42.2 def 59.3cd 77.1Dbc
BRS 473 l1la 98e 158¢g 43.2d 58.2c
BRS 5202 133 a 36.5 bc 61.1 abcd 88.0a 92.5ab
Cateto amarelo 143 a 36.0 bc 40.3 ef 74.3abc 83.7 ab
Cunha 7.6a 36.8 bc 60.1 abcd 89.1a 97.8 a
Dente de ouro 17.3 a 57.7a 45.5 cde 84.7 ab 97.2 a
LG 6302 7.0a 35.1 bed 64.2 abc 89.5a 99. a5
SHS 5050 13.6 a 45.1 ab 70.8 ab 93.0a 99.5a
SHS 7990 75a 17.5 cde 51.5 bcde 83.0 ab 100 a
Taquarao 10.2a 139e 23.9fg 66.7bc 87.1ab

Desempenho relativo do percentual de germinagéo (%)
AL 25 55.4 bc 75.5 de 88.2 ab 87.3 ab 855a
Argentino amarelo 85.9a 97.2 ab 98.7 a 98.7 a 99.2 a
Argentino branco 86.0 a 95.5 abc 975a 99.2a 99.5a
Astequinha 47.9 bc 69.2 de 83.2 abc 86.3 ab 88.0a
Branco roxo indio 40.7 ¢ 51.5fg 68.6 C 84.8 ab 83.4a
BRS 473 11.4d 36.9¢ 74.2 bc 83.6 ab 88.0a
BRS 5202 58.1b 79.7 cde 84.4 abc 95.8a 95.3a
Cateto amarelo 53.3 bc 62.6 ef 926 a 94.7 a 95.1a
Cunha9 46.8 bc 83.4 abcd 91.7a 98.4 a 97.8a
Dente de ouro 93.9a 99.5a 98.7 a 99.2 a 99.6 a
LG 6302 55.0 bc 86.0 abcd 955a 100 a 100 a
SHS 5050 59.0b 95.5 abc 97.0a 99.5a 100 a
SHS 7990 63.5b 80.0 bcde 93.0a 745b 100 a
Taquarao 86.2a  81.0 abcde 949 a 974 a 96.6 a

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste

de Tukey (p < 0,05).
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De maneira geral, existe variabilidade entre as variedades, a qual pode
ser justificada pelo fato da resposta das sementes submetidas a restrigéo hidrica,
terem se mostrado dependente do gendtipo (KAPPES et al., 2010). Sementes
de diferentes variedades possuem niveis distintos de amido e outros nutrientes
armazenados, o que pode influenciar na germinacdo e na taxa de crescimento
de plantulas. A germinagdo pode depender da capacidade da semente em
utilizar reservas de forma mais eficiente, através da mobilizacdo das mesmas
(QUEIROZ et al., 2019). Portanto, o uso de variedades com maior eficiéncia
metabdlica é desejavel sob condicbes de seca, quando a emergéncia e o
estabelecimento séo retardados devido a umidade insuficiente do solo.

Todas as variedades estudadas apresentaram reducdo do vigor na
primeira contagem de germinacdo, bem como reducdo na porcentagem de
germinacao total (Figura 1). A maioria das variedades apresentou tendéncia
linear negativa de acordo com a diminuicdo do potencial osmético e algumas
(Argentino amarelo e SHS 5050) apresentaram tendéncia quadratica, mantendo-
se estaveis com o inicio do declinio do potencial osmatico, ndo se diferenciando,
em média, até -0,4 MPa, havendo decréscimo a partir desse valor. As variedades
Branco Roxo indio, BRS 473 e Taquardo tiveram tendéncia a apresentar as
menores porcentagens de germinacao.

A resposta germinativa das sementes de milho foi significativamente
afetada pelo estresse por déficit hidrico induzido pelas solucdes de PEG 6000.
Quando as sementes foram expostas a potenciais osmaéticos altamente
negativos, a capacidade de germinacdo foi drasticamente reduzida. A
porcentagem de germinacgao foi reduzida de 85% a 100% no tratamento controle
(0 MPa) para um minimo de 20% a 70% quando as sementes de milho foram
expostas a um menor potencial osmatico (-1,0 MPa). Resultados semelhantes
foram relatados por Khodarahmpour (2011), que descobriu que o potencial
osmatico -1,2 MPa reduziu a taxa de germinagdo de milho em 71% comparado
ao tratamento controle (0 MPa). Kappes et al. (2010) também verificaram que o
potencial osmotico de -1,2 MPa reduziu a germinacao de quatro hibridos de

milho de 32 a 63% quando comparado ao controle. Pias et al. (2017) concluiram
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que o potencial osmaético de -0,8 MPa inibiu completamente a formacao de
plantulas normais em todos os quatro hibridos de milho testados.

Quando as plantas sdo expostas a condicbes de estresse, essas
direcionam seu metabolismo a contornar tais condi¢gbes, apresentando gasto
energético maior com a adaptacdo a adversidade do que a germinacdo
propriamente dita (VAZ-DE-MELO et al., 2012). Estudos mostram que o estresse
por déficit hidrico afeta as reagbes de sintese de amido e o processo de
producdo de energia (adenosina trifosfato-ATP) através da respiracéo,
resultando em reducéo da porcentagem de germinacédo e na diminuigéo do vigor
de plantulas (QUEIROZ et al., 2019).

Redugdes no vigor de sementes de milho obtidas pela primeira contagem
também foram encontradas em outros estudos que avaliaram a restricdo de agua
simulada com solucfes de PEG 6000, ocasionando reducéo na porcentagem de
germinacao das variedades utilizadas (VAZ-DE-MELO et al., 2012; KAPPES et
al., 2010).
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Figura 1. Efeitos do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol sobre o vigor (primeira
contagem de germinacéo) e percentual de germinacédo de sementes de diferentes variedades de
milho. PCG — Primeira contagem de germinacdo; G — Porcentagem de germinagéo. A — AL 25;
B — Argentino amarelo; C — Argentino branco; D — Astequinha; E — Branco roxo indio; F — BRS
473, H — Cateto amarelo; | — Cunha. Continua.
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Figura 1- continuacédo. Efeitos do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol sobre o vigor
(primeira contagem de germinacéo) e percentual de germinacdo de sementes de diferentes
variedades de milho. PCG — Primeira contagem de germinacdo; G - Porcentagem de
germinacdo. | — Cunha; J — Dente de ouro; L — LG 6302; M — SHS 5050; N — SHS 7990; O —
Taquaréo.

As variedades nédo apresentaram diferenca significativa entre si quando
expostas aos potenciais osmoticos mais negativos (-0,6, -0,8 e -1,0 MPa) para
massa seca e fresca de raiz (Tabela 4). Nos demais potenciais osmaticos, as
variedades BRS 473, Cateto amarelo e Taquardo estdo entre as que
apresentaram as menores médias de massa fresca e seca de raiz. Em estudo
com quatro hibridos de milho, testando potenciais osmoticos entre 0 e -1,2 MPa,
0os resultados obtidos foram diferentes do presente estudo, sendo que a
diferenciacdo entre os hibridos s6 ocorreu com potenciais osméticos mais
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negativos, a partir de -0,6 MPa, e com resultados semelhantes entre 0 e -0,3
MPa (KAPPES et al., 2010). Essa diferenca pode estar associada ao uso de
hibridos, que costumam manter maior homogeneidade, apresentando resultados
diferenciados sob estresse e diferente das variedades.

No potencial osmoético de -0,4 MPa, as variedades Argentino branco,
Astequinha, Branco roxo indio, Dente de ouro, LG 6302, SHS 5050 e SHS 7990
apresentaram as melhores médias de massa seca de raiz (Tabela 4), porém nédo
diferiram significativamente das demais. Essas variedades também estédo entre
as que apresentaram médias superiores de germinacdo nesse mesmo potencial
osmotico, evidenciando potencial para cultivo em ambientes com restricdo
hidrica.

Para massa seca de raiz, no potencial osmoético de -1,0 MPa, as
variedades apresentaram médias inferiores a 10 mg, tendo reducéo de mais de
30% em relacdo ao tratamento controle (O MPa). Essa reducao drastica do vigor
pode influenciar negativamente o estabelecimento da cultura e desenvolvimento
inicial, prejudicando a sua produtividade.

Sob condi¢cdes de baixa disponibilidade de agua no solo ou de alta
demanda evaporativa, plantas de milho apresentam reducdo no acumulo de
matéria seca, tanto pela menor producéo de fotoassimilados, como pelo maior
consumo de energia para a captacdo de agua (WU et al. 2011). Todas as
variedades apresentaram diminuicdo na massa fresca e massa seca de raiz
(Figura 2). Algumas variedades apresentaram tendéncia quadratica para massa
fresca de raiz, com um decréscimo acentuado até -0,6 MPa, seguido da
estabilizacdo até -1,0 MPa. As variedades Argentino amarelo, Argentino branco,
Cunha, Dente de ouro e Taquardao apresentaram tendéncia linear para massa
fresca de raiz, diminuindo de acordo com o potencial osmético mais negativo.
Para massa seca de raiz, o decréscimo foi linear para todas as variedades.

Pode-se observar que as curvas de massa fresca e massa seca de raiz
ndo sao paralelas, demonstrando que quanto mais negativo o potencial
osmoético, menor é o acumulo de agua nos tecidos. De acordo com Padilha et.
al. (2016), os primeiros sintomas em plantas de milho sob deficiéncia hidrica
estéo relacionados a reducéo de crescimento das mesmas devido a reducéo da

turgescéncia celular, a qual esta diretamente ligada a expansao celular.
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Tabela 4.Massa fresca e massa seca de raiz de plantulas de diferentes variedades de milho
submetidas a diferentes potenciais osmoticos durante a germinacao.

Pot. Osmotico

(Mpa) 0 -0,2 -0,4 -0,6 -0,8 -1,0
Genotipos Massa fresca de raiz (mg)
AL 25 231,25 def 108,17 cd 51,75ab 57,25a 55,38a 33,61la
Argentino amarelo 225,31 ef 122,41 bcd 88,27ab 54,76 a 50,27a 20,11a
Argentino branco 304,73 bc 150,90 abcd 105,35a 62,93a 56,10a 28,58a
Astequinha 251,25 cde 154,98 abc 81,60ab 60,67a 34,54a 24,35a
Branco roxo indio 284,51 bcd 154,55 abc 46,70 ab 45,03a 30,57a 21,42a
BRS 473 145,36 g 50,00 e 41,06 b 27,16a 18,63a 17,00a
BRS 5202 254,43 cde 162,20 abc 60,36 ab 56,01a 53,80a 28,12a
Cateto amarelo 181,53fg 99,15 de 79,83ab 31,20a 41,21a 26,68a
Cunha 24155de 163,82ab 52,41ab 49,81a 58,22a 22,23a
Dente de ouro 239,53 de 128,20 bcd 104,18a 42,05a 48,31a 36,25a
LG 6302 362,58 a 150,76abcd 69,25ab 58,00a 51,73a 26,17a
SHS 5050 303,51 bc 196,30 a 53,76 ab 46,35a 33,78a 26,45a
SHS 7990 330,72ab 141,16 bcd 77,13ab 21,55a 44,96a 30,0la
Taquarao 20991 ef 123,73bcd 71,92ab 37,6l1a 34,18a 20,43a
Massa seca de raiz (mg)
AL 25 35,73 def 26,70bcd 9,00c 13,25a 9,22ab 6,56 a
Argentino amarelo 26,45 fg 19,38 cde 9,85bc  16,70a 14,12ab 8,90 a
Argentino branco 39,63 cde 23,43 bcd 18,10abc 15,71a 17,47a 10,85a
Astequinha 41,48 cde 31,53abc 2254ab 543a 6,8lab 45l1a
Branco roxo indio 44,36 bcd 32,10abc  18,80abc 6,37a 4,35b 3,17 a
BRS 473 17,46 g 7,33 e 10,10bc 7,42a 8,45ab 7,02a
BRS 5202 36,48 cdef 42,04 a 9,97 bc 13,09a 12,18 ab 6,77 a
Cateto amarelo 23,93 fg 14,43 de 12,48 bc 6,43a 15,12ab 12,68a
Cunha 35,11 def 34,50 ab 11,44bc 6,82a 12,06ab 3,69 a
Dente de ouro 29,71 efg 19,63 cde 17,43abc 10,38a 15,73ab 11,75a
LG 6302 57,57 a 32,22abc 21,93ab 11,21a 9,57ab 5,30a
SHS 5050 48,91 abc 27,10bcd 26,49a 1559a 4,04b 4,82a
SHS 7990 55,15ab 23,46 bcd 13,8labc 6,59a 3,60b 6,24a
Taquarao 26,13 fg 22,20 bcd 11,67bc 7,86a 11,43ab 8,51 a
*Médias seguidas pela mesma letra na coluna néo diferem estatisticamente entre si pelo teste

de Tukey (p < 0,05).
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Figura 2. Efeitos do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol sobre a massa fresca de raiz
e massa seca de raiz de plantulas de diferentes variedades de milho. MFR — Massa fresca de
plantula; MSR — Massa seca de plantula. C — Argentino branco; D — Astequinha; E — Branco roxo
indio; F — BRS 473; G — BRS 5202; H — Cateto amarelo. Continua.
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Figura 2 - continuacéo. Efeitos do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol sobre a massa
fresca de raiz e massa seca de raiz de plantulas de diferentes variedades de milho. MFR — Massa
fresca de plantula; MSR — Massa seca de plantula. | — Cunha; J — Dente de ouro; L — LG 6302;

M — SHS 5050; N — SHS 7990; O — Taquaré&o.

A maioria das variedades nao diferiu entre si no comprimento de raiz

(Tabela 5), com excecdo da BRS 473 e da Taquarédo, que apresentaram as

menores médias de comprimento de raiz. Esta caracteristica pode ser prejudicial

para o desenvolvimento das plantulas,

pois variedades com maior
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desenvolvimento radicular possuem maior vantagem em ambientes adversos,
conseguindo buscar agua e nutrientes, diferente de variedades com raizes
menores. Segundo Toorchi et al. (2009), um sistema radicular bem desenvolvido
€ um mecanismo eficiente para as plantas superar o estresse osmético, pois
nessas condicbfes 0s ajustes na expansao da parte aérea sdo devidos a
quantidade de agua acumulada nas raizes, permitindo o desenvolvimento da
planta.

Tabela 5.Comprimento de raiz de plantulas de diferentes variedades de milho submetidas a
diferentes potenciais osmaticos durante a germinacao.

Variedades Comprimento de raiz
AL 25 7.50 ab
Argentino amarelo 6.90 ab
Argentino branco 7.22 ab
Astequinha 8.09 a
Branco roxo indio 7.12 ab
BRS 473 4.03c
BRS 5202 7.98 a
Cateto amarelo 6.87 ab
Cunha 8.13 a
Dente de ouro 7.13 ab
SHS 7990 8.62 a
LG 6302 7.54 ab
SHS 5050 8.13a
Taquarao 5.77 bc

*Médias seguidas pela mesma letra na coluna ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste
de Tukey (p < 0,05).

Variedades que apresentam crescimento radicular em condicbes de
déficit hidrico conseguem conservar os tecidos mais hidratados que o meio
circundante através do ajustamento osmoético (ECHER et al.,, 2010). O
comprimento de raiz, comprimento de parte aérea e massa fresca e seca de
parte aérea apresentaram decréscimo em relacdo a potenciais osmaéticos mais
negativos (Figura 3 A e B), todas com tendéncia quadratica, com reducao mais

acentuada até -0,6 MPa e estabilizacdo, com leve aumento até -1,0 MPa. O
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Comprimento (cm

estresse por déficit hidrico causa reducdo do potencial hidrico da célula,
consequente diminuicdo da pressdao de turgor, afetando negativamente a
expansdo e o0 crescimento celular, o metabolismo, crescimento e
estabelecimento das plantulas, reduzindo o crescimento do hipocétilo e da
radicula (VICOSI et al., 2017). Em estudo realizado com quatro hibridos de milho,
com diferentes potenciais osmoticos, o0 comprimento da parte aérea teve
reducdo, porém, essa reducdo variou de acordo com o genotipo, diferente do
presente estudo, em que as variedades ndo apresentaram diferenca em relacao
aos potenciais osmoticos (Figura 3 A). Em estudo com duas cultivares de milho
pipoca, com potenciais osmoticos variando entre 0 e -0,9 MPa, foi observado
que o comprimento das raizes primarias das plantulas foi influenciado
negativamente com o aumento dos niveis de potencial osmético (FERREIRA et
al., 2019).
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Figura 3. Efeitos do estresse hidrico induzido por polietilenoglicol sobre 0 comprimento de raiz e
parte aérea e massa fresca e seca de parte aérea plantulas de diferentes variedades de milho.
A — Comprimento de raiz e parte aérea; B — Massa fresca e seca de parte aérea; CR —
Comprimento de raiz; CPA — Comprimento de parte aérea; MFP — Massa fresca de parte aérea;
MSP — Massa seca de parte aérea.
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4.1.2 Conclusao

Ocorre um efeito negativo do déficit hidrico na germinacdo e
desenvolvimento inicial das plantulas de milho quando se utiliza o potencial
osmotico de -0.2 MPa, no entanto, ndo houve diferencas acentuadas entre as
variedades avaliadas. No potencial osmético -0.6 MPa ou superior ndo héa
condicdes de sobrevivéncia ap6s a germinagdo. Nesse sentindo, mais estudos

sao necessarios para identificacéo de genotipos com tolerancia ao déficit hidrico.
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4.2 Experimento 2 — Avaliacdo de expressdo de genes associados a

autofagia em milho sob condicao de déficit hidrico

4.2.1 Identificac&o de potencial osmético

O potencial osmotico que permitiu a discriminagéo das variedades foi o de
-0.2 MPa, pois a partir desse potencial ja ocorre inibicdo do desenvolvimento da
parte aérea (Figura 4).

ki
Figura 4. Resposta de plantulas de milho de diferentes variedades cultivadas em diferentes
potenciais osmoticos.

4.2.2 Perfil fenotipico das variedades sob condicéo de déficit hidrico

O desempenho relativo dos caracteres morfolégicos de Taquardo e
Argentino Amarelo em condicdo de déficit hidrico mostram uma resposta
diferente entre as variedades, evidenciando a variabilidade presente nessas
populacdes. Menor efeito do déficit hidrico foi observado na variedade Taquarao
para todos os caracteres morfologicos analisados (Figura 5).
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Figura 5. Caraterizacao fenotipica (comprimento de parte aérea — CPA; comprimento de raiz —
CR; massa seca de parte aérea — MSPA; e massa seca de raiz — MSR) através do desempenho
relativo nas variedades de milho Taquardo e Argentino Amarelo sob condi¢céo de déficit hidrico.

A caracteristica comprimento de parte aérea foi a mais afetada na
variedade Argentino Amarelo, a qual apresentou menor desempenho relativo

deste tecido quando germinada sob condi¢éo de déficit hidrico (Figura 5).

4.2.3 Perfil de expressdo dos genes ATGs em variedades de milho

sob condicéao de déficit hidrico

Em condi¢cbes normais a autofagia funciona de modo basal para manter a
homeostase celular. No entanto, sob condi¢cdes de estresse abibtico esse
processo se intensifica para remover materiais citoplasmaticos danificados ou
indesejados, ou ainda para reciclar materiais citoplasmaticos para fornecer
substratos anabdlicos e metabdlitos para as células (WANG et al., 2017). Esse
processo € mediado por genes ATG (genes relacionados a autofagia). As
proteinas codificadas por esses genes podem ser divididas em quatro grupos
funcionais: (i) o complexo ATG1 kinase envolvido na iniciagdo da formacao do
autofagossomo; (ii) o complexo ATG9 para recrutamento de membranas; (iii) o
complexo phosphatidylinositol 3-kinase (PI3K) para nucleacdo da vesicula; e (iv)
o sistema de conjugacdo ATG8 e ATG12 ubiquitin-like para expansdo e
fechamento da vesicula (YANG et al., 2019). Nesse estudo buscou-se

caracterizar o perfil transcricional de genes associados ao sistema de
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conjugacao ATG8 e ATGI12 ubiquitin-like em duas variedades de milho sob
condicao de déficit hidrico. No genoma do milho foram identificados cinco genes
da familia ATG8 (ZmATG8a, ZmATG8b, ZMmATG8¢c, ZMATG8d e ZMATGS8e) e
apenas um gene ATG12 (ZmATG12) (CHUNG et al., 2009).

Quando plantulas de milho da variedade Argentino Amarelo foram
mantidas sob condicéo de déficit hidrico verificou-se um aumento no acumulo de
transcritos do gene ZmATG8a, e esse aumento ocorreu tanto na raiz quanto na
parte aérea. Por outro lado, plantulas da variedade Taquardo submetidas a essa
condicdo apresentaram pouca variagdo no perfil transcricional desse gene
(Figura 6). O comportamento observado na variedade Argentino Amarelo pode
estar associado a resposta da plantula para se recuperar dos efeitos danosos
ocasionados pelo agente estressor, ou seja, sinalizando para intensificar a
reciclagem de componentes citoplasmaticos danificados. Ainda, observa-se que
nessa variedade a maior expressao do gene ZmATG8a foi verificada na raiz, o
primeiro 6rgdo que tem contato com a condicdo de déficit hidrico. Pelo
comportamento fenotipico da variedade Taquardo acredita-se que o déficit
hidrico cause menos danos celulares e por isso ndo ha a necessidade de
acelerar o maquinario da autofagia, o que pode explicar a menor variacao da
transcricdo do gene ZmATG8a verificado nessa variedade. De modo similar, o
gene ZMATG8e apresentou perfil de transcri¢cdo idéntico ao ZmATG8a.

O envolvimento da autofagia em resposta a seca foi elucidado pela
primeira vez em Arabidopsis thaliana, demonstrando o aumento de expresséo
de AtATG18a e a inducdo da formacdo do autofagossomo em resposta ao
estresse osmotico. Na sequéncia, varios estudos tém demonstrado a inducéo de
genes ATG em resposta a seca em diferentes espécies, como por exemplo,
maca, milheto, cevada, pimenta, arroz, tomate e trigo (TANG; BASSHAM, 2018).
O estresse osmaotico decorrente da seca leva ao aumento de espécies reativas
de oxigénio (EROs) e a oxidacdo de proteinas. A autofagia pode remover
proteinas oxidadas e regular o nivel de EROs, o que sugere o0 seu envolvimento
na resposta ao estresse osmotico. Em A. thaliana ja foi reportada a participacao
de AtATG8 em resposta a estresse osmotico (HAN et al., 2011). Esses estudos

déo suporte para os dados obtidos nesse estudo para os genes ZmATGS8a e
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ZmMATGS8e, reforgcando a hipotese da participacdo da autofagia em resposta ao
déficit hidrico.

Quando se avalia o perfil de transcricdo dos genes ZmATG8b, ZmATG8c
e ZmATGS8d verifica-se que ndo houve alteracbes marcantes quando as
plantulas de ambas as variedades foram submetidas ao déficit hidrico, e isso
ocorreu tanto na raiz quanto na parte aérea (Figura 6). Esse comportamento
indica que esses genes néo estdo envolvidos com a resposta a essa condicao,
pelo menos no estadio de desenvolvimento avaliado. Alteracfes na resposta dos
genes da familia ATG8 ja tem sido verificada em outras espécies, como em A.
thaliana, que apresenta 8 isoformas da proteina ATG8. Nessa espécie a
superexpressao do gene AtATGS8f ocasionou a maior sensibilidade das plantas
a estresse salino e osmotico (SLAVIKOVA et al., 2005). Por outro lado, a
superexpressao do gene SIATG8a (Setaria italica L.) melhorou a tolerancia a
deficiéncia de nitrogénio e a tolerancia a seca de plantas de A. thaliana (LI et al.,
2015). Esses estudos, juntamente com os resultados apresentados sugerem que
os diferentes genes ATG8 ndo sdo ativados no mesmo momento, e podem

resultar em respostas diferenciadas.
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Figura 6. Quantificacdo relativa da expressdo dos genes ZmATG8 nos tecidos de parte
aérea e raiz das variedades Taquardo e Argentino Amarelo submetidas ao déficit hidrico
(-0.2 MPa) por 7 dias. Médias + desvio padréo, n = 3.
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O gene ZMATG12, cuja proteina atua juntamente com as proteinas ATGS,
apresentou um aumento no acumulo de transcritos apenas no tecido radicular,
nao diferindo entre as variedades (Figura 7). Esse perfil de expresséo foi um
pouco diferente do observado para os genes ZmATG8a e ZmATG8e, que
apresentaram diferenca de expressao entre as variedades, demonstrando que
embora atuem junto, apresentam regulacdo dependente do gendtipo, nao
apenas da condi¢cdo ambiental. Em um estudo avaliando a expressao de genes
ATG8 e ATG12 em A. thaliana durante a senescéncia, 0os autores também
verificaram que nessa condicdo hd aumento de expressdo de ATGS8 e nédo de
ATG12 (WANG; SCHIPPERS, 2019).
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Figura 7. Quantificacéo relativa da expressédo do gene ZmATG12 nos tecidos de parte aérea e
raiz das variedades Taquardo e Argentino Amarelo submetidas ao déficit hidrico (-0.2 MPa) por
7 dias. Médias + desvio padréo, n = 3.

Neste estudo foi observado um elevado desvio padrdo, tanto para os
caracteres morfolégicos quanto para a expressao génica. Essa variagdo ocorreu
devido ao modelo de estudo utilizado, variedades de polinizagédo aberta, que sdo
compostas por diferentes genotipos, que podem responder de forma
diferenciada na mesma condicdo. Se o modelo utilizado fosse um hibrido simples
ou uma linhagem, que sdo compostos por apenas um genétipo, a resposta seria

mais uniforme.
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4.2.4. Conclusao

Este estudo traz os primeiros indicios da participacdo da autofagia em
resposta ao déficit hidrico em plantulas de milho de variedades crioulas. No
entanto, novos estudos utilizando outros genes da rota sdo necessarios, assim

como outras variedades devem ser testadas.
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5. Consideragdes Finais

Os resultados desse trabalho fornecem informagdes que poderdo ser
usadas para delinear futuras pesquisas, além de conter elementos que poderéao
ser usados para estudos na cultura do milho em relacédo a autofagia e déficit
hidrico.

O desenvolvimento do primeiro experimento permitiu caracterizar a
resposta de variedades de polinizacdo aberta, variedades hibridas e variedades
crioulas frente ao déficit hidrico. Os resultados podem ser aplicados em
programas de melhoramento de milho visando tolerancia ao déficit hidrico em
estadios iniciais de desenvolvimento.

O segundo experimento traz evidéncias do envolvimento da autofagia na
resposta ao déficit hidrico, o que pode ser entendido como um mecanismo de
defesa através do reparo aos danos celulares ocasionados pelo déficit hidrico
nas plantulas de milho.

No entanto, pela complexidade dos aspectos fisiolégicos e moleculares
envolvidos na tolerancia ao deficit hidrico, h4 a necessidade de estender esta
pesquisa utilizando condi¢cdes de campo e manejo agronémico da cultura afim
de identificar gendtipos tolerantes que possam ser utilizados em blocos de
cruzamento. Com relacéo a autofagia, estudos mais aprofundados, envolvendo

outros genes e variedades também precisam ser conduzidos.
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